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Resumo

Oleos essenciais s30 compostos naturais que tém atraido grande atencio devido a sua excelente
capacidade antibacteriana, antiviral e antioxidante. No entanto, para obter sua maxima eficiéncia
biocida, é necesséria sua estabilizacdo, evitando sua volatilizacéo, oxidagdo ou degradacdo. Este
trabalho teve como objetivo desenvolver emulsdes Pickering a partir de trés diferentes 6leos
essenciais (Ho wood — linalol, cardamomo e canela), estabilizados com nanocelulose. As emulsdes
foram primeiramente preparadas variando pardmetros de processo (screening) para verificar as
condigdes que induzem maior estabilidade ao sistema. A partir do screening, foram selecionadas
as amostras mais estaveis para avaliacdo das interagdes e influéncias das nanoceluloses com os
6leos essenciais, considerando suas propriedades individuais, como estrutura quimica e polaridade,
propriedades fisico-quimicas, antimicrobianas e antivirais contra o virus SARS-CoV-2. Cada 6leo
essencial possui um fator de processamento de maior impacto em relacéo a estabilidade, verificado
pelo Design de Experimentos. Os resultados indicaram que o linalol é mais influenciado em termos
de indice de creme pela velocidade de homogeneizacdo, enquanto para o cardamomo e a canela
destacam-se a concentragdo e a morfologia da nanocelulose, respectivamente. I1sso mostra que a
morfologia da nanocelulose determina a estabilizacdo da emulséo; nanocristais de celulose (CNCs)
formam emulsBes liquidas estabilizadas por interagdes eletrostaticas e nanofibras de celulose
(CNFs) formam uma estrutura tridimensional (gel) por estabilizacdo estérica. As estruturas
quimicas dos OEs podem influenciar na estabilidade do sistema e na tensdo superficial por meio de
ligagdes ou interagBes quimicas, sendo que o linalol apresentou ligagdes de hidrogénio entre suas
hidroxilas e a da celulose, enquanto o cardamomo demonstrou forte ligagfes da celulose com o
acetato de a-terpineol e a canela ndo apresentou interagdes quimicas entre 0s componentes, porém
apresentou estabilidade devido a sua estrutura que contém um anel benzénico. A anélise reoldgica
demonstrou que as emulsdes estabilizadas com CNC possuem fluxo newtoniano, e as com CNF,
pseudoplastico resultante da rede tridimensional formada pelas nanofibras de celulose. Os ensaios
antimicrobianos indicaram que a influéncia na atividade biocida das emulsdes dependem das
estruturas quimicas dos 6leos essenciais e da sua interacdo quimica com a celulose, sendo que
maiores interaces diminuem a atividade bactericida. O linalol apresentou redugdo significativa da
atividade antimicrobiana ap6s a emulsificacdo, sendo que, o 6leo puro inibiu E. coli, S. aureus,
Pseudomonas e Salmonela, enquanto as emuls@es estabilizadas com CNC somente inibiram S.
aureus e as estabilizadas com CNF inibiram E. coli, S. aureus e Salmonela. Possivelmente o tipo
de estabilizacdo e as interacGes quimicas entre os componentes influenciaram na volatilidade do
componente ativo do Oleo, alterando sua agdo antimicrobiana. O cardamomo diminuiu sua
eficiéncia antimicrobiana ap6s a emulsificacdo com CNF, refletindo na auséncia de inibicdo de
Pseudomonas e diminuicdo do halo de inibicdo da S. aureus. As emulsdes de canela apresentaram
atividade antimicrobiana similar ao éleo essencial puro, indicando que a emulsificagdo ndo alterou
a difusividade do 6leo essencial ou seu poder bacteriostatico e antiviral. Os 6leos essenciais puros
foram testados contra o virus SARS-CoV-2, sendo que o 6leo de canela demorou apenas 5 minutos
para inativar o virus, enquanto o dleo de cardamomo demorou 30 minutos e o 6leo de linalol ndo
apresentou resultados considerando o teste empregado. As emulsdes apresentaram tendéncia
similar ao observado para as bactérias, exigindo maiores tempos para acéo antiviral. Os resultados
indicam que as emulsdes e seus 6leos sdo potenciais agentes ativos naturais contra bactérias e virus
para serem aplicados em desinfetantes para limpeza de superficies altamente contaminadas, como
hospitais, farmacias ou transporte publico.

Palavras-chave: Oleos essenciais, Nanocelulose, Biopolimeros, Estabilizacdo, Atividade

antimicrobiana.
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Abstract

Essential oils are natural compounds that have attracted significant attention due to their excellent
antibacterial, antiviral and antioxidant capacity. However, to obtain its maximum biocidal
efficiency, it is necessary to stabilize it, avoiding its volatilization, oxidation, or degradation. This
work aimed to develop Pickering emulsions from three essential oils (Ho wood — linalool,
cardamom and cinnamon), which are stabilized with nanocellulose. The emulsions were first
prepared by varying the process parameters (screening) to verify the conditions that induce greater
stability in the system. From the screening, the most stable samples were selected to evaluate the
interactions and influences of the nanoparticles with the essential oils, considering their individual
properties, such as chemical structure and polarity, physicochemical, antimicrobial, and antiviral
properties against the SARS-CoV-virus. Each essential oil has a processing factor of more
significant impact concerning stability, verified by the Design of Experiments. The results indicated
that linalool is more influenced by a cream index by homogenization speed, while for cardamom
and cinnamon, the concentration and morphology of nanocellulose stand out, respectively. This
shows that the morphology of the nanocellulose determines the stabilization of the emulsion;
Cellulose nanocrystals (CNCs) form liquid emulsions stabilized by electrostatic interactions, and
cellulose nanofibers (CNFs) form a three-dimensional structure (gel) by steric stabilization. The
chemical structures of the EOs can influence the stability of the system and the surface tension
through bonds or chemical interactions, and linalool showed hydrogen bonds between its hydroxyls
and that of cellulose. Cardamom showed strong bonds between cellulose and a-terpineol acetate,
and cinnamon did not show chemical interactions between the components but showed stability
due to its benzene ring structure. The rheological analysis showed that the emulsions stabilized
with CNC have Newtonian flow, and those with CNF, a pseudoplastic resulting from the three-
dimensional network formed by the cellulose nanofibers. Antimicrobial assays indicated that the
influence on the biocidal activity of emulsions depends on the chemical structures of essential oils
and their chemical interaction with cellulose, with interactions decreasing the bactericidal activity.
Linalool showed a significant reduction in antimicrobial activity after emulsification, and the pure
oil inhibited E. coli, S. aureus, Pseudomonas, and Salmonella, while CNC-stabilized emulsions
only inhibited S. aureus and CNF-stabilized emulsions inhibited E. coli, S. aureus, and Salmonella.
Possibly the type of stabilization and the chemical interactions between the components influenced
the volatility of the oil's active component, altering its antimicrobial action. Cardamom decreased
its antimicrobial efficiency after emulsification with CNF, reflecting the absence of Pseudomonas
and decreased S. aureus inhibition halo. The cinnamon emulsions showed similar antimicrobial
activity to the pure essential oil, indicating that the emulsification did not change the diffusivity of
the essential oil or its bacteriostatic and antiviral power. Tests of pure essential oils against the
SARS-CoV-2 virus were carried out, with cinnamon oil taking only 5 minutes to inactivate the
virus, cardamom oil taking 30 minutes, and linalool oil did not show results considering the test
employed. The emulsions showed a similar tendency to that observed for bacteria, requiring longer
times for antiviral action. The results indicate that the emulsions and their oils are potential natural
active agents against bacteria and viruses to be applied in disinfectants for cleaning highly
contaminated surfaces, such as hospitals, pharmacies, or public transport.

Keywords: Essential oils, Nanocellulose, Biopolymers, Stabilization, Antimicrobial activity.
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1. Introducéo

Recentemente, tem havido uma demanda crescente para a aplicagdo de emulstes
Pickering em diversas industrias devido a sua vantagem combinada em termos de custo,
qualidade e sustentabilidade. Emulsbes Pickering (PEs) sdo misturas oOleo/agua
estabilizadas por particulas sélidas em vez de surfactantes convencionais, e se destacam
devido a sua resisténcia a deformacédo consideravelmente maior em comparagdo com as
emulsbes convencionais devido a adsorcdo irreversivel das particulas sélidas, nas
interfaces, de dois liquidos imisciveis (Low et al., 2020). Além das suas excelentes
vantagens em termos de estabilidade ao longo do tempo, a demanda por novas particulas
sOlidas atoxicas e ambientalmente amigaveis tem emergido como uma solucéo inovadora
para gerar emulsdes Pickering em diversos campos, como no setor de alimentos,
embalagens, cosméticos, recuperacdo de bleo, entrega de medicamentos e outros (Costa et
al., 2019; Feng et al., 2020; Li, Z. et al., 2018; Saffarionpour, 2020; Souza et al., 2021,
Zou, Sipponen e Osterberg, 2019).

Vaérias particulas sélidas podem ser usadas em emulsdes Pickering e as emulsdes
resultantes apresentam alguns beneficios excelentes, como bons atributos mecanicos, alta
estabilidade, menos toxicidade, diminui¢do dos problemas de formacéo de espuma. Dentre
as particulas que podem ser utilizadas, destacam-se particulas com carater ambientalmente
amigaveis, principalmente polissacarideos, como amido, quitina e nanocelulose (Cheikh,
Ben et al., 2021; Feng et al., 2020; Yan et al., 2020). As razfes por tras do crescente
interesse por emuls@es estabilizadas por particulas a base de celulose ndo sao apenas pelas
caracteristicas naturais de baixo custo, facilmente disponiveis, seguras e sustentaveis, mas
também prontamente acessiveis as modificacdes fisicas ou quimicas e baixo risco de
toxicidade.

A nanocelulose é um material versatil com alta area superficial e proporcdes variadas,
dependendo de sua morfologia. Esses nanomateriais multifuncionais sdo encontrados
principalmente como nanocristais (CNC) ou nanofibras (CNF), e a morfologia impacta
diretamente o tipo de estabilizacdo da emulsdo. O processo de adsorcéo da nanocelulose
na interface do 6leo e da agua esta relacionado a difusdo de particulas pelo liquido e seu
posicionamento espontaneo das interfaces dos liquidos imisciveis, que dependem de
parametros quimicos e cargas superficiais. Seu uso tem sido amplamente reportado
principalmente para estabilizar 6leos essenciais, substancias de origem vegetal, com

elevados teores de terpendides, terpenos, monoterpenos, fendis, anéis aromaticos,
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compostos ciclicos e aciclicos em diferentes concentracfes, sendo estes componentes
responsaveis pelas atividades bactericidas (Nakatsu et al., 2000; Ribeiro-Santos et al.,
2018; Ribeiro, Simoes e Simdes, 2019).

Ha uma ampla disponibilidade de 6leos essenciais no mercado, como oriundos de
orégano (Oreganum vulgare), cominho (Cuminum cyminum), canela (Cinammomun
cassia), capim-limdo (Cymbopogon citratus), melaleuca (Melaleuca alternifélia), buriti
(Mauritia flexuosa L.), entre outros (Ahmad et al., 2012; Batista et al., 2012; Becerril,
Nerin e Silva, 2020; Ribeiro-Santos et al., 2018; Siddique et al., 2020). A propriedade
obtida a partir de cada 6leo depende dos agentes ativos presentes na sua composicao, sendo
que dentre alguns 6leos com caracteristicas interessantes, destacam-se o linalol, a canela e
0 cardamomo, que possuem como principal agente ativo o linalol, o cinamaldeido e o a-
terpineol. Porém, estes éleos sdo compostos bioativos altamente volateis, sensiveis a luz,
calor e ao oxigénio, dificultando seu uso direto, e por isso exigindo medidas de
estabilizagdo, como as emulsdes Pickering.

Em sua forma estabilizada, os 6leos essenciais sdo uma excelente opc¢do para uso em
produtos que exigem propriedades antimicrobianas, podendo ser aplicados em
medicamentos, produtos de higiene pessoal, alimentos, sanitizantes, agentes desinfetantes
de ambientes fechados, entre outras aplicagdes. Assim, tendo em vista a crescente
necessidade por produtos biobased, ambientalmente amigéveis e biocompativeis, este
trabalho teve como objetivos: i) preparar emulsdes do tipo Pickering utilizando trés tipos
de 6leos essenciais (linalol, canela e cardamomo) e investigar a influéncia de diferentes
parametros de processo na estabilidade das emuls@es; ii) selecionar as emulsdes mais
estaveis e investigar suas propriedades fisico-quimicas e 0 mecanismo de estabilizacdo
envolvido; e iii) avaliar as propriedades antibacterianas e antivirais das emulsfes contra

duas bactérias gram-positivas, duas gram-negativas, e contra o virus SARS-CoV-2.
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2. Revisao bibliogréafica

Uma dispersdo é um sistema que consiste em uma fase fragmentada (dispersa) e uma
fase continua. Quando essa dispersdo possui como fase continua um liquido, esta pode
possuir trés classificagBes, dependendo da fase dispersa, sendo elas i) espuma — um gés é
a fase dispersa, e bolhas sdo 0 componente de interesse, ii) emulsdo — um outro liquido
imiscivel é a fase dispersa, na forma de gotas, ou iii) suspensdo — particulas solidas séo
dispersas na fase liquida. Assim, uma emulsdo pode ser definida como um sistema bifésico
formado por dois liquidos imisciveis, uma fase dispersa distribuida na forma de gotas na
fase continua. Em geral, a fase dispersa é ainda estabilizada pela acdo de um emulsionante,
visando aumentar a estabilidade do sistema, ou seja, 0 tempo necessario para que haja
separacao visual entre as fases.

As emulsfes sdo amplamente utilizadas em nossa vida diéria, como o leite, logdes e
cremes, sendo de grande interesse em areas de estudo como quimica, biologia, fisica e
engenharia (Abdul-razzaq, Jaafar e Bandyopadhyay, 2020; Haque et al., 2017; Prado,
Gonzales e Spinacé, 2019; Zou, Sipponen e Osterberg, 2019). Além disso, sdo de grande
interesse para industrias farmacéutica, de cosmetologia, alimenticia, tintas a base agua,
entre outros. Isso porque, na forma emulsionada, agentes ativos podem ser diluidos a um
nivel apropriado e serem mais facilmente aplicados. No entanto, para garantir a
aplicabilidade adequada, € necessario um controle rigido de processo, caracteristicas e
propriedades finais da emulsao.

2.1 Emulsdes

Emulsbes sdo, portanto, uma classe de sistemas dispersos formados por duas fases
liquidas imisciveis, e podem ser divididas de acordo com a fase dispersa e continua, como
emulsdo 6leo em &gua (O/A), agua em 6leo (A/O), 6leo em 6leo (O/O), ou ainda emulsbes
maultiplas, como 6leo/agua/dleo (Keivani Nahr, Ghanbarzadeh, Samadi Kafil, et al., 2019;
Mendes et al., 2020; Rosen e Kunjappu, 2012; Scharamm, 2015; Zhang et al., 2017). Para
que uma emulsdo se forme e seja estavel, € necessario adicionar um terceiro componente
ao sistema: um emulsificante. Muitos aspectos do campo da ciéncia e da tecnologia séo
combinados para estudar os principios e comportamentos fundamentais de emulsées em
relacdo a ciéncia dos polimeros, quimica interfacial, ciéncia dos coloides e mecénica dos
fluidos (Albert et al., 2019; McClements, 2015).

Quando duas fases liquidas imisciveis entram em contato, uma nova regido interfacial

é criada, sendo essa de espessura 6, que resulta em uma mudanga concomitante na energia
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interna das fases liquidas. Essa regido interfacial possui caracteristicas Unicas, sendo
chamada de camada de transi¢do, e a energia necessaria para que a interface formada se
rompa é chamada de tensdo interfacial (y). O modelo de Gibbs-Deuhem propds uma

definicdo matematica da tensdo interfacial, de acordo com a Equacdo 1, em que dG° é a
energia livre do sistema, formada por um termo de entropia (S° dT), um termo de energia
interfacial (A dy) e um termo composicional (Y nj dui, em que n; € o numero de mols do

componente i e u; é o potencial quimico da espécie) (Tadros, 2013).
dG° =—=S-dT +A-dy + ¥n; - dy; (1)

A temperatura e composi¢do constantes, tem-se as Equacdes 2 e 3:

dG° = A-dy (2)
v =C 3)

Para uma interface estavel, a area interfacial aumenta conforme a energia livre do
sistema aumenta. Para uma interface curva, como no caso de gotas, € necessario considerar
o efeito do raio de curvatura, uma vez que interfaces curvas afetam as propriedades fisicas
da emulsdo. A pressao de Laplace (Ap) ¢ determinada pelo raio de curvatura das gotas, em
que r1 e r2 sdo os dois principais raios de curvatura do sistema (Equacédo 4). Essa pressao
também é chamada de pressdo capilar e representa a diferenca de pressdo entre as duas
fases imisciveis.

Ap = y(:_1+l) (4)

2

No caso de gotas perfeitamente esféricas, r1 = r2 = r, resultando na Equagé&o 5.

2.1.1 Formagéo de emulsdes

Ao considerar um sistema formado por dois liquidos imisciveis, para que forme
uma emuls&o é necessario que haja uma variagdo na energia livre e na entropia do sistema,

conforme a Equagéo 6.
AGforma(,‘ao = AA Y12 — TASconfiguragﬁo (6)
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Na maioria dos casos, AA y,, > TAS°™9 resultando em AG/°™™ positivo, ou seja,
a formacéo de emulsdes ndo é esponténea e o sistema é instivel. Nesse caso, na auséncia
de emulsificantes, a emulsdo se rompe e sofre fendmenos de instabilidade. J& na presenca
desses aditivos, uma barreira energética é criada, evitando que o sistema volte ao seu estado
original e se mantenha estavel, conforme representado na Figura 1.

Figura 1. Representacdo ilustrativa da variacdo na energia livre do sistema de acordo com a presenca de
emulsificantes.

4

c Energy barrier to be overcome
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Fonte: Autoria Prdpria.

2.1.2 Forgas de interagdo

Trés principais tipos de forcas de interacdo atuam em uma emulsédo: atracao, repulséo
eletrostatica e repulsdo estérica, além de uma combinacgéo destas. As forcas atrativas séo
resultado de interacbes de curto alcance, e sdo resultantes de atomos ou conjuntos
moleculares que formam as goticulas das emulsdes. Na auséncia de um mecanismo
repulsivo, as gotas formam agregados devido a atracdo muito forte a curtas distancias,
resultando em separacdo de fases devido a minimizacdo da area superficial de forma
espontanea. Assim, é necessario induzir ou criar forcas repulsivas para estabilizar a
emulsdo. S&o duas as principais forcas repulsivas: eletrostatica e estérica (Tadros, 2013).

As forcas de repulsdo eletrostaticas s@o resultantes da adicdo de um surfactante ou
molécula ibnicos, resultando na geracdo de uma dupla camada elétrica formada por cargas
superficiais balanceadas pela presenca de ions e contra ions (Helmholtz, 1879). A extensdo
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da dupla camada depende da concentracdo de eletrdlitos e valéncia dos contra ions
(Grahame, 1947), sendo que sua extensdo aumenta conforme a concentragéo de eletrélitos
diminui, sendo que esses fendmenos estdo associados a parte ndo difusa da dupla camada
especifica para ions adsorvidos. Esses conceitos sdo importantes pois, quando duas gotas
carregadas se aproximam até que suas duplas camadas se sobreponham, a repulséo ocorre.

Por outro lado, as forcas de repulsdo estérica sao resultantes de polimeros, surfactantes
ou moléculas ndo idnicas adicionados ao sistema. Ao se aproximar duas gotas similares
estabilizadas por uma cadeia polimérica ndo i6nica de espessura dn, a aproximacao das
gotas ird resultar em uma distancia entre goticulas menor do que 26 devido a interacéo
entre as cadeias do polimérico, que podem gerar fendmenos de interpenetracdo e
compressdo. Essa aproximacdo ird gerar uma forte repulsdo estérica resultante de um
aumento na pressdo osmatica na regido do overlap devido a mistura das cadeias, gerando
a chamada “energia livre de interacdo Gmix, € devido a uma reducdo na entropia
configuracional das cadeias na zona de interacdo, que resulta em uma interacdo por
restricao de volume chamada “interagdo entropica ou eldstica Gel”. Portanto, a energia livre

de interacdo estérica Gs € um resultado da soma de Gmix € Gel (Napper, 1983).

2.1.3 Emulsificacéo

O processo de emulsificacdo é aquele que concede a um sistema Oleo/agua energia
necessaria para expandir a interface AAy, em que AA é o aumento na 4rea interfacial
quando a fase oleosa de area Al gera um grande nimero de gotas menores de area A2.
Como v (tensdo interfacial) é positivo, a energia para expandir a interface é grande e
positiva. A formacdo de gotas micrométricas € economicamente mais viavel e depende de
agitadores de alta energia, como Ultraturrax ou Silverson Mixer. J& no caso da formacéo
de gotas nanomeétricas, quantidades significativamente maiores de surfactante/energia séo
necessarias, o que pode ser entendido ao se analisar a pressao de Laplace Ap (EquacOes 4
e 5). Para a quebra de uma gota em goticulas menores, é necessario que haja uma forte
deformagéo, e essa deformacgdo aumenta Ap, podendo inclusive transformar uma gota
perfeitamente esférica em um prolato elipsoide (Clausse et al., 1983).

Emulsificantes possuem um papel importante na formacéo de emulsdes diminuindo a
tensdo interfacial e, consequentemente, a energia necessaria para a quebra da gota em
goticulas menores. De acordo com Walstra (1993), trés processos sempre ocorrem durante
a emulsificacdo: 1) as goticulas de 6leo se deformam e quebram, 2) os emulsificantes séo

transportados e adsorvidos pela goticula de éleo junto com a formacédo das goticulas de
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oleo revestidas com emulsificante, e 3) as goticulas de emulsdo colidem e se fundem
(Walstra, 1993).

Diversos processos podem ser utilizados para a preparacdo de uma emulsdo, como
equipamentos com baixa energia de agitacdo, misturadores estaticos (como Ultraturrax e
misturadores Silverson), agitadores de baixa a média energia, moinhos coloidais,
homogeneizadores de alta presséo, geradores de ultrassom, ou emulsificagdo de membrana.
Os métodos podem ser continuos ou descontinuos. Dentre os métodos disponiveis, 0
ultraturrax € interessante pois € uma tecnologia disponivel em larga escala, amplamente
utilizado na fabricacdo de sorvetes, molhos alimenticios, produtos cosméticos e de higiene
pessoal, entre outros. Estes equipamentos sdao empregados para preparar emulsées com
gotas acima de 1 um (Kumar et al., 2019). A escolha adequada do equipamento é conhecida

como fatores mecéanicos e de fluxo, que envolvem o tipo de equipamento, a intensidade de

agitacdo e o procedimento adotado (Daltin, 2011).
Outras variaveis também devem ser consideradas ao avaliar a preparacdo de uma

emulsdo, como variaveis de formulacdo, que englobam o agente emulsionante e as fases

continua e dispersa, levando em conta caracteristicas como HLB (para surfactantes), tipo
de estabilizante, solubilidade, ponto de inversdo de fase, compatibilidade, entre outros, e

varidveis de composicdo, que sdo as proporcdes relativas de agua e 6leo e a concentragdo

do emulsificante.

A estabilidade fisica de uma emulsdo é uma das maiores dificuldades observadas
durante a formulacdo de um sistema emulsificado, uma vez que as emulsfes convencionais
sdo sistemas termodinamicamente instaveis e, portanto, tendem a quebrar durante o

armazenamento por meio de uma variedade de mecanismos de instabilidade.

2.1.1 Fendmenos de instabilidade

As variaveis de composicao e formulacdo sdo responsaveis por evitar que as goticulas
de uma emulséo se agrupem novamente, provocando a coalescéncia. Conforme descrito
anteriormente, 0 uso de surfactantes € a solugdo mais comum empregada para garantir a
estabilidade desses sistemas (Albert et al., 2019), em que moléculas sdo adsorvidas na
superficie das goticulas e reduzem a tensao interfacial entre as fases, diminuindo a forga
motriz para a coalescéncia e alterando as propriedades viscoelasticas do sistema. Os
fendmenos de instabilidade sdo varios, como a cremeacdo (ou formacdo de creme),

sedimentagédo, floculacdo, inversdo de fase, coalescéncia, e Ostwald ripening (ou

25



amadurecimento de Ostwald) (Almasi, Azizi e Amjadi, 2020; McClements, 2015;
Scharamm, 2015), conforme ilustrado na Figura 2.

Figura 2. Tipos de instabilidades que podem ocorrer em sistemas de emulsges.
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Fonte: Autoria Propria.

A cremeacdo e a sedimentagdo sdo processos gravitacionais que ocorrem pela
diferenca de densidade das fases. Se a densidade da fase dispersa € menor do que a do
meio, ocorre cremeacao; do contrario, ocorrera sedimentacdo. A cremeacao é um fendmeno
facilmente reversivel apos a aplicacdo de agitagdo moderada. No entanto, uma cremeagao
severa pode resultar em coalescéncia, que é uma desestabilizagdo irreversivel (Daltin,
2011). Em emulsdes comuns, que possuem tamanhos de gota polidispersos, gotas de
maiores didmetros ascendem antes, e de menores diametros apds maiores tempos,
resultando em camadas com diferentes caracteristicas devido as diferentes taxas de
cremeacdo (ou sedimentacédo, pois 0 mesmo principio se aplica).

Os fendémenos de sedimentacdo ou cremeacéo séo regidos pela Lei de Stokes (Stokes,
1851), referente a um sistema soélido-liquido, que faz um balanco entre a forca

hidrodindmica do sistema (Equacdo 7) e a forca gravitacional (Equacéo 8), em que no é a
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viscosidade do meio, vo € a velocidade de Stokes, R ¢ o raio hidrodinamico da gota, Ap é

a diferenca de densidade entre as duas fases, e g é a gravidade (Taherian et al., 2008).
Forca hidrodinamica = 6mnyRv, @)
Forga gravitacional = gnR3Apg (8)

Logo, a velocidade de Stokes para sistemas muito diluidos, em que a concentracdo da

fase dispersa é menor do que 0,01%, é definida pela Equacéo 9.

2
v, = 212200 ©)
Posteriormente, Hadamard e Rybczynski propuseram, em 1911, uma corre¢do a lei de

Stokes, para um sistema liquido-liquido, considerando entdo a sedimentacdo de uma gota

em um liquido, em que a velocidade terminal (Vxr) é dada pela Equagéo 10, onde k é a

razdo da viscosidade da fase continua pela viscosidade da fase dispersa (Frising, Noik e

Dalmazzone, 2006; Hadamard S, 1911).

_ (d%*(pa—po)g) 1+k
Vir = 18uc 1+§k (10)

A camada de creme formada durante o fendmeno de cremeacdo representa um
equilibrio de volume, em que a distancia entre as gotas é determinada pelo balanco entre
forcas do campo gravitacional e forcas entre gotas (estéricas ou eletrostaticas). Dentre as
possiveis abordagens utilizadas para evitar a cremeacdo ou a sedimentacdo, destaca-se a
reducdo de tamanho de gotas (abaixo de um determinado didmetro, a difuséo Browniana
pode exceder a gravidade, prevenindo a instabilidade), uso de espessantes (irdo resultar na
formacéo de um gel de maior viscosidade formados pela sobreposigédo de cadeias), uso de
cristais liquidos, entre outros (Clausse et al., 1983; Tadros, 2013).

A floculacgéo é o processo no qual as gotas de uma emulsdo se agregam sem que haja
a ruptura da camada estabilizadora na interface, se a energia livre de interacdo do par se
tornar sensivelmente negativa em uma certa separacdo. Esta interacdo negativa é o
resultado da atracdo de van der Waals (Friberg, Larsson e Joblom, 2004; McClements,
2015). Esse fendmeno de instabilidade pode ser reversivel ou irreversivel, dependendo da
forca de atracdo entre as gotas. A floculacdo geralmente leva a uma maior formacao de

creme, porque os flocos sobem mais rapido do que as gotas individuais, devido ao seu
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maior raio efetivo. Além disso, a camada de creme ¢ considerada como um “floco
concentrado”. Excegdes ocorrem em emuls@es concentradas, onde a formagéo de estrutura
de rede tipo gel pode ter uma influéncia estabilizadora.

O fendmeno de Ostwald ripening (ou amadurecimento de Ostwald) ocorre porque
pequenas goticulas, que apresentam grande area superficial e alta pressdo interna por causa
da acentuada curvatura de superficie vao diminuindo com o tempo até desaparecerem (Liu
etal., 2019; Ryu et al., 2018, 2019; Zhao et al., 2020) A for¢a motriz para esse fendmeno
é a diferenca de solubilidade entre gotas menores e maiores (Taylor, 1998; Weers, 2007)
Gotas pequenas com um raio r1 possuem maior solubilidade do que gotas maiores com raio
r2, 0 que € representado pela equacédo de Kelvin (Equacdo 11), que relaciona a solubilidade
de uma gota ou particula S(r) com a de uma gota com um raio infinito S(e), em que y é a
tensdo interfacial liquido/liquido ou sélido/liquido, Vm é 0 volume molar da fase dispersa,

R € a constante dos gases e T a temperatura absoluta.
S(r) = S(c0) - exp( ) (11)

Com o tempo, a difusdo molecular ocorre entre as goticulas menores e maiores,
resultando no desaparecimento final da maioria das goticulas pequenas e resultando em
uma mudanca na distribuicdo do tamanho das goticulas para valores maiores durante o
armazenamento de uma emulsdo. Essa instabilidade pode causar problemas graves, como
formacéo de creme ou sedimentacdo, floculacdo e até coalescéncia da emulsdo (Clausse et
al., 1983; Tadros, 2013). Para duas gotas com raios r1 € rz, (ri<rz), tem-se a chamada
Equacdo de Ostwald (Equacdo 12), que demonstra que quanto maior a diferenca entre ry e

r,, maior a taxa de amadurecimento de Ostwald.

in [58] = 2y [ - 7] (12)

S(ry) T

A reducéo do efeito do amadurecimento de Ostwald, de acordo com Huguchi e Misra
(1962), pode ser pela adicdo de uma pequena propor¢do de um 6leo altamente insolavel.
Nesse caso, 0s autores previram que haveria um alto particionamento das gotas, € 0S
componentes com menor solubilidade formariam as menores gotas (Higuchi e Misra,
1962). Essa alteracdo foi sugerida com base no equilibrio que ocorre durante o
amadurecimento, em que a diferenca de potencial quimico entre gotas de diferentes
tamanhos, resultante de efeitos de curvatura, é balanceado pela diferenca de potencial
quimico resultante do particionamento dos componentes da emulsdo. Outra possibilidade
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é a modificacdo da camada interfacial para a reducdo da instabilidade, como o uso de
surfactantes fortemente adsorvidos na interface, que ndo sofram dessor¢do durante o

armazenamento (Clausse et al., 1983).

Para que a coalescéncia ocorra, duas gotas de uma emulsdo devem estar em
proximas ou em contato, seja em flocos, creme, ou pelo movimento Browniano, formando
uma fina camada na forma de um filme entre as gotas. A coalescéncia é o resultado da
ruptura desse filme interfacial, resultando na fusdo, adesao ou engulfment (“engolimento”)
das gotas. Esse fendmeno possui dois principais aspectos, a natureza das forcas atuando
atraves do filme interfacial, e 0s aspectos cinéticos associados com as flutuacdes locais na
espessura do filme. Em relacdo as forcas através do filme, duas regides sdo de interesse,
sendo a primeira associada a forcas de longo alcance de van der Waals e da dupla camada
elétrica, descritas por interacOes eletrostaticas e pela teoria DLVO (Deyaguin-Landau-
Verwey-Overbeek), e 0 sendo com as interagdes estéricas, em que tais interaces precisam
ser rompidas para que haja a ruptura do filme. Van den Tempel derivou uma expressao
para a taxa de coalescéncia de gotas de emulsdo assumindo que a taxa é proporcional ao
numero de pontos de contato entre as gotas em um agregado (Tempel, van den, 1953). O
nimero médio de gotas n. em um agregado em um tempo t € dado pela teoria de
Smoluchowski. O nimero de gotas n que ainda nao foram combinadas em agregados em

um tempo t é dado pela Equacdo 13, em que np € 0 nimero inicial de gotas.

i (13)

n=-———-—
(1+kngt)?2

O numero de agregados ny é dado pela Equacdo 14, e o nimero total de gotas na é

representado pela Equacédo 15 e 16, que representam a taxa de floculacéo.

kn3t

n, = W (14)
1

Ng— Ny =Ny [1 - W] (15)

ng = non;ont = 2 + anyt (16)

Se m é o nimero de gotas separadas em um agregado, entdo m<n, caso alguma
coalescéncia tenha ocorrido; m é ligeiramente menor do que n, se a coalescéncia for lenta,
enquanto m —1 se for rapida. Logo, a taxa de coalescéncia € proporcional a m-1. Em
emulsdes suficientemente diluidas, os pequenos agregados geralmente contém uma gota

grande junto com uma ou duas pequenas e sdo formados linearmente. Assim, ny diminui
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em propor¢ao direta a m — 1, enquanto m aumenta ao mesmo tempo por adesdo a outras
goticulas. A taxa de aumento causada pela floculacdo é dada pela Equacdo 17, que
integrada em condic¢des de contorno (m=2 e t=0) resulta na Equacdo 18.

Z—Tzano—l{(m—l) 17)
m—1="224(1+2%) exp (-KT) (18)

O numero total de goticulas, floculadas ou ndo, em uma emulséo coagulante no tempo
t é obtido pela adi¢do do nimero de goticulas primarias que ndo reagiram ao nimero de
goticulas nos agregados, conforme Equacdo 19, que representa que a mudanga no numero
de goticulas com o tempo depende do ndmero inicial de goticulas no.

ny kn3t [kno

204+ (1-22) exp (-K0) (19)

n=n;+nm= -

T 1+knot = (1+kngt)?

Van den Tempel simplificou a Equacdo 19 por meio de trés aproximacdes: i) em
emulsdes concentradas, kno>>K e em sistemas reais, knp >1, resultando na Equacéo 20; ii)
em emulsbes muito diluidas, kno/K é muito pequeno se a coalescéncia for rapida,
resultando na equacdo de Smoluchowski; iii) se o grau de coalescéncia é baixo, o termo
exponencial da Equacdo 19 pode ser expandido em uma série de poténcia, resultando na
Equacdo 21 (Tempel, van den, 1953).

n= % [1 —exp(—kt)] (20)
_ Kt Kt
n=mne[l (1+knot) T (1+kngot)? (21)

Posteriormente, Davies e Rideal (Davies e Rideal, 1962) propuseram a Equagédo 22
para descrever a coalescéncia, levando em consideracdo um novo termo de barreira
energética associado a presenca de um estabilizante, em que V é o volume das gotas de
emulsdo, ¢ é a fracdo volumétrica da fase dispersa, D € o coeficiente de difusdo das gotas
e R é o raio de colisdo.

V=24 4nDRot (22)

No

Combinando com a Equacdo de Stokes-Einstein, que define o coeficiente de difusdo

D (Equacéo 23) e adicionando um termo de barreira energética (AG), apés a derivada em
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relacdo a t, a taxa de coalescéncia de uma emulséo 6leo/agua é dada pela Equacédo 24, em

que nw € a viscosidade da agua e C; é o fator de colisdo.

kT

D=—m (23)
av _ 4@kT AGY _ n _AG
a3y, OXP (_ E) =(1 exp( kT) (24)

Como solucéo para reducdo da coalescéncia, é proposto o uso de surfactantes mistos,
alteracdo da viscosidade interfacial, formacdo de fases liquidas cristalinas e uso de
polimeros como surfactantes (Mwangi et al., 2020).

Os surfactantes, conforme descrito anteriormente, sdo moléculas tensoativas que
possuem um dominio hidrofilico e um hidrofébico em sua estrutura molecular, que
permitem interacGes com as fases aquosa e oleosa (Pavoni et al., 2020). Entre os principais
tipos de surfactantes utilizados, existem: tween 20®, span 85®, brij 97®, polisorbato 80,
lecitina de soja, polissacarideo soluvel de soja, caseinato de sdédio, proteinas de soro de
leite, entre outros (Barbon et al., 2020; Donsi e Ferrari, 2016; Li, Z. et al., 2018). O tipo de
surfactante e suas propriedades fisico-quimicas, como concentracdo micelar critica e
balanco hidrofilico-lipofilico, desempenham um papel muito importante na estabilizacdo
da emulsdo (Tehrani-Bagha, 2016). No entanto, de acordo com legislaces ambientais e
preocupacBes com a saude, o uso de surfactantes tem sido limitado devido ao seu caréater
ndo renovavel e ndo biodegradavel. Além disso, os surfactantes usualmente mantem a
emulsdo estavel durante curtos periodos de armazenamento. Assim, como alternativa para
essas limitacdes, verifica-se um crescente interesse no uso de particulas sélidas para a

estabilizagdo de emulsdes, as chamadas Pickering emulsions.

2.2 Pickering emulsions

Emulsdes Pickering foram descritas por um pesquisador com este nome, e por isso a
nomenclatura, (Pickering, 1906), ap0s as primeiras observacdes realizadas por Ramsden
(Ramsden, 1903). Ramsden, em seu trabalho, utilizou matéria altamente viscosa para
recobrir a superficie de solucdes de duas fases, examinando a capacidade do material sélido
de reduzir a tenséo superficial do sistema (Ramsden, 1903). Esse tipo de emulséo tem como
caracteristica a substituicdo dos surfactantes usualmente utilizados como emulsificantes
por particulas sélidas, naturais ou sintéticas, para estabilizacdo da interface 6leo:agua

(Albert et al., 2019). Essas emulsdes se destacam pela sua resisténcia a deformacéo
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consideravelmente maior em comparacdo com as emulsdes estabilizadas com tensoativos
convencionais devido a adsorgdo irreversivel de particulas sélidas nas interfaces de dois
liquidos imisciveis

De acordo com Botto e colaboradores, as particulas solidas sdo interessantes de serem
utilizadas pois, ao serem adsorvidas em uma superficie entre dois liquidos imisciveis,
alteram a energia livre do sistema e o equilibrio das energias de superficie (Botto et al.,
2012). Isso porque a adsor¢do da particula reduz a interface liquido-liquido por meio da
substituicdo dos “espacos”, e a fase solida passa a resultar em uma nova contribui¢ao de

energia interfacial, conforme representado esquematicamente na Figura 3.

Figura 3. Representa¢do da mudanca interfacial causada pela adicdo de uma fase sélida ao sistema.
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Fonte: Autoria Prdpria.

Inicialmente, as emulsdes eram estabilizadas com particulas perfeitamente esféricas
devido a sua regularidade e homogeneidade, e com base nessas particulas, as teorias de
energia de adsor¢do foram formuladas (Binks e Lumsdon, 2000, 2001; Tambe e Sharma,
1993). Nesse tipo de emulsdo, considera-se que essa adsor¢do ocorre por meio de uma
ancoragem irreversivel das particulas na interface e pela formagdo de uma rede 3-D como
resultado de interagdes interparticular especificas. Essa interface impede a coalescéncia de
duas gotas apos a colisdo durante o processamento e armazenamento (Mwangi et al., 2020).

Um dos fendmenos importantes para que o desenvolvimento de emulsdes Pickering
sejam bem-sucedidas envolve as caracteristicas de molhabilidade do sistema. Uma
superficie muito hidrofilica das particulas sélidas seria totalmente molhada pela agua, de
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modo que as particulas solidas ndo adsorveriam porque permaneceriam dispersas na fase
aquosa da emulsdo. Na mesma base, particulas também hidrofobicas sdo totalmente
molhadas pelo 6leo. Sob condi¢Ges de molhamento parcial, os angulos de contato na agua,
Ba, € No dleo, Oo, sao dados pela lei de Young (6o = n—04) (Equacao 25).

COS(HA) — (YS—:_YS—A) COS(HO) — (Ys—a—Vs-0) (25)

A-0 Ya-o

Assim, a energia necessaria para que uma particula sélida seja adsorvida e dessorvida
das interfaces (energia de desprendimento, AE) pode ser expressa pela Equacao 26, em que
Yoa € a tensdo interfacial entre o 6leo e a dgua, Restera € 0 raio de uma particula esférica
qualquer, e 6 é o angulo de contato entre as fases. O angulo de contato é a regido de

intersecdo entre a fase dispersa, a fase continua e as particulas sélidas.
AE =ypu 1" Rgsfera “(1- |C0$9|)2 (26)

A morfologia esférica foi a primeira adotada para a estabilizacdo de emulsdes, sendo
que os materiais mais utilizados foram a silica, o didxido de titanio e poliestireno
(Nallamilli et al., 2015; Otero, Meeker e Clegg, 2018; Zhao et al., 2010). O interessante
das particulas utilizadas pelos autores citados é que, devido as suas matérias primas, foi
possivel obter esferas de tamanhos nanométricos com estabilidade de até 1,5 anos. Além
disso, verificou-se que particulas inorganicas podem formar pontes auto-montadas entre si,
gerando uma rede tridimensional altamente estavel (Gonzalez Ortiz et al., 2020).

Dentre as inumeras outras particulas inorganicas e esféricas utilizadas, destacam-se
nanoparticulas magnéticas, nanoargilas, carbonato de calcio, quantum dots, nanotubos de
carbono e oOxido de grafeno (Briggs et al., 2018, 2015; Komatsu et al., 2018; Zhai,
Xiangang et al., 2018). No entanto, devido aos avangos continuos nesse tipo de
estabilizacdo, outras teorias que levassem em consideracao particulas de outras formas e
anisotrépicas passaram a ser desenvolvidas. Vis e colaboradores descreveram que 0 Resfera
também pode ser o raio de uma particula “tipo disco”, pois estas possuem uma area
superficial adequada para a estabilidade de emulsdes (Vis et al., 2015). Posteriormente,
Peddireddy e colaboradores deduziram uma férmula para particulas com formato de haste
(rod-like particles), apresentada na Equagéo 27, em que | e g s&o o comprimento e a

espessura das particulas em forma de bastdo (Peddireddy et al., 2016).

AE =you-l-q-(1—|cost|) (27)
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Pela equacdo deduzida, os autores afirmam que € necessaria mais energia para
dessorver particulas do tipo haste ou disco do que esféricas, e consequentemente, particulas
ndo esféricas sdo potencialmente melhores estabilizadores do que as esféricas. Isso porque
essas particulas sdo capazes de formar redes de enchimento de volume em concentragdes
inferiores a particulas esféricas de volume hidrodindmico semelhante, criando uma
emulsdo mais estavel (Katepalli et al., 2017).

Para uma particula ser um bom estabilizante, também € necessario que a carga
superficial das particulas ndo seja muito alta para repelir uma a outra ao invés de adsorver
firmemente nas interfaces entre os dois liquidos imisciveis, e 0 tamanho das particulas deve
ser muito menor do que o tamanho das goticulas de emulséo desejado (Low et al., 2020).
Além disso, de acordo com Ortiz e colaboradores, o tipo e composi¢ao quimica da fase
solida irdo atuar diretamente na estabilidade (Gonzalez Ortiz et al., 2020). Outros fatores
gue atuam na estabilidade das emulsBes envolvem a estrutura quimica e a polaridade do
6leo, volume de 6leo utilizado, estrutura e densidade da interface.

Enquanto particulas inorganicas séo rigidas e dificeis de serem deformadas, particulas
poliméricas sdo macias e facilmente deformaveis, como o poliestireno e microgéis
coloidais (Jiang, Sheng e Ngai, 2020). Nos estudos iniciais, realizados em 2010-2012, a
literatura reporta principalmente o uso de esferas e microgéis esféricos como estabilizantes,
enquanto trabalhos publicados recentemente tém indicado uma tendéncia do uso de
particulas poliméricas e anisotrépicas advindas de materiais naturais, como celulose,
quitina e quitosana, que além de serem bons estabilizantes, também sdo sustentaveis,
biocompativeis e biodegradaveis (Calabrese et al., 2018; Han et al., 2020; Klemm et al.,
2011).

Dentre os biopolimeros citados, a celulose é o mais abundante, sendo que anualmente
sdo produzidos aproximadamente 1,5x10*? toneladas (Dai et al., 2020; Lei et al., 2018). A
celulose ¢ considerada uma macromolécula linear constituida de unidades de repeticao 3-
1,4-D-glucopiranose, agregadas por fortes ligacBes de hidrogénio, que resulta na formacéo
de microfibras, que na natureza, sdo encontradas recobertas por hemicelulose e lignina.
Ap0s tratamentos quimicos para a remocdo dos componentes nao celuldsicos, é possivel
obter microfibras celuldsicas que, ao tratadas por tratamentos mecanicos, quimicos ou
bioldgicos, sdo convertidas para a nanoescala (nanocelulose) (Ferreira et al., 2019; Jonoobi
et al., 2015; Kano, Souza e Rosa, 2019; Souza et al., 2019).

As nanoceluloses (NCs) podem ser obtidas a partir de diferentes matérias primas

(como madeira, algoddo, algas, animais marinhos e bactérias), possuir varios graus de
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agregacao, e inameras morfologias, como esférica, poligonal, cristais, fibras, bastées (rod-
like), entre outras. A fonte de celulose, 0 método de extracdo, a morfologia e o tamanho de
particula sdo fatores que podem modular as propriedades da nanocelulose obtida e
influenciar a orientacdo e empacotamento da interface entre 6leo e agua (Huang, S. et al.,
2020). As nanoceluloses, como particulas anisotropicas, tem como caracteristica, conforme
descrito anteriormente, uma relagéo entre a sua molhabilidade e a estabilidade da emulsao,
sendo esta propriedade avaliada pelo angulo de contato. Quando as particulas estdo
fortemente aderidas a interface, a alta energia de dessor¢do (AE) garante essa estabilidade,
sendo que, no caso das NCs, essa energia pode ser expressa pela Equacdo 28, com
0<6<90°, em que y,, € a tensdo interfacial, e a e b sdo dimensdes dos semieixos das

nanoparticulas.

4(%—1) (senf — BcosH)

1T (1—co0s6)?

AE =y, m-b?- (1 —|cosB|)? - [1+

(28)

Essa equacdo corrobora com o apresentado por diversos autores, que reportam que
para particulas maiores de 10 nm, € necessaria uma energia muito alta para dessorver a
nanocelulose da superficie dos 6leos, considerando, entdo, este fenbmeno como adsorc¢édo
irreversivel (Hu et al., 2015; Whitby e Wanless, 2016).

Além disso, essa equacdo € valida para a orientacdo planar, ou seja, paralela a interface
(formacdo de uma monocamada). Isso porque essa orientacdo € o estado mais
energeticamente favoravel para particulas anisotrdpicas, sendo que nessa direcdo ha uma
maior area superficial em contato com a interface (Botto et al., 2012). No trabalho realizado
por Cherhal e colaboradores, verificou-se que a nanocelulose normalmente encontra-se
paralelamente a superficie da gota, sendo que os grupos C-H da celulose interagiram com
cadeias do 6leo (Cherhal, Cousin e Capron, 2016). De acordo com Kalashnikova et al.
(2012), a face hidrofilica [(010)p/(110)a, (110)B/(100)a] e o plano de aresta hidrofdbico
[(200)B/(220)a] de faces cristalinas de celulose dotam suas nanoparticulas com um
caracteristica anfifilica, que é benéfica para estabilizar emulsdes (Kalashnikova et al.,
2012).

2.2.1 Nanocelulose como fase sélida

Uma vez que a morfologia (tamanho e forma) e carga superficial das particulas
dominam a estabilidade das emulsées Pickering, o formato da nanocelulose e suas cargas

possuem alta influéncia na formacdao da interface, uma vez que estas caracteristicas alteram
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a reologia da emulsdo, forcas capilares, razdo de aspecto e efeitos de ordenacdo das
particulas ao redor das gotas (configuracdo da interface) (Saffarionpour, 2020).

As nanoceluloses possuem duas principais formas quando preparadas por
metodologias top down (da macro para a nanoescala): nanocristais (CNC) e nanofibras
(CNF). Os CNCs sdo normalmente produzidos pela remocéo da regido amorfa por hidrélise
acida ou oxidacao e retendo a regido cristalina, possuindo morfologia semelhantes a hastes
ou cristais (Angkuratipakorn et al., 2017; Buffa et al., 2018; Mondal, 2017). Em geral, 0s
didmetros variam entre 10 e 100 nm, e comprimentos entre 50 e 300 nm. Ja as CNFs séo
normalmente preparadas por métodos mecanicos, como moagem, microfluidizacdo ou
homogeneizacdo, que resultam na desfibrilacdo ou desintegracdo de fibras em particulas
menores, com elevados comprimentos e pequenos didmetros, com menor densidade de
cargas e defeitos superficiais, porém com elevada flexibilidade (Carvalho et al., 2019;
Piras, Fernandez-Prieto e Borggraeve, 2019). A nanocelulose apresenta as vantagens de
baixa densidade, alta resisténcia mecanica, alta area de superficie especifica e boa
biocompatibilidade.

A Figura 4 ilustra resumidamente o processo de obtencao de nanocelulose a partir de
fontes vegetais, desde os tratamentos quimicos utilizados para a remoc¢éo dos componentes
ndo celulosicos, até as etapas de isolamento e as morfologias comumente encontradas, com
suas principais caracteristicas.

Apesar das diferencas de caracteristicas e propriedades intrinsecas, ambas as
morfologias possuem hidroxilas superficiais, sendo boas op¢des para estabilizar interfaces
entre liquidos, uma vez que possuem uma natureza anfifilica e sdo anisotropicas,
requerendo baixos teores de sélidos para percolacgdo, resultando em géis e estruturas auto-
montadas de alta viscosidade (Silva et al., 2020). Além da influéncia morfoldgica, Bertsch
e colaboradores reportaram que a estrutura quimica e polaridade do dleo essencial
influenciam na forma como as nanoparticulas serdo posicionadas ao redor das gotas e o
mecanismo de estabilidade que ird prevalecer (Bertsch e Fischer, 2020). No entanto,
poucos trabalhos fazem uma investigacdo aprofundada dessa abordagem em estudos de
adsorcéo e emulsificagéo.

Outro ponto de destaque é que a nanocelulose é capaz de se dispersar em alguns
solventes polares fortes (especialmente agua) devido a forte interacdo entre as hidroxilas
da superficie e as moléculas do solvente. No entanto, as ligac6es de hidrogénio entre as

NCs podem levar a agregacdo em nivel micro, o que tem resultado em trabalhos que
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investiguem uma modificacdo superficial adequada com base nas propriedades desejadas,

visando alterar a hidrofilicidade da superficie (Chu et al., 2020; Thomas et al., 2018).

Figura 4. Representacdo esquematica do processo de obtencéo de celulose a partir de fontes vegetais,
desde os tratamentos quimicos para remogao de componentes nao celuldsicos, até a morfologia final

(nanocristais ou nanofibras).

L Lignin
u Hemicellulose
i Cellulose fibers
Tratamentos quimicos para
remogdo de componentes
ndo celulésicos

Fibras de celulose com
hemicelulose e lignina
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Meétodos fisicos, quimicos ou
bioldgicos para a conversdo
das fibras em nanoparticulas

: hidrdlise
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* Alta
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* Baixa razdo
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?‘ * Baixa
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Fonte: Autoria Prdpria.
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2.2.2 Comportamento de nanocelulose em interfaces liquido-liquido

Os primeiros estudos sobre emulsificagdo com materiais celuldsicos envolveram
celulose microfribrilada (MFC). A hidrofilicidade de fibrilas de celulose, por exemplo, em
nanofibras de celulose com didmetro abaixo de 100 nm favorece a formacgdo de emulsdes
6leo-em-agua (O/W) sem a necessidade de uma reducéo significativa na tensao interfacial
(Oza e Frank, 1986). Nesse primeiro estudo, as emulsbes estabilizadas com NC foram
bastante insensiveis a mudancas na forca i6nica, pH e temperatura, ao contrario dos
emulsificantes convencionais. A molhabilidade parcial das NCs por fluidos é um fator
critico para a sua migracgdo, adsorcdo e estabilizacdo nas interfaces. Além disso, fatores
como morfologia, tensdo interfacial e forcas intermoleculares também sdo importantes para
determinar a capacidade das nanoceluloses de estabilizar as interfaces liquido-liquido.

As nanoceluloses, CNF ou CNC, contendo uma grande quantidade de grupos
hidroxila, sdo frequentemente consideradas como fibras hidrofilicas, sendo que os planos
cristalinos sdo conhecidos por serem mais hidrofobicos e menos propensos a fixagdo ou
modificacdo do que as outras superficies, em que podem ocorrer ligacdes de hidrogénio
(Mazeau, 2011). Isso estd de acordo com a hipdtese de Lindman segundo a qual a baixa
solubilidade da celulose em agua se deve as interacdes van der Waals entre as cadeias
celulésicas. De acordo com Capron et al. (2017), nanoceluloses podem ser adsorvidas em
interfaces Oleo/dgua enquanto induzem pequenas alteracdes na interface, ou seja, as
propriedades de molhabilidade tendem a deformar a NC para acomodar as nanoparticulas
a curvatura da gota (Capron, Rojas e Bordes, 2017). A adsorcao das NCs na superficie das
gotas e sua acomodacdo resultam em uma cobertura superficial das gotas por nanoceluloses
(Hua, Frechette e Bevan, 2018; Wang et al., 2007).

Bertsh e colaboradores (2018) investigaram a cinética de adsorcdo de NCs em uma
interface de fluido. Em seu estudo, foram tratadas isotermas de adsorcdo obtidas pela
pressdo de superficie em funcdo do tempo, variando-se a concentracdo de CNC, sendo que
os resultados indicaram uma cobertura de superficie crescente em funcéo da concentracao
em massa de CNC com uma saturagdo de monocamada a 0,5% em massa (Bertsch et al.,
2018). Para que as isotermas fossem obtidas, utilizou-se a abordagem proposta por Du e
colaboradores (2010), que relacionou a presséo de superficie (IT) medida com a energia de
uma particula adsorvida AE, fragdo de area de superficie coberta 1, e area coberta por uma
Unica particula (A), de acordo com a Equacao 29. Essa proposta negligencia a interacdo

entre as particulas (Du et al., 2010).
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Outros autores também investigaram o processo de adsorcdo utilizando medidas de
pressdo de superficie para analisar a influéncia da carga superficial das particulas na
estabilizacdo das emulsdes. Estudos indicam que a presenca de cargas pode induzir a
repulséo eletrostatica e impedir a adsorcao de particulas carregadas na interface (Leunissen
et al., 2007), sendo possivel inferir que NCs ndo conseguem estabilizar emulsdes além de
uma densidade de carga critica (Pandey et al., 2018). Ao contrério das cargas superficiais,
o tamanho das NCs nao demonstrou efeito significativo na pressdo de superficie (Botto et
al., 2012). Isso porque, uma vez que as particulas sao anisotropicas, estas se distorcem para
se adequar ao efeito de adsor¢éo (Jiang e Hsieh, 2015).

O acumulo de particulas na interface 6leo-4gua é um parametro chave para evitar a
coalescéncia das goticulas por volume de exclusdo e impedimento estérico. A rede de
particulas impede que as interfaces 6leo-agua entrem em contato, sendo que a cobertura
superficial pode ser calculada a partir do nimero de particulas na interface em comparagéo
com a area da superficie da gota. Uma vez que as particulas séo irreversivelmente
adsorvidas, o processo de coalescéncia ocorre enquanto a interface Oleo-4gua estiver
insuficientemente coberta (Arditty et al., 2004). As emulsdes estabilizadas por particulas
solidas exibem, entdo, um didmetro de gota que é controlado pela massa das particulas e
pelo seu empacotamento na interface. Em concentragdes mais altas em que ocorre excesso
de particulas, a proporcionalidade ndo se sustenta mais; o diametro da gota ndo diminui
mais com o0 aumento da concentracdo das NCs. Neste ponto, a introducao de mais particulas
na interface induz a densificacdo da camada sélida devido a orientacdo das NCs.

Muiltiplos fatores estdo envolvidos na estabilizacdo de Pickering da interface liquido-
liquido por nanoceluloses ndo modificadas. As propriedades reoldgicas interfaciais
aprimoradas caracterizam melhoria nas propriedades viscoelasticas da interface. No
entanto, a adsorcdo e a molhabilidade, governadas pelas interacdes interfaciais e
intermoleculares entre as nanoceluloses e a interface, sdo criticas para determinar se uma
interface liquido-liquido pode ser estabilizada por nanoceluloses ndo modificadas ou néo.
Além disso, a concentracdo de NCs também afeta sua capacidade de estabilizar a interface
junto com a carga superficial das particulas. As forcas intermoleculares e interacGes de
superficie que regem a estabilizacdo da interface liquido-liquido variam com os
componentes e condi¢Ges do sistema, no entanto, pode-se concluir que a repulséo

eletrostatica de dupla camada entre particulas carregadas, ligacdo H entre nanoceluloses,
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forca de van der Waals e forcas de atragdo sdo os principais aspectos que devem ser
considerados (Parajuli et al., 2019).

Nos ultimos anos, a literatura tem focado na investigacdo de nanoceluloses
modificadas para garantir uma boa emulsificacdo das emulsdes. No entanto, ainda existem
questdes acerca do uso de NCs ndo modificadas, como mudancas na tenséo interfacial,
como as NCs se comportam em interfaces fluidas devido aos seus planos hidrofilicos e
hidrofdébicos, a dependéncia da polaridade do 6leo e o efeito da quimica de superficie no
comportamento de adsorcdo (Bertsch e Fischer, 2020).

Sabendo-se que as caracteristicas de particulas como tamanho, forma, natureza da
superficie e interacBes entre particulas, além de informacGes sobre a interface e
molhabilidade, podem afetar as propriedades das emulsGes de Pickering, verifica-se
diferentes frentes de pesquisa abordadas, desde a extracdo da nanocelulose, sua
modificacdo, propriedades e aplicacdes, até o estudo das emulsdes e seus diferentes usos
(Abdul Khalil et al., 2014; Dai et al., 2020; Gestranius et al., 2017; Li e Chen, 2020;
Prathapan et al., 2016). Devido a ampla gama de informacfes divergentes que sdo
apresentadas na literatura, o uso de nanocelulose como estabilizante de Pickering
emulsions tem se mostrado uma area com bastante gap de informacdes, desde 0s
mecanismos de estabilizacdo até a interface gerada. O que se sabe, até 0 momento, é que
camadas de nanocelulose adsorvidas podem estabilizar interfaces fluidas por uma
diminuicdo na tensdo interfacial, repulsdo eletrostatica e/ou estérica, e formacdo de

camadas interfaciais viscoelasticas (Bergfreund et al., 2019; Bertsch et al., 2019).

2.2.3 Nanocristais de celulose em Pickering emulsions

Conforme descrito anteriormente, os CNCs possuem elevada cristalinidade e
didmetros e comprimentos de poucos nandémetros. Além de seus beneficios associados a
tamanhos e anisotropia, CNCs possuem regides funcionais abundantes como resultado das
unidades de glicose anidra, sendo considerados como nanocristais de celulose funcionais
com caracteristicas especiais para diversas aplicacbes (Eichhorn, 2011). Devido a sua
morfologia similar a uma haste, CNCs podem resultar na formagéo de uma monocamada,
gerando maior estabilidade e aplicacdo em emulsdes. De acordo com Sarkar e
colaboradores, 0 uso de CNCs em emuls@es Pickering é favoravel devido a sua tendéncia
de ordenacdo heterogénea, que forma uma barreira estérica melhorada e resisténcia
mecénica com cargas de particulas mais baixas em comparacdo com particulas esféricas

(Sarkar et al., 2019). Kalashnikova et al. (2013), em seu trabalho, verificaram que a razéo
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de aspecto do CNC pode influenciar a cobertura superficial das gotas de emulséo,
mostrando uma organizagdo densa com alta cobertura superficial (84%) para CNC de baixa
proporcdo (L/D=13) enquanto uma rede de goticulas interconectadas com baixa cobertura
superficial (44%) para CNC de alta proporcao (L/D=160), mas levando a uma estabilidade
semelhante das emulsbes (Kalashnikova et al., 2013). Isso porque, enquanto menores
comprimentos estabilizam por cargas eletroestaticas (hidroxilas), maiores comprimentos
resultam em impedimento estérico na regido adjacente as goticulas adsorvidas, resultando
em uma estrutura de rede estavel.

De acordo com Capron et al. (2017), em emulsdes estabilizadas com CNCs, verifica-
se que as nanoparticulas se organizam nas interfaces e sdo confinados em uma camada.
Quando a repulsdo efetiva entre CNC-CNC ¢ atenuada pela presenca de um sal ou pela
auséncia de éteres de sulfato (pode ocorrer devido a hidrélise acida), os CNCs tendem a se
organizar primeiro em uma configuracdo 2D, como consequéncia do confinamento
interfacial e entéo se reorganizam de maneira diferente das associac¢fes originais em massa.
No entanto, apesar de um encurtamento do alcance das interagfes repulsivas, os CNCs
permanecem no plano interfacial (Capron, Rojas e Bordes, 2017). A Figura 5 apresenta

uma representacdo esquematica da estabilizacdo de emulsdes com nanocristais de celulose.

Figura 5. EmulsGes do tipo Pickering estabilizadas com nanocristais de celulose.

Emulsao Pickering estabilizada com CNC

Parémetros chave:

Espessura;

Comprimento;

] Cargas;

Agua oleo o MolhabllldadE;
* Concentragdo;
* Adsorgao;

* Boa cobertura superficial das gotas de dleo; * Interacdo quimica;

* Predominiode cargas negativas na emulsdo * Tipo de dleo.

(hidroxilas livres das CNC);
* Estabilizagdo predominantemente eletrostatica.

Fonte: Autoria Prdpria.

A literatura reporta amplamente o estudo de CNC como estabilizante, por considerar
que nanocristais possuem morfologia, dimensGes e propriedades de superficie bem
estabelecidas e controladas, o que reflete um amplo numero de publicagdes
(Angkuratipakorn et al., 2017; Kasiri e Fathi, 2018; Pandey et al., 2018; Saidane et al.,
2016; Shin et al., 2019; Varanasi et al., 2018). Em uma busca realizada na base de dados
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Web of Science, em 09/02/2022, foram associadas as palavras-chave “Pickering emulsion”
e “cellulose nanocrystals ”, resultando em 394 publicagdes, com tendéncia de aumento de
nos ultimos 5 anos, sendo, do total, 64 em 2018, 80 em 2020 e 87 em 2021. Ao combinar
os termos “emulsion” ¢ “cellulose nanocrystals”’, foram obtidos 559 resultados, sendo, do
total, 88 em 2018, 102 em 2020 e 121 em 2021.

Qi e colaboradores (2021) prepararam emulsdes oleogel/agua estabilizadas por CNCs,
sendo a fase oleosa constituida de dleo de soja e cera de abelha. Os autores reportaram que
aumentar a concentracao de cera de abelha de 2 para 15% m/v, e a fracdo oleosa de 0,1 a
0,4 resultou em um aumento no tamanho de gota, viscosidade e resisténcia do gel. Além
disso, aumentar a concentracdo de CNCs resultou em uma diminui¢do do tamanho das
gotas e aumento de viscosidade, indicando que as emulsdes desenvolvidas podem ser
empregadas em aplicacdes alimenticias (Qi, W. et al., 2021). Bai e colaboradores (2019)
prepararam emulsdes Pickering estabilizadas com CNC, utilizando metodologia de
fluidizacdo, visando obter uma emulsdo de baixa viscosidade (Bai et al., 2019). Os autores
apresentam como inovacdo do trabalho a metodologia de processo com base em diferentes
6leos (milho, peixe, girassol e laranja). Verificou-se que a estabilidade variou diretamente
com a concentracdo de CNC e 0 aumento na viscosidade. Apesar da grande variacdo de
6leos, os autores ndo correlacionaram os 6leos com sua influéncia no processo de
preparacdo e mecanismos de estabilidade.

Wen e colaboradores (2014) prepararam emulsfes de 6leo essencial D-limoneno
estabilizadas com CNC (Wen et al., 2014). As nanocelulose foram obtidas via hidrélise
com persulfato de aménio, e ndo foram modificadas apds a obtencdo. Os autores
reportaram que elevada poténcia de sonicacéo e tempos contendo 0,2% em massa de CNC
resultou em estabilidade satisfatoria. Apesar da investigacdo sobre o efeito de diversos
parametros que alteram o equilibrio da emulsdo, ndo houve uma investigacéo aprofundada
sobre o mecanismo de estabilizacdo. Shin e colaboradores (2019) prepararam emulsdes de
6leo essencial de timol estabilizadas com CNC, e observaram que a concentracdo de CNC
afeta a distribuicdo de tamanho das gotas emulsionadas (Shin et al., 2019). Além disso, as
emulsbes demonstraram excelente propriedades antimicrobianas contra Escherichia coli e
Staphylococcus aureus, bem como efeito larvicida.

Meirelles et al. (2020) prepararam nanocristais de celulose a partir de celulose
microcristalina e as empregaram em emulsdes O/A (6leo de linhaga) com aspecto opaco,
sendo estas homogéneas e cineticamente estiveis durante poucos dias. Os autores

verificaram que pequenas goticulas geradas durante o processo poderiam ser cobertas por
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nanoparticulas de celulose que atuaram como uma barreira mecanica efetiva contra a
coalescéncia de goticulas em um mecanismo de Pickering. Ao comparar as concentragoes
de 0,5 e 1% em massa de CNCs, a menor concentracdo apresentou melhor estabilidade
cinética (Meirelles, Costa e Cunha, 2020). Ma e colaboradores (2022) prepararam
emulsdes com alto teor de 6leo (acima de 74%) estabilizadas com CNCs. Foi reportado
que utilizando 80% de 6leo, a concentragdo de 0,5% em massa de nanocristais (em relagao
ao 0leo) resultou em emulsdes estaveis ao longo de 22 dias, comportamento pseudoplastico
e alta viscosidade. Os autores avaliaram as emulsdes desenvolvidas para impressdao 3D,
resultando em formas 3D de alta resolucéo e fidelidade de forma, possiveis de aplicacédo
em fabricacdo de alimentos, sistemas de entrega de nutricdo e engenharia de tecidos
biomédicos (Ma et al., 2022).

Autores também reportam a influéncia da modificacdo superficial da nanocelulose
para a estabilizacdo das emuls@es, utilizando abordagens como acetilacdo, adi¢do de grupos
carboxilas, além de surfactantes e inimeros outros reagentes quimicos com grupos
reativos. Tang e colaboradores prepararam emulsdes Pickering com CNC anfifilicos, em
emulsdes de tolueno e hexadecano, sendo que o isolamento dos nanocristais foi via
hidrolise acida, seguido por uma modificacdo pela introducdo de cadeias hidrofébicas
(poliestireno) (Tang et al.,, 2018). Os autores investigaram propriedades como
concentracdo de particulas, eletrolitos e polaridade do solvente, e observaram que 0s
sistemas alcancaram boa estabilidade, além de serem ambientalmente atrativos como uma
ampla variedade de aplicacGes. Costa et al. (2022) prepararam emulsdes O/A estabilizadas
por CNCs e proteinas de girassol e verificaram que a mistura destes resultou em emulsdes
estaveis e sem a formacdo de creme devido a inicial adsorcéo e ancoragem das proteinas,
seguida pela adsorcdo dos CNCs nos espacos livres da interface, e finalmente pela interacao
das CNCs néo adsorvidas no processo com as adsorvidas, resultando em um aumento de
viscosidade do sistema (Costa et al., 2022).

No entanto, apesar de haver uma grande variedade de trabalhos publicados, verifica-
se que os mecanismos de estabilizacdo e a investigacdo da influéncia das substancias
quimicas ndo sdo estudadas no fundo, resultando em uma lacuna de informag6es que séo

essenciais na preparacao de Pickering emulsions estabilizadas com CNC.

2.2.4 Nanofibras de celulose em Pickering emulsions

As nanofibras de celulose, conforme citado anteriormente, apresentam similaridade

quimica com as CNC devido a sua estrutura quimica celul6sica. No entanto, estes materiais
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possuem elevados comprimentos, na ordem micrométrica, e diametros de até 100 nm, alta
razdo de aspecto, boa flexibilidade e alta viscosidade quando dispersas em solugéo. Em
emulsdes Pickering, CNFs com alto L/D podem induzir uma rede emaranhada na fase
aquosa que fornece uma barreira e uma camada de protecédo ao redor das goticulas de 6leo,
inibindo assim a coalescéncia das goticulas (Li et al., 2021). Isso porque as fibras flexiveis
sdo capazes de adsorver em goticulas vizinhas simultaneamente se forem longas o
suficiente e também podem fornecer emulsdes estabilizadoras de impedimento estérico
mais fortes (Lu et al., 2019). CNFs ndo modificados demonstraram capacidade de
estabilizar fracGes de volume de emulsdo mais altas do que CNCs, devido a formacdo de
uma rede de goticulas interconectada. Este comportamento diverge dos CNCs, que
produzem gotas bem individualizadas (Xhanari et al., 2011). A Figura 6 apresenta uma

representacdo esquematica da estabilizacdo de emulsdes com nanofibras de celulose.

Figura 6. Emulsdes do tipo Pickering estabilizadas com nanofibras de celulose.

Emuls3o Pickering estabilizada com CNF

Pardametros chave:
* Espessura;
*  Comprimento;
Cargas;
* Rugosidadeda
superficie;
Molhabilidade;
Concentragao;

* Boa cobertura superficial das gotas de éleo;
* Formagdo de uma rede tridimensional estével Adsorc3o;

que impede a aproximagao das gotas; Formacao de uma
* Estabilizagdo predominantemente estérica. rede tridimensional;

* Polaridade.

Fonte: Autoria Prdpria.

Verificou-se que o uso de CNFs como estabilizantes em emulsdes possui menor
numero de trabalhos publicados, havendo pouca informagdo disponivel quando
comparadas a emulsdes contendo CNCs. Em uma busca realizada na base de dados Web of
Science, em 09/02/2022, foram associadas as palavras-chave “Pickering emulsion” e
“cellulose nanofibrils ”, resultando em 102 publicages, sendo, do total, 8 em 2018, 28 em
2020 e 34 em 2021. Ao combinar os termos “emulsion” e “cellulose nanofibrils”, foram
obtidos 159 resultados, sendo, do total, 14 em 2018, 35 em 2020 e 44 em 2021. No caso de

o termo “cellulose nanofibrils” ser substituido por “cellulose nanofibers”, 0s resultados
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foram 78 e 182 publicacbes para as associagdes com os termos “Pickering emulsion” €
“emulsion”, respectivamente.

Enquanto os CNC atuam na estabilizagdo de emulsbes por meio de estabilizacéo
eletrostatica, Andresen e Stenius propuseram que CNF formam uma forte rede ao redor das
gotas de 6leo, prevenindo a coalescéncia e garantindo a estabilidade da emulsdo (Andresen
e Stenius, 2007; Xhanari et al., 2011). De acordo com Saelices e Capron (2018), a
estabilizacdo de emulsdes utilizando CNFs resulta em grandes goticulas que séo levemente
cobertas, mas conectadas por uma forte rede interconectada. Essa rede é altamente
resistente a deformacdo, porém acima de uma deformacdo critica (geralmente
cisalhamento), estas podem ndo retornar ao seu equilibrio inicial. Nesse caso, € possivel
que as CNFs sejam rompidas por forcas de tracdo entre gotas ou, como as gotas estéo
girando, elas podem escorregar na superficie e dessorver parcialmente de uma interface
para envolver outra e individualiza-la (Jiménez Saelices e Capron, 2018).

Outra influéncia importante de nanofibras de celulose é que estas formam camadas
interfaciais viscoelasticas, com contribuicGes eléasticas dominantes, o que é oposto do
observado para nanocristais de celulose, que formam camadas interfaciais viscosas, em que
a elasticidade é dependente da blindagem por cargas eletroestaticas. Considerando-se as
CNF, as camadas viscoelasticas estdo associadas com os elevados comprimentos das
fibrilas, que geram dobras e emaranhados que facilitam a formagdo de uma rede
tridimensional, o que resulta em um comportamento ndo linear a elevadas deformacdes, e
essa rede caracteriza o mecanismo de estabilizacdo estérico (Gestranius et al., 2017,
Kalashnikova et al., 2013). Este mecanismo de estabilizacdo depende de serem uma
concentracgdo suficientemente alta de particulas ndo adsorvidas na fase continua, bem como
de uma forca de atracdo apropriadamente atuando entre elas (Jiménez Saelices e Capron,
2018). No caso das CNFs, pode ocorrer a formagdo de emulsdo-gel, o que é conhecida pela
estabilidade a longo prazo (Yan et al., 2020).

Huan et al. (2021) preparou emulsdes Pickering contendo CNFs e nanoquitina como
estabilizantes, com o objetivo de explorar a complexacéo de dois nanopolissacarideos de
cargas opostas e sua influéncia na estabilidade do sistema. Verificou-se que as
nanoparticulas foram adsorvidas na superficie das goticulas, resultando em uma
estabilidade a longo prazo com tolerancia a mudancas no pH (por exemplo, 3-11) e forga
ibnica (por exemplo, 100-500 mM) (Huan et al., 2021). Martins, Santos e Spinace
prepararam nanofibras de celulose a partir de eucalipto e as empregaram em emulsdes

6leo/agua, variando as concentragdes de CNF de 0,25 a 1% em massa. As emulsGes
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apresentaram potencial zeta entre -40 e -70 mV, caracteristico de uma barreira elétrica que
evitou a coalescéncia das gotas. Além disso, as concentra¢cBes méximas foram entre 0,5 e
0,75% (m/m) de particulas, e acima desse valor, havia separacao de fases.

A concentracao de particulas, no caso de emulsdes estabilizadas com CNF, é um fator
essencial pois, se for muito alto, o sistema pode se tornar muito viscoso e dificil de
homogeneizar, no caso das CNFs. Ja para as CNCs, as interacdes entre particulas exercem
um papel importante, sendo que se as forgas de atragdo forem fortes, as amostras tendem a
agregar, sendo incapazes de formar uma emuls&o.

De acordo com Lu e colaboradores, o processo de emulsificacdo e estabilizacdo ocorre

em trés etapas, conforme Figura 7.

Figura 7. Esquema representativo dos trés possiveis estados durante a formagao de emulsdes do tipo

Pickering.

Estado ii Estado iii
~ Pontes interf; C|als,,\’

o Floculacdo de CNE \&
Goticulas localmente Aumento da cobertura e estrutura percolada
coalescidas ou parcialmente diminui¢do do tamanho de gota; (network) ou ponte
floculadas aumento na viscosidade interfacial

Fonte: Autoria Propria.

As etapas sdo descritas a seguir: i) com a adicdo de CNF e energia cinética, ocorre a
emulsificagdo e a formacdo de interfaces, promovendo a migracdo das CNFs para a
interfaces da emulsdo (Lu et al., 2018, 2019) ii) a cobertura da superficie das goticulas
cresce gradualmente, acompanhada por uma reducao nos didmetros medios, até um estado
de saturacéo interfacial. Este estado (ii) acontece de acordo com o volume de 6leo utilizado
e de CNF, e hd um aumento na viscoelasticidade do sistema; iii) ap0s a saturacdo
interfacial, as nanoparticulas ndo migram mais para a interface, localizando-se apenas na
fase continua, formando uma estrutura percolada (network), por meio da floculacéo
particula-particula, ou por uma ponte interfacial (Wu et al., 2011).

Li e colaboradores (2019) prepararam CNF a partir de Miscanthus floridulus straw,
utilizando diferentes tempos de preparo e nanofibras como emulsificantes de emulsdes
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O/A. Para avaliar a eficiéncia das CNFs nas emulsdes, os autores investigaram o tamanho
de gota por meio de histogramas de distribuicdo de tamanhos, e a partir dos tamanhos
médios obtidos, a &rea total superficial da gota foi calculada (Sq4), de acordo com a Equacéo
30, em que Voieo € 0 Volume de 6leo utilizado, e R é o raio da gota (Li, Xie, et al., 2019).

3V, 3V
Sd:4T[R2Xﬂ:ﬂ (30)
4TR3 R

Além disso, é possivel calcular a superficie maxima tedrica (Sp), de acordo com a
Equacdo 31, em que Np é a quantidade de CNF, L e | representam o comprimento e a
largura das nanoparticulas, My € a massa das nanoparticulas adicionadas na emulséo (g), h
é a espessura, p ¢ a nanocelulose (1,6 g.cm™).

Mp

Sp = NpLl =2

(31)

Assim, é possivel calcular a relacdo de cobertura superficial (C), de acordo com a
Equacdo 32 (Li, Wang, et al., 2019). Os autores reportaram uma cobertura tedrica de 128%,
sendo que esse valor representa grandes quantidades de CNFs livres dispersas na fase

aquosa, o que pode induzir a coalescéncia e maiores tamanhos de gotas.

C(%) =2 =28« 100% (32)

Sd 3hpVoieo

Em seu trabalho, além dos valores teéricos de C(%), os autores avaliaram o indice de
cremeacdo (IC), visando avaliar a estabilidade da emulsdo, de acordo com a Equacéo 33,

em que H;s é a altura da camada aquosa e H; é a altura total da emuls&o.

CI(%) = ”—t 100% (33)

H,

Feng e colaboradores (2020) descreveram, em seu trabalho, a preparacdo e
caracterizacdo de emulsdes Pickering estabilizadas com gelatina alimenticia na forma de
nanoparticulas, com posterior caracterizacdo quanto a tamanho de gota, medicoes
reoldgicas, resisténcia a centrifugacéo, tenséo interfacial dindmica e medidas de pressao de
superficie (Feng et al., 2020). De acordo com o0s autores, 0s didmetros mais comuns
utilizados em emulsdes do tipo Pickering sdo D3 (Sauter Mean Diameter) e D43 (De
Brouckere Mean Diameter). O pardmetro D32 € associado ao didmetro médio superficial
(Equacédo 34), e 0 D43 (Equacdo 35) ao diametro médio volumétrico, em que n; é o0 nUmero

de particulas com diametro di.
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_ Z'nid?

D32 = s (34)
Py idzl'
D4,3 = #id? (35)

De acordo com Bai e colaboradores (2019), o uso do D32 € comum para emulsdes pois
se refere a area de superficie especifica das gotas de 6leo, que determina a quantidade de
CNC necessaria para cobrir as superficies das gotas (Bai et al., 2019). Isso porque, a partir
desses valores, € possivel adequar a Equacdo 32 e obter o valor “real” de porcentagem de

superficie coberta, de acordo com a Equagéo 36.

C(%) = 2222 X 100% (36)

hpVoieo

Em seu trabalho, Kalashnikova e colaboradores descrevem que, a partir da morfologia,
além da variagdo na estabilizacdo, também se verificam mudancas na flexibilidade do
sistema multifasico, sendo que esta pode ser avaliada utilizando um parametro de rigidez
eficaz (S°™), proposto por Switzer e Klingenberg, conforme apresentado na Equacdo 37
(Kalashnikova et al., 2013; Switzer e Klingenberg, 2003).

Em

seff =
640 A%

37)

em que E e Ar sdo os mddulo e razdo de aspecto das particulas anisotropicas, e o € a tensao
de cisalhamento determinada pela viscosidade da matriz (nm) e taxa de cisalhamento (y).
Da equacgio, tem-se que o S* é inversamente proporcional a razdo de aspecto da
nanocelulose, sendo que CNF podem se comportar como fios flexiveis em emulsdes (Lu
etal., 2019).

Embora a formacéo e caracterizacdo de emulsdes estabilizadas por nanoceluloses
estejam bem estabelecidas, os aspectos fundamentais da adsorcéo e estrutura de NC em
interfaces fluidas ainda apresentam aspectos que necessitam que abordagens mais
profundas. Os novos insights sobre a adsor¢do de NC em interfaces de fluidos j& ajudaram
a responder algumas questdes fundamentais no campo, sendo a tenséo superficial um
aspecto de grande interesse cientifico (Bertsch e Fischer, 2020). Outro aspecto que tem
chamado atencgéo de pesquisadores € que a estrutura quimica do 6leo utilizado nas emulsdes
altera o comportamento de adsor¢cdo de NCs, bem como o tamanho das gotas e a
estabilidade do sistema. A aplicacdo de emulsdes estabilizadas com nanocelulose cobre
inlmeras areas, como a preparacdo de nanocompositos poliméricos, a fabricacdo de
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materiais estruturados ou hidrogéis utilizando emulsées como template, encapsulamento
de compostos bioativos, desenvolvimento de desinfetantes, medicamentos antivirais para
a pele, uso em novos compostos visando aumentar o tempo de vida de alimentos , entre
outros (Lu etal., 2021). Kumar e colaboradores prepararam Pickering emulsions utilizando
6leo mineral, carboximetil celulose e nanoparticulas de silica para aplicacdes em
recuperacdo de petréleo (Kumar, Gaur e Mandal, 2017). Ye e colaboradores prepararam
emulsbes de padrdo alimenticio a partir de triglicerideos de cadeia média utilizando
nanoparticulas de fitoglicogénio octenil succinato como estabilizante, obtendo uma fase do
tipo gel com potencial para aplicacdo em alimentos (Ye et al., 2018).

Dentre as potenciais aplicacdes e seus 0Oleos especificos, os Oleos essenciais tém
recebido elevada atencdo devido as suas caracteristicas fisico-quimicas e propriedades
antibacterianas e antioxidante, que permitem sua aplicacdo em inimeros produtos de grau
alimenticio, limpeza e produtos biomédicos. Isso porque, ao se utilizar nanoceluloses em
6leos com atividades antimicrobianas, é possivel que as emulsfes auxiliem na aderéncia
das gotas a membrana bacteriana devido a alteracbes morfoldgicas causadas pelo tipo de
nanocelulose. De acordo com Yu e colaboradores (2021), uma superficie rugosa ao redor
das gotas pode facilitar o ancoramento das gotas ao redor da bactéria e, consequentemente,
seu efeito biocida (Yu et al., 2021). Leclercq et al. (2021) prepararam emuls6es
antimicrobianas de base bioldgica visando a erradicacao de E. coli e S. aureus. Os autores
se basearam na automontagem de f3-ciclodextrina e 6leos fitoantimicrobianos (terpinen-4-
ol ou carvacrol), e utilizaram acido undecilénico (AU), derivado do 6leo de mamona, como
farmaco de base bioldgica para tratar infeccdes fungicas. Os autores reportaram que a
emulsédo de carvacrol carregada com AU é +390% e +165% mais potente contra S. aureus
resistente a meticilina (MRSA), em comparacdo com formulagcdes comerciais a base de
AU e azolicos. Além disso, houve a erradicagédo de biofilmes de E. coli e MRSA (Leclercq
et al., 2021). J& Wang e colaboradores (2021) desenvolveram emuls@es ativas contendo
borneol e citral (BC-Cap) estabilizados com particulas de silica funcionalizadas. A
emulsdo apresentou estabilidade durante o armazenamento a 40 °C por 365 dias, e o efeito
antibacteriano do BC-Cap aumentou de duas a quatro vezes em comparagdo com o citral
ou o borneol sozinhos. Em termos de aplicagOes, as emulsfes desenvolvidas foram
classificadas como potenciais agentes bacteriostaticos em materiais de embalagem e

desinfetante geral de superficies.
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2.3 Oleos essenciais

Os 6leos essenciais (OE) sdo uma classe popular e amplamente utilizada de substancias
antimicrobianas, antifingicas e antioxidantes amplamente utilizados em diversas
aplicagdes. Os OEs possuem um histérico de uso que data nos primérdios da humanidade,
possuindo papel relevante na medicina popular, além de usos higiénicos e terapéuticos. De
acordo com a ISO DIS9235.2 (Organizacao Internacional de Padronizagédo), um OE é "um
produto preparado por destilacdo com &gua ou vapor ou por processamento mecanico de
cascas de citros ou por destilagdo a seco de materiais naturais™ (Becerril, Nerin e Silva,
2020).

Estes compostos naturais podem ser encontrados em uma ampla variedade de plantas
e microrganismos, com monoterpenos (limoneno, sabineno, P-cimeno), monoterpendides
(timol, carvacrol, citronela e borneol) e fenilpropandides (cinamaldeido, vanilina, eugenol
e safrol) (Bahrami et al., 2020). A proporcdo de componentes varia de acordo com o
material de origem e suas caracteristicas, como origem geografica, estagio de
desenvolvimento, estacdo do ano, idade da planta, entre outros. Essa classe de materiais é
considerada segura para a salde humana, de acordo com o FDA dos EUA (Ashokkumar,
Murugan, Dhanya, M. K., et al., 2020; Krepker et al., 2017; Rudra e Gundewadi, 2020). A
maioria dos OEs possui atividade bactericida, fungicida, virucida, anticancerigena,
antiparasitéria, sedativa, anti-inflamatoria e analgésica (Kumar, Singh e Gupta, 2020;
Ribeiro-Santos, Andrade, Melo, et al., 2017).

Atualmente, devido as preocupac6es associadas a doencas que se manifestam pela falta
de higiene em ambientes contaminados com microrganismos, uma série de novas medidas
tem sido adotadas para prevenir a disseminagdo dessas doencas. Essas preocupacdes se
agravaram com o surgimento do coronavirus SARS-CoV-2 no final de 2019, declarado
como pandemia em 11 de margo de 2020 e que perdura até 0 momento atual. Devido a essa
situacdo, houve o desencadeamento de pratica de a¢Oes preventivas que incluem o uso de
varios desinfetantes para higienizar o ambiente e reduzir a propagacdo de infeccdes. Os
desinfetantes sdo moléculas pequenas e moderadamente lipofilicas (peso molecular <500
Dae log P ~1 a 4), que podem penetrar na pele para induzir uma reagdo cutanea direta. As
reacbes da pele a varios desinfetantes podem ser amplas, variando de inflamacéo,
descoloragéo e até necrose. Os desinfetantes sdo germicidas por defini¢cdo e podem reagir
com filamentos de queratina e lipidios epidérmicos, semelhantes as reacdes criadas por

muitos antimicrobianos na membrana lipidica e na estrutura proteica dos microrganismos.
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Essas acOes podem facilitar a penetracdo de produtos quimicos na pele nas camadas mais
profundas da pele para agravar quaisquer reagdes adversas (Goh, Ming e Wong, 2021).

A maioria dos desinfetantes podem ser considerados como potenciais irritantes e/ou
sensibilizadores da pele (alérgenos), incluindo aqueles indicados para a higiene humana,
como alcoois e compostos de peroxigénio (Lachapelle, 2014). Os pesticidas
antimicrobianos comprovadamente eficazes na inativagdo do SARS-CoV-2 estdo
resumidos na Lista N da Agéncia de Protecdo Ambiental dos EUA: Desinfetantes para
Coronavirus. Os ingredientes ativos mais amplamente utilizados entre os produtos
desinfetantes incluidos na Lista N podem ser classificados como (1) sais de amonio
quaternario, por exemplo, cloretos de benzalconio; (2) oxidantes, por exemplo, hipoclorito
de sddio e perdxido de hidrogénio; e (3) alcoois, por exemplo, etanol e alcool isopropilico
(Fiorillo et al., 2020; Magurano et al., 2021; Zhou et al., 2020). Nesse contexto, hd uma
busca por novos desinfetantes ambientalmente amigaveis como alternativas naturais aos
tradicionais (Jiang et al., 2021). Uma vez que os 6leos essenciais de plantas tém amplas
atividades bioldgicas contra patdgenos, incluindo atividades antibacterianas, antifingicas
e antivirais, estes possuem potencial aplicacdo como desinfetantes naturais.

Os beneficios do uso de 6leos essenciais como desinfetantes alternativos incluem seu
potencial de aplicacdo em superficies porosas que podem ndo ser efetivamente alcancadas
por desinfetantes quimicos tradicionais, bem como a capacidade de combinar éleos
essenciais em misturas que afetam microbios em diferentes estagios do ciclo de vida
(Bailey et al., 2021). Atualmente, muitos 6leos essenciais (OEs) sdo investigados in vitro
e in vivo devido as suas propriedades antivirais. A maioria deles foi testada contra virus de
RNA e DNA envelopados, como: virus herpes simplex tipo 1 e tipo 2 (virus de DNA),
virus influenza A subtipo HIN1 (virus de RNA), SARS-CoV-1 e SARS-CoV-2 associados
coronavirus (virus de RNA, respectivamente) (Yan, Chang e Wang, 2020).

Kulkarni e colaboradores (2020) descobriram que, in vitro, alguns monoterpenos,
terpenoides fendlicos e fenilpropanodides como cinamaldeido, carvacrol, geraniol, acetato
de cinamil e timol isolados de 6leos essenciais sdo antivirais e tém potencial para inibir a
proteina spike viral (Kulkarni et al., 2020). J4 no caso do mecanismo antimicrobiano,
espera-se que as bactérias sejam inibidas devido & particdo na camada lipidica das
membranas celulares, aumentando sua permeabilidade, levando ao vazamento de ions e

moléculas pequenas e a morte celular, conforme ilustrado na Figura 8.
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Figura 8. llustragdo do mecanismo de acdo antimicrobiana de 6leos essenciais.
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Fonte: Autoria Prdpria.

Dentre os componentes com atividade comprovada, tem-se terpineol, eugenol,

tumerol, linalol e limoneno, entre outros inimeros que estdo em processo de investigagao.

2.3.1 Composto ativo: linalol

O linalol (C10H180) € um dos compostos ativos principais de 6leos essenciais, sendo
um alcool terciario monoterpeno aciclico (monoterpenol) com atividades antimicrobianas,
antifungicas, anti-inflamatdrias e antioxidantes (Herman, Tambor e Herman, 2016). E
encontrado em uma ampla variedade de produtos, cosméticos e 6leos essenciais naturais.
Considerando-se as espécies vegetais, mais de 200 plantas monocotileddneas e
dicotileddneas contém esse tipo de substancia. A temperatura ambiente, o linalol é um
composto aromatico liquido incolor ou levemente amarelado (llc et al., 2016). Este
monoterpeno aciclico tem um aroma forte, semelhante ao 6leo de bergamota ou lavanda
francesa, que é descrito como uma mistura de aromas amadeirados e florais com um toque
de especiarias (Pereira et al., 2018). Dentre suas principais caracteristicas, tem-se massa
molar de 154,25 g.mol, densidade de 0,87 g.mL™ e viscosidade de 0,004465 Pa.s* (llc et
al., 2016).
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Esse composto ativo € uma molécula com baixa massa molar funcionalizado com um
grupo hidroxila, o qual confere polaridade ao composto, tornando-o quimicamente reativo,
e essa reatividade é positiva visando sua estabilidade (llc et al., 2016; Raguso, 2016). O
linalol é propenso a modificacbes quimicas (oxidacdo, glicosilacdo, esterificacdo e
metilacdo), devido as liga¢bes duplas e ao grupo hidroxila encontrado em sua estrutura,

conforme apresentado na Figura 9.

Figura 9. llustracéo da estrutura quimica do composto ativo linalol e sua representagéo 3D.

/

Estrutura quimica do linalol Representagao 3D do linalol

Fonte: Autoria Propria.

O linalol exibe propriedades quirais devido ao grupo hidroxila no terceiro carbono
(C3) (Aprotosoaie e Costache, 2014). Este composto é considerado seguro a satde, uma
vez que ndo é alérgico e ndo causa sensibilizacdo na pele. No entanto, este composto é
altamente volatil e oxidavel por luz e calor. O processo de autoxidagdo do linalol é afetado
por sua pureza e também pela temperatura de armazenamento (Mamadalieva et al., 2019).

Considerando-se as propriedades antimicrobianas, tem-se que o linalol é eficaz contra
bactérias e fungos. Herman e colaboradores relataram que o linalol tem o potencial de
aumentar significativamente a eficacia antimicrobiana dos 6leos essenciais, permitindo a
reducdo da concentracdo de OE nos produtos finais (Herman, Tambor e Herman, 2016).
Balta e colaboradores testaram nanoemulsdes de linalol contra Escherichia coli, Listeria
innocua e Pseudomonas lundensis e verificaram que o 6leo essencial foi um biocida, e
pode atuar como um promissor agente antimicrobiano para aumentar a preservacdo de

alimentos e seguranca alimentar (Balta et al., 2017).

2.3.2 Composto ativo: cardamomo

O cardamomo é um arbusto perene com raizes laterais grossas e carnudas que podem
crescer até uma altura de 2,5 metros. E uma das especiarias mais utilizadas no mundo,
sendo que como tempero de cozinha, as sementes mais escuras sao removidas da vagem e

moidas em pd. O cardamomo é cultivado principalmente no sul da india, Sri Lanka,
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Tanzania e Guatemala. A semente e 0 6leo essencial sdo usados como um componente
aromatizante em uma variedade de alimentos, incluindo bebidas, sobremesas congeladas,
doces, assados, molhos, carne e produtos a base de carne. Esse uso amplo diretamente em
alimentos reforca que o mesmo é seguro para a saude (Malti, EI, Mountassif e Amarouch,
2007). Apesar de ser um tipo de OE de propriedades interessantes e altamente aplicavel, a
literatura acerca desse uso como composto ativo é escassa.

A composicdo do Oleo essencial de cardamomo possui majoritariamente 0s
componentes 1,8 cineol (20-60%) e acetato de a-terpinil (20-55%) (Anwar et al., 2016).
No entanto, verifica-se que esse 6leo varia consideravelmente sua composi¢ao quimica a
partir da localidade, época do ano, entre outros. Savan e Kugukbay analisaram amostras de
6leo essencial de cardamomo da india, e verificaram que os principais constituintes eram,
respectivamente: acetato de a-terpinil (57%), 1,8-cineol (15%), a-terpineol (5%) e
limoneno (4%) (Savan e Kugukbay, 2013). Ja Sharma e colaboradores reportaram que OE,
também da India, continham, respectivamente: acetato de a-terpinil (61-68%), 1,8-cineol
(7-11%) e a-terpineol (3-6%) (Sharma, Sharma e Kaur, 2011). A Figura 10 apresenta as

principais estruturas quimicas encontradas no 6leo essencial de cardamomo.

Figura 10. llustracéo da estrutura quimica dos compostos ativos do cardamomo e sua representagéo 3D.

a-terpineol acetato de a-terpinil 1,8 cineol

Fonte: Autoria Prdpria.

Agnihotri e Wadoke avaliaram a atividade antimicrobiana do 6leo essencial e outros
extratos de frutas de cardamomo (Agnihotri e Wakode, 2010). Os autores observaram que
0s extratos possuem excelente atividade antimicrobiana contra as bactérias Escherichia
coli, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Pseudomonas aeruginosa, e
Saccharomyces cerevisiae. Asshokumar e colaboradores reportaram a atividade

antimicrobiana do cardamomo contra S. aureus, S. typhi, Streptococcus mutans, C.
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albicans, Bacillus pulmilus, and Listeria monocytogenes (Ashokkumar, Murugan, Dhanya,
M K, et al., 2020)

2.3.3 Composto ativo: cinamaldeido

A canela é uma especiaria tropical asiatica nativa do Sri Lanka obtida da casca interna
de vérias arvores do género Cinnamomum (Figueiredo et al., 2018). Muito utilizada na
China e no norte da India, onde quase toda sua producdo é absorvida, seja como
condimento ou medicamento (Jardim et al., 2018), também sendo utilizada como aditivo
alimentar e aromatizante. E uma planta com folhas persistentes, atinge cerca de 3 metros
de altura, seu tronco exterior é rugoso e castanho-acizentado e a casca interna € mais lisa e
castanho-avermelhada (Firmino et al., 2018).

Como os outros Oleos essenciais, a canela possui uma variedade de metabolitos
secundarios que resultam em propriedades antimicrobianas. Esses metabolitos sao
considerados nédo-essenciais para a sobrevivéncia das plantas, e atuam como defensores
contra espécies competidoras e microrganismos patégenos. A literatura reporta que, a partir
desse 0leo essencial, mais de 160 componentes ja foram separados e identificados, sendo
o principal alguns terpenoides e fenilpropanoides, sendo o cinamaldeido considerado como
um componente representativo (Figueiredo et al., 2018; Zhang et al., 2019). Além do
cinamaldeido, pode-se destacar o &cido cindmico e outros compostos em menores
concentragdes, como trans-cinamaldeido, acetato de cinamila, eugenol, L-borneol, canfora,
oxido de cariofileno, b-cariofileno, acetato de L-bornila, E-nerolidol, a-cubebeno, o-
terpineol, terpinoleno e a-tujeno (Tung et al., 2010; Vasconcelos, Croda e Simionatto,
2018). A quantidade e a presenca de cada composto variam dependendo da parte da planta.

O cinamaldeido (aldeido cindmico ou 3-fenil-2-propenal) é um alcool terpeno ciclico,
sendo o principal ativo do 6leo essencial de canela (60-75%), e sua estrutura quimica é
apresentada na Figura 11. Os inUmeros outros componentes desse 6leo essencial séo
descritos detalhadamente por Zhang e colaboradores (Zhang et al., 2019). E aprovado pela
Food and Drug Administration (FDA) como seguro para a saide humana (GRAS) 21 e-
CFR (Caodigo eletronico de Regulamentacdo Federal) parte 182.20, e tem sido amplamente
utilizado em goma, sorvete, doces, bebidas e cosméticos (Firmino et al., 2018). No entanto,
a aplicacdo do cinamaldeido na conservacdo de alimentos é limitada pelo seu sabor

particular, volatilidade e natureza lipofilica.
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Figura 11. llustracéo de estrutura quimica do cinamaldeido e sua representacdo 3D.
o
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Estrutura quimica do cinamaldeido  Representagdo 3D do cinamaldeido

Fonte: Autoria Propria.

Considerando-se sua atividade antimicrobiana, alguns estudos reportam seu efeito
contra inumeros microrganismos. Le e colaboradores extrairam 6leo essencial da casca e
folhas de Cinnamomum cassia e observaram que 90% dos compostos eram compostos
aromaticos como (E)-cinamaldeido e acetato de cinamil (Le et al., 2020). O extrato
demonstrou excelente efeito inibitorio contra S. aureus e S. cerevisiae. Lee e colaboradores
investigaram o modo de agdo antibacteriana de cinamaldeido contra Agrobacterium
tumefaciens (Lee et al., 2020). Para determinar o modo de acdo, 0s autores investigaram a
geracao de espécies reativas intercelulares de oxigénio (ERO) e a integridade da membrana
celular por microscopia confocal de varredura a laser. Com base nos resultados da geragéo
de EROs e teste de integridade da membrana celular, verificou-se que o0 modo de acéo
antibacteriano € pela reacdo de fentonite causada pela regulacdo prépria de um regulador
relacionado a glandula tireoide, homeostase de elétrons e um mecanismo de defesa ROS
corrompido. A alta concentracdo de ERO danificou a membrana celular, causando morte
celular das bactérias.

Alguns estudos demonstraram a instabilidade do cinamaldeido quando exposto ao ar,
uma vez que o aldeido insaturado reativo é facilmente oxidado em acido cinamico, o que
causa volatilidade e instabilidade. Além disso, a decomposic¢do também pode ocorrer antes
que o Oleo essencial seja capaz de executar a atividade bactericida (Tung et al., 2010;
Vasconcelos, Croda e Simionatto, 2018), sendo necessaria a sua estabilizagdo em

condicOes adequadas. Os outros 6leos essenciais apresentam instabilidades similares.

2.4 Estabilizacao de dleos essenciais para aplicacéo final

Como apresentado por diferentes autores e discutido na secdo anterior, 0s 0leos
essenciais tém excelentes propriedades antibacterianas (Becerril, Nerin e Silva, 2020;
Krepker et al., 2017; Llana-Ruiz-Cabello et al., 2019; Rudra e Gundewadi, 2020). No

entanto, os OEs apresentam alta volatilidade, aroma intenso, foto sensibilidade, baixa
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solubilidade e possivel irritacdo de mucosas e pele, limitando sua aplicacdo (Hernandez-
Sanchez et al., 2017). Nesse sentido, h&d uma busca continua por processos de estabilizacéo
efetivos que garantam sua aplicacdo e desempenho (Kumar, Singh e Gupta, 2020; Ribeiro-
Santos, Andrade, Melo, de, et al., 2017). Dentre as principais abordagens utilizadas pela
literatura para obter Gleos essenciais estaveis, destacam-se 0 encapsulamento (micro- e
nano), a preparagéo de nanoemulsdes, e ainda a abordagem de Pickering emulsion, descrita
anteriormente.

As Pickering emulsions tém sido apresentadas como uma nova linha de pesquisa para
a estabilizacdo de 6leos essenciais, e essa inovacdo reflete no baixo nimero de artigos
publicados, sendo 127 no total (busca realizada na base de dados Web of Science, no dia
11/02/2022, combinando as palavras essential oil e Pickering emulsion). Por essa razéo,
ainda sdo pouco entendidos esses sistemas de estabilizacdo, que possuem diversas variaveis
e caracteristicas proprias, resultando em um grande nimero de sistemas que podem ser
explorados, visando enriquecer os conhecimentos envolvidos em emulsdes Pickering.

Liu et al. (2022) desenvolveu filmes ativos de konjac contendo 6leo essencial de
tomilho estabilizado por quatro diferentes abordagens: i) 6leo essencial puro; ii) 6leo
essencial + surfactante; iii) 6leo essencial + CNF + proteina de soja isolada; iv) emulsdes
Pickering. Os autores reportaram que a abordagem iv foi a mais eficiente, com maior teor
de fenol total e capacidade antioxidante, bem como liberagdo mais lenta do 6leo essencial,
sendo a mais adequada para o desenvolvimento de embalagens alimenticias ativas (Liu et
al., 2022). Alehosseini et al. (2021) desenvolveram emulsdes Pickering carregadas de d -
limoneno estabilizadas por nanoparticulas de quitosana e verificaram que o material
desenvolvido pode ser usado como um transportador de entrega de grau alimenticio para

0s compostos bioativos (Alehosseini, Jafari e Shahiri Tabarestani, 2021).
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3. Objetivos

O objetivo geral deste trabalho foi desenvolver Pickering emulsions a partir de trés
diferentes 6leos essenciais (Linalol, Cardamomo e Canela), utilizando nanocristais ou
nanofibras de celulose como estabilizantes de emulsdo, e a partir das emulsdes mais

estaveis, avaliar seu uso enquanto materiais antimicrobianos.
3.1 Objetivos especificos

e Avaliar a influéncia dos parametros de processo (velocidade de
homogeneizacdo, tempo de preparo, volume de dleo essencial, concentragdo
e/ou morfologia de nanocelulose — nanocristais ou nanofibras) na preparacéo
de Pickering emulsions;

e Determinar padres dos parametros de processo comuns para todos os 6leos
essenciais, ou individuais para cada 0leo, e selecionar as amostras mais
estaveis;

e Avaliar a interacdo e influéncia das nanoceluloses com os Gleos essenciais,
considerando suas propriedades individuais, como estrutura quimica e
polaridade;

e Investigar de forma aprofundada as caracteristicas fisico-quimicas das
emulsdes mais estaveis;

e Analisar as propriedades antibacterianas e antivirais das emulsGes contra

diversas bactérias e contra o virus SARS-CoV-2.
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4. Materiais e métodos
4.1 Materiais

Residuos de eucalipto (Eucalyptus citriodora), na forma de serragem, obtidos da casca
e corte da madeira, foram obtidos ap6s a colheita e corte no Mato Grosso (Brasil). A
celulose microfibrilar, na concentracdo de 3% (m/v) foi gentilmente doada pela empresa
Suzano Papel e Celulose S.A (Sé&o Paulo, Brasil), sendo um residuo da producao de papel
a partir da madeira de eucalipto.

Os demais reagentes utilizados foram: clorito de sddio (NaClO2, 99% de pureza,
Sigma-Aldrich), hidréxido de sodio, hidroxido de potassio, e etanol (pureza 95 — 98%,
Labsynth produtos para laboratorios Ltda — Sdo Paulo, Brasil). Os 6leos essenciais de
linalol (Ho wood — Cinnamomum camphora var. linalooliferum, CAS Number 92201-50-
8), canela cassia (Cinnamomum cassia, CAS Number 84961-46-6) e cardamomo (Elettaria
cardamomum, CAS number 8000-66-6) foram comprados da Ferquima Industria e
Comeércio Ltda. (S&o Paulo, Brasil). A Tabela 1 apresenta as principais caracteristicas dos

0leos essenciais estudados.

Tabela 1. Principais caracteristicas dos 6leos essenciais utilizados.

Linalol (Cinnamomum camphora var. linalooliferum)

CAS Number 92201-50-8
Principal componente Linalol (98%)
Densidade (g L™) 0.850-0.870
INCI Cinnamomum camphora Linalooliferum Wood Oil
Obtencéo Destilacdo a vapor de madeira
Origem China
Cinnamon Cassia (Cinnamomum cassia)
CAS Number 84961-46-6

Aldeido cindmico = 80%; Cumarina = 2%; Benzaldeido =

Principal componente . . .
P P 2%:; Alcool cindmico = 2%; Estireno = 2%

Densidade (g L) 1.045 - 1.065

INCI Cinnamomum cassia Oil

Obtengéo Destilagéo a vapor de folhas, cascas e caules
Origem China
Cardamom (Elettaria cardamomum)
CAS Number 8000-66-6
Acetato de terpenilo = 39%; Acetato de linalilo = 5%;
Principal componente Sabinene = 4%:; Linalool = 4%; Limoneno = 3%; Cineol =
32%; Mircene = 2%; Alfa terpineol = 2%

Densidade (g L?) 0.920 - 0.940

INCI Elettaria cardamomum Seed Qil
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Obtencéo Destilacéo a vapor de sementes

Origem Guatemala

Para os testes antivirais, o kit Rapid Antigen Test (RAT), chamado de teste rapido
Panbio™ COVID-19 Ag, foi fornecido pela Abbott Laboratérios do Brasil (Sdo Paulo, SP).
O dispositivo é um imunoensaio de fluxo lateral para a detec¢do rapida e qualitativa da
presenca do virus SARS-CoV-2 na amostra devido a interacdo com anticorpos presentes
no dispositivo (imunocromatografia) (Gremmels et al., 2021; Matsuda et al., 2021). O Teste
de Antigeno Répido detecta proteinas do virus para determinar se uma pessoa esta infectada
e se 0 virus esta ativo, uma vez que a proteina deve estar intacta para ser detectada por este
teste (Gremmels et al., 2021).

4.2 Preparacao dos nanocristais de celulose (CNC)

Os CNCs foram preparados utilizando metodologia previamente investigada e
publicada pelo grupo — moagem mecanica em moinho de bolas. Para isso, previamente
foram realizadas duas etapas de tratamento quimico, visando a remoc¢édo de lignina e
hemicelulose, sendo o procedimento descrito a seguir. A completa caracterizacdo das NCs
é apresentada nos trabalhos publicados (Ferreira et al., 2019; Lima, Souza e Rosa, 2018;
Souza, Lima e Rosa, 2019).

4.2.1 Tratamento — Etapa 1
Os residuos de Eucalipto foram secos em estufa com circulacéo de ar, a 60 °C, por 24
horas, para eliminacdo da umidade (~10%). Em seguida, as amostras foram submetidas a
solucdo de 3,2% (m/v) de clorito de sodio (NaClO.), utilizando a proporcao de fibras para
a solucdo de 1:20 (m/v), sendo mantidas sob agitacdo magnética constante a 70 °C por 2 h.
O material obtido foi lavado com &gua destilada até pH neutro e secas em estufa a 60 °C
por 12 h.

4.2.2 Tratamento — Etapa 2
Em sequéncia a Etapa 1, o material foi submetido a uma solugdo aquosa de 10% (m/v)
de hidréxido de sodio (NaOH) e 10% (m/v) de hidroxido de potéassio (KOH), na proporcéo
de fibras para a solugéo de 1:20 (m/v), sendo mantidas sob agitacdo constante a temperatura
ambiente por 2 h. O material obtido foi lavado com agua destilada até pH neutro e secas
em estufa a 60 °C por 12 h.
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4.2.3 Isolamento mecanico dos nanocristais de celulose

ApoGs a realizagdo do tratamento (itens 4.2.1 e 4.2.2), a amostra foi submetida a
metodologia de isolamento para obtencdo dos CNC. Utilizou-se 0 moinho de bolas da
marca Marconi, modelo MA500. Foi utilizado uma razdo de massa bola/amostra de 70:1,
com dois tamanhos distintos de bolas. Estas bolas sdo de alumina, e apresentam diametro
de 21,0 mm e 11,5 mm para bola grande e para bola pequena, respectivamente. Foram
adicionados no jarro cerca de 5,0 g de amostra tratada umedecidas com etanol 80% (v/v),
na proporcao 1:1 (gramas de amostra e mililitro de etanol), 305 g de bolas grandes e 44 g
de bolas pequenas. Apoés adicionar a amostra e as bolas no jarro, foi realizada a moagem,
com duracdo de 6 horas. Os CNCs, apds retirados do jarro, foram secas em estufa, durante

2 ha60 °C, para remogéo do etanol.

4.3 Preparacao das nanofibras de celulose (CNF)

As microfibras de celulose foram previamente dispersas em &gua, na concentracdo de
1% (m/v), e foram submetidas a ultrassom de alta intensidade (Sonics Vibra Cell, poténcia
de 400 W e 24 kHz), durante 10 minutos em banho de gelo, em processo continuo.

Resumidamente, as CNFs apresentaram um diametro de 66,3 + 20,5 nm e
comprimento de 4,0 £+ 1,0 um, com razdo de aspecto (L/D) de 60, e potencial zeta de —33,2
+ 3.2 mV (Souza et al., 2020). Ja os nanocristais apresentaram comprimento médio de 2,0
+ 0,8 um e diametro médio de 131,1 = 29,6 nm, com razéo de aspecto (L/D) de 15, e
potencial zeta de — 33,0 £ 1.0 mV (Lima et al., 2019). As cargas superficiais das
nanoceluloses sdo atribuidas a hemicelulose residual nas suspensées. A Figura 12 apresenta
uma imagem representativa de microscopia eletronica de transmissdo dos nanocristais e

nanofibras de celulose utilizados no presente trabalho.

Figura 12. Fotomicroscopia eletronica de transmissao representativa dos nanocristais e nanofibras de

celulose utilizados no presente trabalho.
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Fonte: Autoria propria.

Ambos o0s tipos de nanocelulose apresentaram picos cristalogréficos, verificados por
difracdo de raios X, caracteristicos dos planos (200), em 20=22° e (110), em 20=16
(celulose tipo 1). De acordo com Kalashnikova et al. (2012), o plano (200) é hidrofdbico,
com porcdes CH expostas, enquanto o plano (110) € hidrofilico, com hidroxilas expostas,
conferindo & celulose caracteristica anfifilica e justificando os valores de potencial Zeta
encontrados (Kalashnikova et al., 2012).

4.4 Preparacao das Pickering emulsions

A primeira etapa do presente trabalho consistiu em um screening de emulsdes,
variando parametros de processo, para selecdo das condigdes mais estaveis e avaliacdo da
influéncia dos pardmetros selecionados em termos de estabilidade e tamanho de particula,
sendo estes a variacdo entre trés Oleos essenciais com estruturas quimicas distintas,
concentracdo de nanoceluloses, morfologia da nanocelulose, velocidade de rotacdo durante
0 processo de homogeneizacdo, concentracdo de dleo essencial e tempo de preparacéo,
conforme apresentado na Tabela 2.

Tabela 2. Par@metros variados na primeira etapa do processo para identificagdo dos principais
influenciadores da estabilidade das emulsdes.

Oleo_s_ ] Nano Morfologia da Velocidade 1 Ole_o Tempo
essenciais nanocelulose essencial
Cardamomo 0,5% CNC 10.000 rpm 20% 3 min
Linalol 1% CNF 12.000 rpm 30% 7 min
Canela

Os parametros adotados para investigacdo se basearam em uma extensiva busca da
literatura, visando estabelecer valores maximos e minimos apropriados para uma
estabilidade adequada de emulsdes. A Tabela 3 apresenta alguns artigos selecionados e

estudados para a selecdo dos parametros estudados.

Tabela 3. Apresentacdo de artigos da literatura que investigaram a preparacdo de emulsGes Pickering e seus
diferentes pardmetros de processo.

Referén- - Razao Morfologia da Concentragao
- Oleo Velocidade Tempo de celulose (em  Estabilidade
cia O/A celulose
massa)
(YU et a.l, H 0111 01251 e 13 2
2021) Cravo 22.000 rpm 10/90 1 min CNC 0.5% boa
(Li, Xie,
et al., Dodecano 11.000 rpm 10/90 4 min CNF 0,05, 0’1(; 0.15 “alta”
2019) e 0,2%
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(Wang et

Palma 10.000 rpm 50/50 3 min CNF 1% “alta”
al., 2018)
Milho, Oligomeros de 0,2,0,4, 0,6,
Maetal,  qione e 15.000rpm  25/75 3 min celulose 08,10,  Cnredoe
2021) ; Y 100%
Limoneno cristalina 1,2%
(Li,
Wang, et Dodecano  10.000 rpm Daest%%o 2 min CNF 0,1-0,5% Eni[{)%go €
al., 2019) 0
Baixa
(Gestrani concentracdo
us et al., Dodecano  24.000 rpm 2:%%); 2 min CNF 0.1, 22;0 € de 6leo ->
2017) 270 baixa
estabilidade
g?h;%nlg; Dodecano  12.000 rpm 10/90 3min  Microcristalina 0,5-2% “alta”
éls";’gzzt) Amendoa  20.000rpm  30/70  5min  CNF cationica 05e 1% 99%
aI(SOZ%gtl) Palma  10.000rpm  20/80 5 min CNC 0,15 € 0,3% 100%
10/90
(Luo et . ’ . 0.05,0.1,0.2, Between 60
al,2021) O 12000rem SpIB e 2min CNF and 0.25Wt%  and 100%

Para a preparacdo das emulsdes, o 6leo essencial foi misturado com uma suspenséo de
CNC ou CNF previamente dispersas, e a mistura foi submetida a homogeneizagdo em um
Ultra-Turrax Blender, modelo IKA T25 (IKA Werke, Staufen, Alemanha). As emulsdes

foram nomeadas por nimeros para o screening inicial.

4.3.1 Design de experimentos

Utilizando ferramentas estatisticas é possivel correlacionar fatores chaves existentes
que possam influenciar o resultado final do estudo, sendo que técnicas de planejamento de
experimentos (DoE) sdo as mais comuns. O DoE é uma sequéncia de testes para definir
condicdo e quantidade de dados que devem ser realizados para determinado experimento,
visando obter uma acurécia estatistica adequada e baixo custo, minimizando o nimero de
testes necessarios para se obter os resultados desejaveis. Os métodos do DoE sao escolhidos
considerando fatores como numero de variaveis, interacdes possiveis e linearidade, sendo
que o planejamento fracionado € empregado quando ha varios fatores de controle e ndo é
viavel a realizagdo de todas as combinagdes, gerando um fatorial fracionario utilizado para
rastrear fatores. No presente trabalho, caso fosse realizado um fatorial completo, seriam
preparadas 96 amostras (N=2° para cada 6leo essencial).

Box e colaboradores definem que os planejamentos fatoriais completos exigem poucas
provas por fator estudado, e uso de aritmética elementar e abundancia de recursos graficos.

De acordo com os autores, condi¢des com cinco ou mais variaveis nao sdo viaveis para a
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preparacdo de um fatorial completo, exigindo tempo de execucdo e elevado custo e
limitando as discussdes de possiveis interacdes. Nesse caso, a op¢do é o uso de projetos
fatoriais fracionados, que permitem examinar um grande numero de fatores para que
resultados de baixa influéncia possam ser descartados (BOX, HUNTER e HUNTER,
2005).

Visando otimizar os ensaios para verificagdo de quais dos parametros selecionados
possuem maior influéncia na estabilidade da emulséo e tamanho de gotas, realizou-se o
teste Regular two-level factorial design, com a configuracdo 2°, utilizando o software
Design-Expert® (Trial version 12.0.0, StatEase, Inc., USA). As amostras foram
previamente nomeadas com numeros, visando facilitar a identificacdo para posterior
selecdo dos melhores parametros, conforme apresentado na Tabela 4, sendo que ndo ha
uma ordem seguida pois, de acordo com o principio do design de experimentos, ensaios

realizados de forma aleatéria diminuem erros operacionais e ambientais associados.

Tabela 4. Nomenclatura das amostras adotadas durante a primeira fase de testes, com as amostras
selecionadas pelo teste fatorial, em que as legendas em vermelho sdo associadas as emulsdes estabilizadas

com CNCs, e em azul, com CNFs.

Numero Caracteristicas

1 Linalol — 12.000 rpm, 20% 6leo, 3 minutos

2 Linalol — 10.000 rpm, 20% 6leo, 7 minutos

3 Linalol — 10.000 rpm, 20% 6leo, 3 minutos

4 Linalol — 10.000 rpm, 30% 6leo, 3 minutos

5 Linalol — 12.000 rpm, 30% 6leo, 3 minutos

6 Linalol — 12.000 rpm, 20% 6leo, 7 minutos

7 Linalol — 12.000 rpm, 30% 0leo, 7 minutos

8 Linalol — 10.000 rpm, 30% 6leo, 7 minutos

9 Linalol — 1% CNC, 12.000 rpm, 30% 0leo, 3 minutos
10 Linalol — 0,5% CNC, 10.000 rpm, 30% 6leo, 3 minutos
11 Linalol - 1% CNC, 10.000 rpm, 20% 6leo, 3 minutos
12 Linalol — 0,5% CNC, 12.000 rpm, 20% 6leo, 3 minutos
13 Linalol — 1% CNC, 10.000 rpm, 30% Oleo, 7 minutos
14 Linalol — 0,5% CNC, 12.000 rpm, 30% 6leo, 7 minutos
15 Linalol — 0,5% CNC, 10.000 rpm, 20% 6leo, 7 minutos
16 Linalol — 1% CNC, 12.000 rpm, 20% 06leo, 7 minutos
17 Linalol — 0,5% CNF, 10.000 rpm, 20% 0leo, 3 minutos
18 Linalol — 0,5% CNF, 10.000 rpm, 30% 0leo, 7 minutos
19 Linalol — 1% CNF, 12.000 rpm, 30% 0leo, 7 minutos
20 Linalol — 0,5% CNF, 12.000 rpm, 30 % 0leo, 3 minutos
21 Linalol — 1% CNF, 10.000 rpm, 30% 6leo, 3 minutos
22 Linalol — 0,5% CNF, 12.000 rpm, 20% 0leo, 7 minutos
23 Linalol — 1% CNF, 12.000 rpm, 20% 6leo, 3 minutos
24 Linalol — 1% CNF, 10.000 rpm, 20% 0leo, 7 minutos
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25 Cardamomo — 10.000 rpm, 20% 0leo, 7 minutos

26 Cardamomo -10.000 rpm, 20% 6leo, 3 minutos

27 Cardamomo - 10.000 rpm, 30% 0leo, 3 minutos

28 Cardamomo -10.000 rpm, 30% 6leo, 7 minutos

29 Cardamomo -12.000 rpm, 20% 6leo, 3 minutos

30 Cardamomo -12.000 rpm, 20% 6leo, 7 minutos

31 Cardamomo - 12.000 rpm, 30% 6leo, 3 minutos

32 Cardamomo -12.000 rpm, 30% 6leo, 7 minutos

33 Cardamomo - 1% CNC, 12.000 rpm, 30% 6leo, 3 minutos
34 Cardamomo - 0,5% CNC, 10.000 rpm, 30% 6leo, 3 minutos
35 Cardamomo - 1% CNC, 10.000 rpm, 20% 6leo, 3 minutos
36 Cardamomo - 0,5% CNC, 12.000 rpm, 20% 6leo, 3 minutos
37 Cardamomo - 1% CNC, 10.000 rpm, 30% 6leo, 7 minutos
38 Cardamomo — 0,5% CNC, 12.000 rpm, 30% 6leo, 7 minutos
39 Cardamomo — 1% CNC, 12.000 rpm, 20% 0leo, 7 minutos
40 Cardamomo — 0,5% CNC, 10.000 rpm, 20% 6leo, 7 minutos
41 Cardamomo - 1% CNF, 12.000 rpm, 30% 0leo, 3 minutos
42 Cardamomo - 0,5% CNF, 10.000 rpm, 30% 06leo, 3 minutos
43 Cardamomo - 1% CNF, 10.000 rpm, 20% 0leo, 3 minutos
44 Cardamomo - 0,5% CNF, 12.000 rpm, 20% 6leo, 3 minutos
45 Cardamomo - 1% CNF, 10.000 rpm, 30% 0leo, 7 minutos
46 Cardamomo — 0,5% CNF, 12.000 rpm, 30% 0leo, 7 minutos
47 Cardamomo — 1% CNF, 12.000 rpm, 20% 0leo, 7 minutos
48 Cardamomo — 0,5% CNF, 10.000 rpm, 20% 0leo, 7 minutos

49 Canela —10.000 rpm, 20% 6leo, 7 minutos

50 Canela -10.000 rpm, 20% 6leo, 3 minutos

51 Canela - 10.000 rpm, 30% 6leo, 3 minutos

52 Canela -10.000 rpm, 30% 6leo, 7 minutos

53 Canela -12.000 rpm, 20% 6leo, 3 minutos

54 Canela -12.000 rpm, 20% 6leo, 7 minutos

55 Canela - 12.000 rpm, 30% 6leo, 3 minutos

56 Canela -12.000 rpm, 30% 6leo, 7 minutos

57 Canela - 1% CNC, 12.000 rpm, 30% 6leo, 3 minutos
58 Canela - 0,5% CNC, 10.000 rpm, 30% o6leo, 3 minutos
59 Canela - 1% CNC, 10.000 rpm, 20% 6leo, 3 minutos
60 Canela - 0,5% CNC, 12.000 rpm, 20% o6leo, 3 minutos
61 Canela - 1% CNC, 10.000 rpm, 30% 6leo, 7 minutos
62 Canela — 0,5% CNC, 12.000 rpm, 30% 06leo, 7 minutos
63 Canela — 1% CNC, 12.000 rpm, 20% 6leo, 7 minutos
64 Canela —0,5% CNC, 10.000 rpm, 20% 06leo, 7 minutos
65 Canela - 1% CNF, 12.000 rpm, 30% 6leo, 3 minutos
66 Canela - 0,5% CNF, 10.000 rpm, 30% 6leo, 3 minutos
67 Canela - 1% CNF, 10.000 rpm, 20% 6leo, 3 minutos
68 Canela - 0,5% CNF, 12.000 rpm, 20% 6leo, 3 minutos
69 Canela - 1% CNF, 10.000 rpm, 30% 6leo, 7 minutos
70 Canela — 0,5% CNF, 12.000 rpm, 30% 6leo, 7 minutos
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71 Canela — 1% CNF, 12.000 rpm, 20% 6leo, 7 minutos
72 Canela — 0,5% CNF, 10.000 rpm, 20% 6leo, 7 minutos

A Figura 13 apresenta uma ilustracdo esquematica da metodologia adotada
considerando a etapa inicial e suas caracterizagdes, e posteriormente as caracterizacoes
empregadas nas etapas adicionais, em que foi realizada uma caracterizagdo aprofundada

das emulsdes selecionadas, finalizando com 0s ensaios antimicrobianos.

Figura 13. llustracdo esquematica da metodologia adotada no projeto.

Primeira etapa: Screening
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Fonte: Autoria propria.
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4.5 Caracterizacoes
4.5.1 Microscopia Gtica

As emulsdes foram analisadas em um micrloscépio 6tico Leica DM KM (Leica
Microsystems GmbH, Wetzlar, Alemanha). Aproximadamente 4 mL de emulsdo foram
adicionados em uma lamina de vidro e imagens representativas foram obtidas. Com tais
imagens, foi preparado também um histograma de distribuicdo de tamanhos com auxilio

do software ImageJ, utilizando o didmetro de, no minimo, 120 gotas.

4.5.2 Estabilidade ao longo do tempo de armazenamento

Amostras frescas foram adicionadas a tubos vidro e armazenadas em temperatura
ambiente. A estabilidade das emulsdes foi avaliada por meio do fenémeno de cremeacao,
avaliada em duplicatas nos dias 0, 10, 15, 21 e 30. O indice de cremeac&o (CI) foi calculado
utilizando a Equagéo 38, em que Hiota representa a altura total da emulsdo e Hereme a altura
da camada de creme.

I = Hereme 4 100 (38)

Htotal

Além disso, também foi medida a razdo de sedimentacdo (Sr) da suspensdo de
celulose, de acordo com a Equacao 39, em que hz é a altura de sedimentacédo (observada ao

fundo dos tipos de ensaio) e H € a altura da suspenséo total.

Sr="1+100 (39)

4.5.3 Estabilidade sob centrifugacéo

Para avaliar a estabilidade sob centrifugacdo, as emuls@es frescas, ap6s cerca de 2 h
de preparo, foram centrifugadas (Thermo Scientific 75,002,426 — Thermo Fisher Scientific,
Massachusetts, USA) durante 1 minuto a 12.000 rpm, seguindo a metodologia proposta por
Gestranius e colaboradores (Gestranius et al., 2017). As emulsdes centrifugadas foram
avaliadas visualmente, e a estabilidade foi calculada de acordo com a Equacédo 40 (Tiong
et al., 2020), em que EE ¢ a eficiéncia de emulsificacdo, He é a altura da fase emulsionada,
e Hr é a altura total da amostra.

EE = ~E% 100 (40)

T
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4.5.4 Potencial Zeta

O potencial zeta () das nanoceluloses ou emulsGes foi determinado por meio das
medidas de mobilidade eletroforética e da conversdo dos valores utilizando-se a equacao
de Helmholtz-Smoluchowski (Equagéo 41), em que { é o potencial zeta, n é a viscosidade
do meio de dispersdo, ve ¢ a mobilidade eletroforética, e € a constante dielétrica do meio e
g0 € a permissividade elétrica do ar (8,854x107? C? J1 m™?) (Daltin, 2011).

4
Z — 2MVe (41)
€r€0
Foi utilizado o equipamento Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments, Malvern,

Reino Unido). As emuls6es foram diluidas a uma concentracdo de 0,05% (v/v).

4.5.5. Espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

As medidas de FTIR foram realizadas em um equipamento Frontier 94942
(PerkinElmer, EUA), utilizando refleténcia total atenuada. Os espectros foram registrados
na faixa de 550-4000 cm, resolucéo de 4 cm™ e 64 scans. As emulsdes preparadas foram
medidas diretamente, sem dilui¢bes adicionais. Os dados foram tratados com o software

Origin 8.
4.5.6. Espectroscopia de Transformada de Fourier Raman (FT-Raman)

As medidas de FT-Raman foram realizadas em equipamento MultiRaman, Bruker
Optics (Massachusetts, EUA), equipado com comprimento de onda de 1064 nm e laser de
150 W. A aquisi¢do de dados foi realizada em uma faixa de 600-4000 cm™', e 128
varreduras foram acumuladas em cada amostra com resolucdo espectral de 4 cm™'. As

emulsdes preparadas foram medidas diretamente, sem diluigdes adicionais.

4.5.7. Ressonancia magnética nuclear (RMN)

Experimentos 1D (ntcleos *H e °C) e 2D (HSQC - Heteronuclear Single Quantum
Coherence e HMBC - Heteronuclear Multiple Bond Correlation) foram realizados para
obter espectros de ressonancia magnética nuclear na fase liquida usando um espectrémetro
de 400 MHz AVANCE |1l HD (Bruker, Alemanha) equipado com uma sonda de banda
larga de 5 mm e um trocador automatico de 24 amostras. Tanto 0s 0leos essenciais quanto
as emuls6es foram diluidas a 10% (v/v) com D20 e CDCl3 para aquisi¢do em ambos 0s

solventes deuterados. Apesar de ser possivel a realizagdo da emulsificagdo com D20, néo
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foi realizado devido ao elevado custo deste reagente. Do ponto de vista analitico, fazer a
emulsificacdo com DO resultaria em espectros sem o pico principal da dgua, podendo
gerar mais informacg0des sobre os picos que ficaram sobrepostos. No entanto, nesta analise,
foi considerado que existem efeitos do pico da &gua, visando ndo aumentar o custo da
analise. Os espectros foram processados e analisados no software TopSpin™ 3.6.3

(Academia License - Bruker, Alemanha).

4.5.8. Tensao superficial

A tensdo superficial foi medida por meio de um tensidmetro optico (método da gota
pendente), equipamento Theta Lite (dpUnion, Brasil). Uma gota de amostra (8 mL)
permaneceu suspensa na ponta de uma agulha de pléstico de calibre 14. A tensdo superficial
em relacdo ao ar foi medida por 30 segundos e entdo calculada. Os experimentos foram

repetidos cinco vezes, sempre mantendo 0 mesmo volume de gota para garantir a precisao.

5.5.9. Reologia

As medidas reologicas foram realizadas em redmetro rotacional, modelo
Viscotester 1Q - Thermo HAAKE (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, EUA),
equipado com rotor de duplo cone e placa estacionaria, circundado por parede cilindrica.
As curvas foram obtidas no modo Taxa Controlada (CR) aumentando a taxa de
cisalhamento de 0 para 1000 s em 600 s, mantendo a 1000 s por 60 s e retornando a 0
s 1 em 600 s. Todos os pardmetros reolégicos foram obtidos a partir das curvas de fluxo
executadas no modo Taxa Controlada (CR) pelo software HAAKE RheoWin 4.63.0003.

5.5.10. Ensaios antibacterianos

Os isolados bacterianos foram obtidos no Centro de Procedimentos
Interdisciplinares de Coleta de Microrganismos do Instituto Adolfo Lutz (Brasil). Afiliado
as ColecBes de Cultura da Federacdo Mundial (WFCC) # 282, Colecdo Depositéria - #
017/09-SECEX/ CGEN/MMA: Salmonella enterica (ATCC n° 10708); Staphylococcus
aureus (ATCC n° 6538); Pseudomonas aeruginosas (ATCC n° 10145); e Escherichia coli
(ATCC n°11229). Os microrganismos foram recebidos da ATCC e reconstituidos de
acordo com as instrugdes. As culturas de estoque foram cultivadas em caldo Mueller-
Hinton com glicerol 15% e armazenadas a -70°C. As culturas-estoque foram cultivadas em
agar Mueller-Hinton (Oxoid) e inoculadas a 37°C por 24 h. A cultura inoculada (por 24 h

com turbidez equivalente a 0,5 Mc Farland, concentragdo equivalente a 1,5x108 CFU.mL"
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1) preparou as suspensdes isoladas e de cepas bacterianas padrdo (Barbosa et al., 2021;
Mai-Prochnow et al., 2016).

Em seguida, para a realizacdo dos ensaios, 30 mL de agar foram fundidos e
resfriados a 48 + 1 °C. Entdo, 500 pL do microrganismos a 1.5 x 108 CFU.mL™ foram
adicionados e essa mistura foi transferida a uma placa de petri. Apds a solidificagdo, um
orificio de 0,9 cm de didmetro foi feito no meio das placas, e foi transferido de 0,2 a 0,5
mL do produto a ser analisado nesse orificio. A incubacéo foi realizada por 36 + 1 °C por
24 h (ANVISA, 2007; Feldsine, Abeyta e Andrews, 2002; FIOCRUZ, 2010).

Foram avaliados o aparecimento de halos de inibi¢cdo em volta do orificio com o
produto a ser avaliado. Esses halos foram medidos, o aparecimento de zona de inibicao, de
qualquer dimens&o, indica que o produto em analise possui propriedades bacteriostaticas.
O tamanho da zona de inibi¢do depende da difusdo do agente biocida para o agar. Como

controle utilizamos saneantes amplamente utilizados como hipoclorito e Lysoform®.

5.5.11. Ensaios antivirais: SARS-CoV-2

Primeiramente, amostras nasofaringeas coletadas dos pacientes e ressuspensas em soro
fisiologico foram testadas para SARS-CoV-2 no diagndstico de rotina do laboratério, pelo
método RT-qPCR (transcri¢do reversa em tempo real - reagdo em cadeia da polimerase) e
armazenadas no biorrepositorio do Adolfo Instituto Lutz - Centro Laboratorial Regional de
Santo André, que foram utilizados neste estudo. Para isso, 100 yuL de uma amostra positiva
foram diluidos em 100 pL de soro fisioldgico e analisados pelo Antigeno Réapido. Teste
utilizando um swab para emergir nesta diluicdo que foi transferido para o tubo do kit
contendo 300 pL do tampado e cinco gotas foram adicionadas no dispositivo, de acordo com
as instrucdes do fabricante, para confirmar a integridade da proteina viral na amostra. Apés
a obtencéo do resultado positivo, foi preparada uma mistura de 100 uL da mesma amostra
positiva para SARS-CoV-2 e 100 pL de um oleo essencial ou de emulsdes, e as amostras
foram testadas em diferentes tempos de contato. O tempo de teste inicial foi de 20 minutos.
Se o resultado fosse negativo, 0s novos tempos de contato eram menores (15, 10, e 5 min,
dependendo do 6leo). Se o 6leo resultar em um teste positivo, 0s novos tempos de contato
foram maiores (30, 40, 50 e 60 min), dependendo do 6leo. Os testes foram realizados em
duplicata. A Figura 14 apresenta um esquema representativo da metodologia adotada para

realizar os testes.
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Os testes foram realizados seguindo a normativa padréo aprovada pelo Comité de Etica
em Pesquisa da Universidade Federal do ABC e Instituto Adolfo Lutz CAAE:
49573421.2.3001.0059, e pelo Conselho Técnico-Cientifico do Instituto Adolfo Lutz, CTC
18-N/2021. Todos os procedimentos foram realizados seguindo as normas de
biosseguranca do Instituto Adolfo Lutz do Ndcleo Regional de Laboratérios de Santo
André.

Figura 14. Representagdo da amostra bioldgica humana positiva para SARS-CoV-2 testada no Teste de
Antigeno Réapido (painel superior) e preparacdo de SARS-CoV-2/6leo essencial para Teste de Antigeno

Rapido para confirmar a integridade da proteina viral (painel inferior).

@ RT-PCR !

@ 100 puL de uma amostra RT-qPCR positiva + 100 pL

* Neste trabalho, a primeira etapa de coleta de de solugdo salina analisada no teste de antigeno
amostras ndo foi realizada. rapido.

(5:100 pL SARS-CoV-2 positivo
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O L[]

5xd

confirmar a integridade viral da
proteina
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Fonte: autoria propria.
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5. Resultados e Discussédo — Parte 1 (Screening)

O estudo da estabilidade das emulsdes foi inicialmente conduzido por meio de uma
etapa inicial, nomeada Screening, em que foi avaliada os efeitos de alguns parametros
(concentracdo de 6leo essencial, velocidade e tempo de homogeneizagdo, morfologia e
concentracdo de nanocelulose) no processo de emulsificacdo (Pickering emulsion) dos trés
6leos essenciais usados nesta tese. Para tal, foram investigados dados de estabilidade ao
longo do tempo, morfologia e tamanho das gotas. Para o entendimento dos efeitos de cada

um dos parametros foi utilizado um Design de Experimentos.

5.1. Emulsdes obtidas

A estabilizagdo das particulas e influéncia dos pardmetros de preparacéo foi feita por
meio da variagcdo e combinacdo dos parametros selecionados com base na literatura. As
variacOes levaram em consideracdo duas velocidades de homogeneizagdo (10.000 e 12.000
rpm), tempo de emulsificacdo (3 e 7 minutos), concentracdo de 6leo essencial (20 e 30%),
tipos de nanocelulose (NC) (CNC ou CNF) e concentracdo de nanocelulose (0,5 e 1% em
massa em relacdo ao volume total de emulsdo preparada). Além disso, misturas 6leo/agua
foram preparadas para comparacdo com as emulsdes. As misturas de 6leo essencial e gua,
sem agente estabilizante, logo apds a sua preparacdo (ou seja, no primeiro dia), sdo
apresentadas na Figura 15, com sua respectiva nomenclatura numeral.

As amostras de OE de linalol e cardamomo apresentam uma cor levemente tdrbida,
porém com transparéncia visivel, sendo este um indicio de uma baixa capacidade de
emulsificacdo, caracteristica usualmente reportada para misturas de liquidos imisciveis e
de polaridades distintas em que ndo héa sinal de emulsificacdo (Shin et al., 2019). As fases
oleosa e aquosa ndo sdo claramente identificveis devido a coloracéo dos 6leos essenciais,
que sdo transparentes, e, portanto, indistinguivel da agua.

Ja no caso das misturas de 6leo essencial de canela e &gua possuem caracteristicas
visuais distintas. Devido a coloracdo amarelada do 6leo essencial de canela, é facilmente
identificavel as duas fases e seus fendmenos de instabilidade. As amostras 51, 55 e 56, que
possuem em comum 30% de Oleo essencial, apresentaram a separacao de fase esperada
para esse tipo de misturas. No entanto, as demais amostras apresentaram uma possivel
reacdo com as moléculas de &gua, gerando emulsificagdo parcial, caracterizada por uma
coloracgdo esbranquicada. No entanto, essas emulsfes apresentam uma separacao de fase
com uma ampla camada de 6leo no fundo do tubo de vidro, indicativo de baixa estabilidade

e tendéncia de rapida reversao.

72



Figura 15. Fotografias digitais obtidas para as misturas de 6leo essencial e 4gua, nos diferentes parametros

de processo, sem 0 uso de estabilizante.

Linalol Cardamomo Canela

i Velocidade (rpm) Velocidade Velocidade

oleo 10.000 12.000 12.000 10.000 12.000

20% 2 29 30 53 54

30%

3 min 7 min 3min | 7min | 3 min

Tempo

Fonte: Autoria Propria.

Visando obter emulsdes estaveis, fez-se a preparacdo de Pickering emulsions com
CNC ou CNF, nas concentracfes de 0,5 e 1%. As emulsGes de 6leo essencial e agua,
estabilizadas por CNC ou CNF, sdo apresentadas na Figura 16. Todas as emulsbes
apresentaram a turbidez caracteristicas de amostras emulsionadas, indicando que a
metodologia de emulsificacdo adotada foi adequada, variando a sua eficiéncia de acordo
com o parametro de processo, uma vez que algumas amostras apresentam separagdo de
fase. No caso das emulsfes estabilizadas com CNC, todas as emulsfes apresentaram
estabilidade contra a coalescéncia no dia 0, o que é consistente com o reportado na literatura
para o0 uso de nanocristais de celulose em emulsdes Pickering (Shin et al., 2019; Tang et
al., 2018).

Nessas emulsdes, ndo houve separacdo de fase imediata para nenhuma amostra,
indicando que a ap0ds o preparo ha uma estabilidade resultante de uma adsorcdo eficiente
das nanoparticulas ao redor das gotas de 6leo, sendo atribuida a uma forte barreira fisica
criada pelos CNCs adsorvidos na superficie das gotas de 6leo. De acordo com Saidane et
al. (2016) e Varanasi et al. (2018), os nanocristais de celulose possuem cargas eletrostaticas
suficientes para induzir uma estabilidade estérica ao redor das gotas de 6leo e manter a
emulsdo em equilibrio (Saidane et al., 2016; Varanasi et al., 2018). Estudos indicam que
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CNCs sem modifica¢es superficiais sdo descritas como capazes de estabilizar diretamente
emulsGes 6leo/agua devido ao seu balango hidrofilico/hidrofébico intrinseco (Cunha et al.,
2014).

Figura 16. Fotografias digitais obtidas para as emuls6es Pickering estabilizadas por CNC.

Linalol | Cardamomo ” Canela
0 Velocidade (rpm) l Velocidade ‘ Velocidade
dleo 10.000 12.000 |  10.000 12.000 ‘ 10.000 12.000
20% |

Tempo | Tempo 1 Tempo

Vermelho escuro — 0,5%  Vermelho claro- 1%

Fonte: Autoria Propria.

As emulsbes estabilizadas por CNF, por sua vez, apresentaram comportamento distinto
para cada Oleo essencial, porém com indicios de uma emulsificacdo bem-sucedida,
conforme apresentado na Figura 17. No caso do 6leo essencial de linalol, as amostras 3
(0,5% CNF, 10.000 rpm, 20% o6leo, 3 min), 4 (0,5% CNF, 10.000 rpm, 30% 6leo, 7 min)
e 13 (1% CNF, 10.000 rpm, 30% oOleo, 3 min) apresentaram separacdo de fase ja no
primeiro dia, ou seja, uma fracdo de 6leo e &gua ndo foram adequadamente misturados.

As emulsdes de cardamomo com CNF, por sua vez, possuem um aspecto visual com
aparéncia de gel, atribuido a formacéo da rede tridimensional pelas nanofibras de celulose.
As amostras 42 (0,5% CNF, 10.000 rpm, 30% 0leo, 3 minutos), 43 (1% CNF, 10.000 rpm,
20% Gleo, 3 minutos), 45 (1% CNF, 10.000 rpm, 30% 6leo, 7 minutos) e 47 (1% CNF,
12.000 rpm, 20% o6leo, 7 minutos) apresentaram uma fina camada de 6leo na parte superior
dos tubos de ensaio, indicando uma separacéo de fase, possivelmente proveniente de uma

emulsificagdo incompleta.
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Figura 17. Fotografias digitais obtidas para as emuls6es Pickering estabilizadas por CNF.

Linalol ‘ Cardamomo ﬂ Canela
0 Velocidade (rpm) ‘ Velocidade Velocidade
6leo 10.000 12.000 ‘ 10.000 12.000 10.000 12.000
20% 7

30%

3min | 7min | 3 min | 7 min ]3min 7min | 3min | 7 min 3min | 7min | 3min | 7 min

Tempo ‘ Tempo Tempo

Azul escuro — 0,5% Azul claro - 1%

Fonte: Autoria Prdpria.

Ja as amostras de 6leo essencial de canela contendo CNF apresentaram uma coloracao
esbranquicada, porém algumas amostras possuem camadas oleosas entre a estrutura
visivelmente gelificada, indicando que houve um excesso de O6leo essencial nédo
emulsionado. S8o estas: 65 (1% CNF, 12.000 rpm, 30% 6leo, 3 minutos), 67 (1% CNF,
10.000 rpm, 20% oleo, 3 minutos) e 69 (1% CNF, 10.000 rpm, 30% 0leo, 7 minutos), e as
trés possuem em comum 1% em massa de nanofibras de celulose. Lu e colaboradores
observaram o efeito contrario, sendo que a capacidade de emulsificacdo aumentou com o
aumento no teor de nanofibras de celulose na emulsificacdo de dleo de oliva (Lu et al.,
2021). Os demais pardmetros sdo necessarios para uma avaliagdo completa e selecdo das

amostras mais estaveis.

5.2 Tamanho de gotas

Visando compreender a estabilidade das emuls6es associado com os tamanhos de gota,
as amostras, apos a emulsificacdo, foram analisadas por microscopia 6tica, que emprega
lentes de aumento e incidéncia de luz para visualizar a microestrutura da emulsdo. Os
resultados de didmetros médios das amostras 0leo/agua sao apresentados na Figura 18. As
amostras de linalol/agua, cardamomo/agua e canela/agua apresentaram diametros variando

entre 100 ¢ 200 um, com elevado desvio padrdo, com algumas exce¢des com valores
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maiores ou menores, como 250 um na mistura de canela (amostra 56 - 12.000 rpm, 30%
6leo, 7 minutos) e 50 um na de cardamomo (amostra 25 - 10.000 rpm, 20% O6leo, 7
minutos). Os elevados tamanhos de gota sdo indicadores da auséncia do processo de
emulsificacdo, que resulta em uma mistura entre 6leo e agua que é rapidamente desfeita e
gera a separacdo de fases. Nesse caso, espera-se que tenha ocorrido uma formacéo
momenténea de particulas de tamanhos aleatorios com rapida coalescéncia, tendendo a

formar separagdo de fase imediata.

Figura 18. Diametro médio de gota das misturas de dleo essencial e agua a) linalol, b) cardamomo, e c)

canela.
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Fonte: Autoria Prdpria.

No Anexo 1, Tabela I, sdo apresentados os resultados em termos de variagéo estatistica
apos a realizacdo do teste Tukey, comparando pares de amostras 6leo de ho wood/agua,
sem 0 uso de nanocelulose, em que as células coloridas representam amostras
estatisticamente diferentes entre si. Todas as amostras sdo diferentes entre si, indicando

que ndo ha similaridade ou padronizacdo entre estas devido aos parametros de processo,

conforme esperado devido a baixa estabilidade do sistema.
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De forma similar ao ocorrido para o OE de linalol, as misturas de OE de cardamomo
e dgua apresentaram similaridade estatistica de tamanhos (Tabela Il, Anexo 1), ou seja, nao
houve um padréo de tamanhos de acordo com os pardmetros de processo, corroborando a
heterogeneidade da mistura.

Para o OE de canela, conforme reportado anteriormente, a amostra 56 apresentou
tamanhos de gota significativamente maiores do que as demais (Tabela Ill, Anexo ),
resultando em uma mistura estatisticamente diferente das demais, o que pode ser resultante
de uma taxa de coalescéncia acelerada. As amostras 49 a 55 apresentaram diametros que,
quando comparados simultaneamente, sdo similares. No entanto, ao analisar o tamanho de
gota e a aparéncia visual, verifica-se que os fendmenos de instabilidade induzem a
separacdo de fase instantes ap0s a preparacdo das amostras. Esse comportamento,
verificado para todos os 6leos essenciais, destaca a importancia do uso de um agente
emulsificante.

Apos a emulsificacdo com CNC, os trés 6leos essenciais apresentaram goticulas com
didmetros similares, entre 20 e 50 um (Figura 19), significativamente menores do que as
misturas de 6leo e agua. Isso porque, apés a adicdo de um agente estabilizante, como as
CNCs, ha condicdes favoraveis para a formacao de uma emulsdo com goticulas menores e
mais estaveis.

As emulsdes de Linalol/CNC (Figura 19a) apresentaram diametros similares em
praticamente todas as condi¢des de processamento, com excec¢do a amostra 10 (0,5% CNC,
10.000 rpm, 30% Oleo, 3 minutos), que apresentou tamanhos de particula estatisticamente
superiores aos demais (Tabela I, Anexo I1), possivelmente porque 10.000 rpm e 3 minutos
foram condic¢des insuficientes para que houvesse a quebra da fase oleosa em pequenas
goticulas de 6leo. A amostra 13 (1% CNC, 10.000 rpm, 30% o0leo, 7 minutos) também
apresentou diferenca estatistica em relagdo as demais, possivelmente devido ao elevado
desvio padréo, indicando possivel heterogeneidade no sistema.

A Figura 19b apresenta os tamanhos medios de gota das emulsdes de cardamomo
contendo CNC, em que os diametros obtidos foram entre 10 e 50 pm. Todas as amostras
apresentaram tamanhos de gotas estatisticamente diferentes entre si (Tabela 11, Anexo I).
Os resultados encontrados para os 6leos de linalol e cardamomo sdo bastante similares,
sendo que os didmetros de gota inferiores aos encontrados para as misturas OE/agua
caracterizam um processo de emulsificacdo eficiente, indicando que os CNCs foram

adsorvidos na interface 6leo/agua, resultando em uma cobertura da superficie da gota.
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Figura 19. Diametro médio de gota emulsGes de dleo essencial estabilizado com CNCs a) linalol, b)
cardamomo, e c) canela.
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Fonte: Autoria Propria.

A Figura 19c apresenta os tamanhos médios de gota obtidos para as emulsGes de
canela estabilizadas com CNCs, com didmetros variando entre 25 e 50 um,
significativamente menores do que os das misturas OE/agua. A amostra 62 (0,5% CNC,
12.000 rpm, 30% 6leo, 7 minutos) apresentou os maiores diametros de gota, com valores
estatisticamente diferente das demais (Tabela I11, Anexo I1), indicando que seus parametros
de processo afetaram a formacdo das goticulas durante a emulsificacdo das amostras. A
amostra 60 (0,5% CNC, 12.000 rpm, 20% 0leo, 3 minutos) também apresentou diferencas
estatisticas. Ambas as amostras possuem em comum uma menor concentragdo de CNC e
elevada velocidade de homogeneizacgéo, indicando que a concentracdo de CNC pode ser
um fator de grande influéncia para a estabilizacdo das emulsdes. Li e colaboradores
observaram uma reducdo no diametro de emulsGes estabilizadas comparados as misturas
sem estabilizante, e também uma dependéncia deste pardametro com a concentracdo de
nanoparticulas, provavelmente porque a adicdo de CNCs aumentou a area interfacial de
O/W (Li, X. et al., 2018).

A Figura 20c apresenta os didmetros médios de gota para as emulsfes estabilizadas
por CNFs, sendo que estas possuem tamanhos médios de didmetro ligeiramente superiores
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as emulsdes estabilizadas com CNCs devido a cobertura de superficie eficiente das CNF
ao redor das gotas de 6leo. Além disso, emulsdes estabilizadas com CNF usualmente levam
a formacdo de uma rede tridimensional, induzindo um aspecto semelhante a gel. De acordo
com Huang et al. (2020), a estrutura tridimensional formada pode aumentar os tamanhos
das goticulas e resultar em alta polidispersidade (Huang, Y. et al., 2020) pois as gotas
presas dentro do emaranhado formado pelas nanofibras gera uma aproximagéo das gotas
gue ocupam 0 mesmo espago, e pode resultar na sua coalescéncia (Gestranius et al., 2017,
Souza et al., 2020). Gotas em espacos diferentes, por sua vez, ndo sdo capazes de se
aproximar devido ao impedimento estérico resultante das fibras celulésicas, refletindo em

emulsdes estaveis.

Figura 20. Diametro médio de gota emulsdes de 6leo essencial estabilizado com CNFs a) linalol, b)

cardamomo, e ¢) canela.
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Fonte: Autoria Prdpria.

As amostras 17 (0,5% CNF, 10.000 rpm, 20% 6leo, 3 minutos), 22 (0,5% CNF, 12.000
rpm, 20% dleo, 7 minutos) e 23 (1% CNF, 12.000 rpm, 20% 06leo, 3 min) apresentaram oS
menores tamanhos de gota e, em comum, menor concentracdo de dleo essencial. No caso
do OE de linalol, que possui abundancia de grupos OH, é possivel que as maiores
concentragdes de 6leo induzam a aproximacdo das goticulas entre si por forcas atrativas

(Luetal., 2019; Ostertag, Weiss e McClements, 2012). Nesse caso, menores concentragdes
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podem facilitar a quebra da fase oleosa e sua retencéo dentro da estrutura tridimensional
formada pelas CNFs. A amostra 24 (1% CNF, 10.000 rpm, 20% Oleo, 7 minutos)
apresentou tamanhos de gota estatisticamente superiores as demais emulsGes (Tabela I,
Anexo I11) e maior polidispersividade, ou seja, ndo houve uma quebra eficiente das gotas
nestas condicdes de processo.

No caso das amostras de cardamomo, apenas a 42 (0,5% CNF, 10.000 rpm, 30% 0leo,
3 minutos) é estatisticamente diferente, com tamanhos de gota significativamente maiores
(Tabela I1, Anexo I1). As demais amostras apresentaram variacdes entre si associadas ao
processo de emulsificacao.

As emulsdes de canela apresentam didmetros medios de gota das emulsdes
estabilizadas com CNFs variando entre 30 ¢ 100 um. As amostras 65 (1% CNF, 12.000
rpm, 30% oOleo, 3 minutos) e 66 (0,5% CNF, 10.000 rpm, 30% o6leo, 3 minutos)
apresentaram os maiores valores, estatisticamente diferente das demais (Tabela 111, Anexo
[11). Nestas amostras, o Unico fator comum identificado foi a concentragdo de 6leo essencial
(30%), similar as emulsdes de linalol, indicando que em emulsdes estabilizadas com CNF,
ha um limite de OE capaz de ser efetivamente estabilizado, sem que haja excesso ou
tendéncia a coalescéncia no interior da estrutura tridimensional formada.

Zhai e colaboradores (2018) testaram diferentes concentracdes de éleo de amendoim
estabilizados por nanofibras de celulose bacteriana, e observaram ~25% € a concentracao
de 6leo ideal. Os autores relataram que as particulas podem ser diretamente ligadas a
interface 6leo-agua, gerando uma camada de superficie carregada de particulas que atua na
protecdo das gotas contra eventos de instabilidade, como coalescéncia (Zhai, Xichuan et
al., 2018). A amostra 72 (0,5% CNF, 10.000 rpm, 20% o0leo, 7 minutos) apresentou

diferencas estatisticas associadas a menores tamanhos de particula.

5.3 Morfologia das gotas

A microscopia 6tica foi utilizada para uma andlise visual do formato das gotas. A
mistura entre 6leo e agua resulta em duas fases distintas e facilmente identificaveis, sendo
este um padrdo para todos os 6leos e corroborando os resultados da analise visual. Apds a
mistura, ocorre uma formagcdo momentanea de gotas oleosas, que devido a instabilidade
termodinamica, tendem a rapidamente retornar ao seu estado original. A Figura 21 e a
Figura 22 apresentam as morfologias das misturas OE linalol/agua e OE cardamomo/agua,
respectivamente. Devido a instabilidade do sistema, durante a analise foi observada uma

tendéncia de coalescéncia; as setas brancas indicam as fases distintas e a tendéncia de
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separacao de fases rapida. Apesar de algumas gotas apresentarem-se bem definidas, esta
propriedade é caracteristica da fase oleosa, e ndo indica uma mistura estavel. De acordo
com Lu e colaboradores, sistemas de O/A apresentam separacdo de fase visivel a olho nu
como um resultado de coalescéncia dos dominios de 6leo e a quebra continua das particulas

menores e sua fusdo em particulas maiores (Lu et al., 2021).

Figura 21. Fotomicrografias representativas obtidas por microscopia 6tica para as misturas de linalol e

agua.
de OF 10.000 12.000
20%
30%

3 min

Tempo

Fonte: Autoria Prdpria.

A mistura possui separacdo de fase visivel a olho nu, conforme apresentado
anteriormente, e as microestruturas confirmam a ndo formacao de uma emulséo devido a
auséncia de um agente estabilizante. Outro aspecto importante é que enquanto algumas
gotas apresentam formatos esféricos, outras sdo assimétricas, na forma de elipsoides
prolatos axialmente alongados. Os formatos elipsoides podem ser associados a deformacéo
das goticulas de 6leo causada pela instabilidade no sistema. Nesse caso, as gotas grandes
apresentaram as morfologias assimétricas pois ndo houve energia o suficiente para reduzir
a tensdo interfacial, diminuir a pressdo interna e rompé-las em goticulas menores
(Lawrence e Rees, 2012). De acordo com Silva (2011), tensoativos ou emulsificantes
possuem um papel importante pois diminuem a tensédo interfacial, reduzindo a tenséo
necessaria para a formacdo de gotas menores, bem como evitando a coalescéncia (Silva,
2011).
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Figura 22. Fotomicrografias representativas obtidas por microscopia 6tica para as misturas de cardamomo e

agua, sem o uso de estabilizante.
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Fonte: Autoria Prdpria.

De forma similar, as misturas OE canela/agua (Figura 23) apresentaram formatos

assimétricos de gotas, com gotas de dimensdes elevadas.

Figura 23. Fotomicrografias representativas obtidas por microscopia 6tica para as misturas de 6leo

essencial de canela e 4gua.
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Fonte: Autoria Propria.
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Os oleos de linalol e cardamomo, apesar da instabilidade e separacdo de fase,
apresentaram um ndmero expressivo de particulas menores, possivelmente devido a
agitacdo prévia realizada antes do ensaio. A mistura de 6leo essencial de canela e gua
apresentou, para todas as condicdes de preparo, majoritariamente, gotas de tamanhos
expressivos, abrangendo varios micrometros de diametro, estando essa morfologia
associada aos fendmenos de instabilidade, conforme discutido anteriormente. Ademais,
durante o ensaio de microscopia Otica, foi possivel identificar goticulas menores
coalescendo e se integrando as maiores, caracteristica da separacdo de fases identificada
na Figura 17.

As emulsdes estabilizadas com CNCs apresentaram variacdes na morfologia e
tamanho de gota quando comparadas as misturas OE/agua. A Figura 24 apresenta
fotomicrografias representativas para as emulsdes OE linalol, em que, diferente do
observado anteriormente, sdo identificaveis gotas similares a pequenos ‘“pontos”,

associadas a tamanhos micrométricos.

Figura 24. Fotomicrografias representativas obtidas por microscopia 6tica das emulsdes estabilizadas com

CNC.
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Fonte: Autoria Propria.
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N&o é possivel observar indicios da presenca das nanoceluloses devido as limitaces
de equipamento, uma vez que 0 microscépio 6tico ndo tem resolugdo para a visualizacéo
de particulas na escala nanométrica. Verifica-se que as gotas maiores, que aparecem em
menor frequéncia quando comparadas as da Figura 24, também possuem formas
assimétricas de um elipsoide prolato, sendo esse comportamento verificado principalmente
para as amostras 9 (1% CNC, 12.000 rpm, 30% o6leo, 3 minutos), 11 (1% CNC, 10.000
rpm, 20% 6leo, 3 minutos) e 15 (0,5% CNC, 10.000 rpm, 20% 6leo, 7 minutos), indicando
uma ma emulsificacéo.

A presenca de gotas maiores pode ser justificada por dois pontos: o excesso de CNCs
pode resultar em sua aproximacdo umas das outras devido a ligacbes de hidrogénio,
induzindo a agregacao e sedimentacdo das particulas e, consequentemente, deixando mais
superficie de 6leo disponivel para a coalescéncia e formacgéo de gotas maiores, ou ainda ao
baixo recobrimento da superficie das gotas (interface), que permite a aproximacdo das
gotas entre si, resultando no aumento dos tamanhos de gota e no fendmeno de
envelhecimento de Ostwald (Jutakridsada et al., 2020). Este comportamento também foi
observado para algumas emulsdes de cardamomo (Figura 25), como para 33 (1% CNC,
12.000 rpm, 30% oOleo, 3 minutos), 37 (1% CNC, 10.000 rpm, 30% o0leo, 7 minutos) e 40
(0,5% CNC, 10.000 rpm, 20% 6leo, 7 minutos).

As gotas mais esféricas e de tamanhos menores estéo associadas a eficiéncia do uso de
CNCs como emulsificante, e nesse caso espera-se que as nanoceluloses tenham diminuido
a tensdo interfacial, permitindo que as gotas maiores fossem fracionadas, e as gotas
menores tenham sido estabilizadas por meio da adsorcdo da fase solida na interface O/A.
Em relagéo a concentracdo de CNC, verificou-se que a adi¢do de 0,5% gerou uma "nuvem"”
com uma grande quantidade de goticulas, enquanto 1% de CNC ndo apresentou um padrao,
sendo o aspecto da disperséo dependente das condicdes de processo (Yuan, T. et al., 2021).

A Figura 25 apresenta as imagens de microscopia oOtica obtidas para as emulsdes de
cardamomo estabilizadas com CNC, que apresentou goticulas significativamente menores
as da emulsdo de linalol. Levando em consideracdo as fotomicrografias, as amostras 34
(0,5% CNC, 10.000 rpm, 30% Oleo, 3 minutos), 35 (1% CNC, 10.000 rpm, 20% o6leo, 3
minutos), 36 (0,5% CNC, 12.000 rpm, 20% 6leo, 3 minutos), 38 (0,5% CNC, 12.000 rpm,
30% oOleo, 7 minutos) e 39 (1% CNC, 12.000 rpm, 20% oleo, 7 minutos) apresentam
goticulas de tamanhos reduzidos, 0 que se evidencia ao comparar as emulsdes de

linalol/CNC e cardamomo/CNC e sem a presenca de gotas assimétricas. E possivel que,
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nesse caso, interacdes quimicas distintas tenham ocorrido, alterando o mecanismo de

estabilizag&o presente.

Figura 25. Fotomicrografias representativas obtidas por microscopia 6tica das emulsdes de cardamomo e

agua, estabilizadas com CNC.
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Fonte: Autoria Prdpria.

Dentre essas, as amostras visualmente menores foram 34 e 38, possuindo como
fator comum a menor concentragdo de CNCs, sendo um possivel indicativo de que a
concentracdo destas pode ser um fator critico para a estabilidade de uma emulsdo de
cardamomo/CNC.

A Figura 26 apresenta as microscopias Oticas obtidas para as emulsdes de canela
estabilizadas com CNC, em que a morfologia foi completamente distinta das amostras nao
estabilizadas, com gotas esféricas e de tamanhos reduzidos. Nesse caso, as gotas em
maiores tamanhos foram identificadas em um estado separado das demais, o que, de acordo
com Chen e colaboradores, ndo é uma tendéncia de floculacdo e representa que, mesmo
com tamanhos de gota maiores, a emulsdo é estavel, e os diametros sdo associados a energia
insuficiente para realizar a quebra de todas as gotas em goticulas menores (Chen, Liu e
Tang, 2019).
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A estabilidade é resultado de forcas eletrostaticas provenientes do recobrimento das
gotas de 6leo pelos nanocristais de celulose, que causam uma repulsdo das goticulas entre
si devido as cargas negativas presentes na suspenséo (Ni, Li e Fan, 2020).

Figura 26. Fotomicrografias representativas obtidas por microscopia 6tica das emulsdes de canela e agua,

estabilizadas com CNC.
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Fonte: Autoria Prdpria.

A Figura 27 apresenta a morfologia das emulsdes de linalol estabilizadas com
nanofibras de celulose. Diferente do observado para as emulsdes com CNC, que
apresentaram o fundo limpido, estas apresentam um fundo turvo e com indicios de uma
heterogeneidade nas amostras. A fase aquosa de fundo turva indica que houve uma
alteracdo na sua composicdo, sendo essa agora composta de CNFs distribuidas
homogeneamente, que, de acordo com Dai et al. (2021), formam uma rede tridimensional
devido a capacidade de auto-organizacdo de estruturas celulsicas (Dai et al., 2021).
Comparando as amostras de emuls6es estabilizadas com CNC e CNF, verificou-se que a
morfologia das particulas ¢ um fator essencial para a estabilidade dos sistemas 6leo
essencial de linalol/agua devido a mecanismos de estabilidade eletroestatica, resultante das
cargas intrinsecas oriundas das hidroxilas da celulose, flexibilidade das particulas e
migracado delas para a interface 6leo/agua. Neste caso, as nanofibras de celulose podem ter
apresentado maiores tamanhos de gota devido as suas intera¢des hidrodindmicas, como as
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forcas de atracdo de longo alcance induzidas pela deformacéo das interfaces fluido-fluido,
que dominam a migracdo das CNFs na interface e resultam no confinamento das gotas
dentro da rede formada, sendo essa estabilizagdo chamada de “estérica” (Kalashnikova et
al., 2013).

Figura 27. Fotomicrografias representativas obtidas por microscopia 6tica das emulsdes de linalol

estabilizadas com CNF.
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Fonte: Autoria Prdpria.

Durante o processo de emulsificacdo, as nanofibras sdo auto-organizadas e formam
uma estrutura tridimensional gelificada contendo goticulas de 6leo entre os emaranhados
fibrilares. Caso ndo haja uma disperséo eficiente, as gotas se aproximam dentro da estrutura
emaranhada e coalescem, como o0 observado na amostra 21 (1% CNF, 10.000 rpm, 30%
6leo, 3 minutos). Ademais, as emulsfes de linalol estabilizadas por CNF, preparadas a
12.000 rpm, apresentaram gotas menores, indicando que em sistemas contendo nanofibras
e 6leo essencial de Ho wood, é necessaria alta energia para quebrar eficientemente a fase
oleosa em goticulas menores e organizar as CNFs, independentemente da concentragdo de
6leo.

A Figura 28 apresenta a morfologia das emulsdes de 6leo essencial de cardamomo
estabilizadas com nanofibras de celulose. Similar ao observado para as emulsdes de

linalol/CNF, estas também apresentaram tamanhos de gota superiores aos das emulsdes
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estabilizadas com CNCs, além da presenca de gotas sobrepostas e em maior quantidade
(clusters de goticulas) (Qian et al., 2020). As diferentes “camadas” de emulsdo
identificaveis sdo resultado das finas camadas flexiveis formadas pelas CNFs e seu estado
de dispersdo concentrado, e os clusters de gotas de 6leo sdo formados por goticulas

aleatoriamente empacotadas.

Figura 28. Fotomicrografias representativas obtidas por microscopia 6tica das emulsdes de cardamomo
estabilizadas com CNF.
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Fonte: Autoria Prdpria.

A estrutura aglomerada de goticulas tem sido amplamente relatada em emulsGes
Pickering estabilizadas com nanotubos fibrilares ou particulas anisotrépicas (Avendano et
al., 2016; Lu et al., 2021; Peng et al., 2016), que também é descrito como 'organiza¢ao em
rede' ou rede tridimensional.

A Figura 29 apresenta as microscopias éticas obtidas para as emulsdes de canela
estabilizadas com CNF. Diferente do observado para os outros 6leos, nesse caso houve a
formacéo de uma camada opaca e irregular abaixo das gotas, 0 que pode ser resultado de
um diferente processo de emulsificacao.

As amostras 65 (1% CNF, 12.000 rpm, 30% 6leo, 3 minutos), 69 (1% CNF, 10.000
rpm, 30% oleo, 7 minutos) e 72 (0,5% CNF, 10.000 rpm, 20% o0leo, 7 minutos) possuem
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gotas maiores, empacotadas e proximas umas das outras e empacotadas, o que pode ser um
indicativo de uma possivel coalescéncia (Paximada et al., 2016). No entanto, de acordo
com Lu e colaboradores, esse comportamento é observado em emulsdes estabilizadas com
particulas anisotrdpicas, e esta relacionado a “organizagdo da rede”, em que as gotas
buscam seu estado termodinamicamente favoravel de organizacdo (Lu et al., 2021).
Considerando a segunda hipdtese, tem-se que as gotas mais préximas apresentaram,
portanto, forcas atrativas, porém a nanocelulose em sua interface impediu sua coalescéncia

em gotas maiores.

Figura 29. Fotomicrografias representativas obtidas por microscopia 6tica das emulsdes de canela e agua,

estabilizadas com CNF.
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Fonte: Autoria Prdpria.

Neste trabalho, foram obtidas goticulas separadas e bem distintas, o que reflete a
estabilidade fisica gerada pelas CNFs. Yuan e colaboradores usaram fibras de celulose em
diferentes dimensdes para estabilizar emulsGes e obtiveram grandes aglomerados de gotas
(Yuan, T. etal., 2021).

5.4 Estabilidade ao longo do tempo de armazenamento

A estabilidade de emulsfes é um dos maiores desafios encontrados, sendo usualmente

acompanhada por meio de mudancas fisicas ao longo do tempo. Esta caracteristica é
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essencial para a aplicacdo, transporte e comercializacdo dessa classe de materiais. A
estabilidade € associada ao tamanho das gotas, mecanismo (estérica ou eletroestéatica), tipo
de estabilizante (surfactante, particula sélida orgénica ou inorgéanica, proteinas), entre
outros. Na Figura 30 sdo apresentadas as misturas obtidas durante a primeira fase do

trabalho com o 6leo essencial de linalol e &gua no intervalo de 30 dias.

Figura 30. Fotografias digitais obtidas a partir da estabilidade ao longo do tempo, nos dias 0 e 30, para as

misturas de OE de linalol e dgua.
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Fonte: Autoria Prdpria.

O acompanhamento visual é importante pois normalmente a dispersdo de luz de
emulsdes estabilizadas € alta e a taxa de transmissao € muito baixa em todas as regides da
solucdo, ou seja, ndo ha regides transparentes. No entanto, essa inversao de comportamento
ocorre quando a emulsdo € destruida e as fases sdo separadas e facilmente distinguiveis
(Shin et al., 2019). As amostras de 6leo/agua sem agente estabilizante foram realizadas
para comparagdo com as estabilizadas, sendo possivel observar que desde 0 momento de
preparo houve completa separacdo de fase, ou seja, as amostras sdo completamente

instaveis e imisciveis devido a diferenca de polaridade. O mesmo comportamento ocorreu
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para as misturas com 0leo essencial de cardamomo (Figura 31), reforcando a necessidade
da adicdo de um agente emulsificante na mistura, uma vez que o OE livre facilita sua
evaporacdo e oxidacdo, resultando em perda de eficacia e controle de propriedades
(Ashokkumar, Murugan, Dhanya, M. K., et al., 2020).

Figura 31. Fotografias digitais obtidas a partir da estabilidade ao longo do tempo, nos dias 0 e 30, para as

misturas de OE de cardamomo e agua, sem o uso de estabilizante.
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Fonte: Autoria Prdpria.

O OE de canela (Figura 32), diferente do ho wood e cardamomo, possui uma
coloracdo amarela caracteristica, resultante da casca da canela. Novamente ndo foi
observada emulsifica¢do, uma vez que a energia fornecida para que as gotas de 6leo fossem
dispersas no sistema aquoso foi rapidamente perdida, e o sistema retornou ao estado estavel
de oOleo separado de 4gua em um tempo curto (alguns minutos ap0s a preparagdo),
mantendo-se assim ao longo do periodo do teste. Todas as misturas de 6leo e agua
demonstraram-se completamente instaveis, e, portanto, inadequadas para aplicacbes a

prazos médios e longos.
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Figura 32. Fotografias digitais obtidas a partir da estabilidade ao longo do tempo, nos dias 0 e 30, para as

misturas de OE de canela e agua, sem o uso de estabilizante.
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Fonte: Autoria Prdpria.

A Figura 33 apresenta as fotografias digitais obtidas para as emulsdes linalol/CNC nos
dias 0 e 30. A incorporacdo de CNCs no sistema 6leo/dgua promoveu a formacdo de
emulsdes pela adsorcdo irreversivel das particulas solidas na interface 6leo/agua, gerando
uma forte barreira interfacial que evitou a coalescéncia das gotas (Guo et al., 2021).

No primeiro dia, todas as emulsfes frescas estavam completamente estaveis, sem
separacao de fases, e apos 30 dias de acompanhamento, todas as amostras apresentaram
fendmenos de instabilidade, como sedimentacao e cremeacdo. Lu e colaboradores, em seu
trabalho, observaram comportamento similar para as emulsdes desenvolvidas, com uma
fracdo sedimentada de CNCs ndo adsorvidas na superficie das gotas de 6leo, uma fase
estavel, e a fase cremosa (instavel) na parte superior (Lu et al., 2021). A fracéo
sedimentada, de acordo com os autores, é resultado da atragdo das nanoceluloses entre si,
sendo que as forcas atrativas sdo fortes o suficiente para evitar sua deposi¢éo na interface
6leo/agua, formando clusters de CNCs que posteriormente sdo floculados e se encontram

no fundo do tubo. Esse comportamento é chamado entropy-driven (Lu et al., 2021).
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Figura 33. Fotografias digitais obtidas a partir da estabilidade ao longo do tempo, nos dias 0 e 30, para as

emulsoes de linalol com CNC.
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Fonte: Autoria Propria.

A Tabela 5 apresenta o indice de creme (IC) e a razdo sedimentada das emuls6es
estabilizadas com CNC. As amostras que apresentaram maior IC, e consequentemente,
maior instabilidade, foram a 10 (0,5% CNC, 10.000 rpm, 30% o6leo, 3 minutos), 11 (1%
CNC, 10.000 rpm, 20% oleo, 3 minutos) e 15 (0,5% CNC, 10.000 rpm, 20% oleo, 7
minutos). Essas amostras possuem em comum a rotagdo de 10.000 rpm, sendo um
indicativo de que baixas rotagcbes podem ser insuficientes para gerar uma cobertura
eficiente de CNCs na interface O/A.

J& as emulsdes com maior razdo sedimentada foram 11 (1% CNC, 10.000 rpm, 20%
6leo, 3 minutos) e 12 (0,5% CNC, 12.000 rpm, 20% 6leo, 3 minutos), com valores de 8,3
e 10,4, respectivamente. Estas emulsdes possuem em comum 20% em volume de éleo
essencial e 3 minutos de homogeneizacao, indicando que essas condi¢es de processo,
qguando combinadas, resultam em uma capacidade emulsificante insuficiente para que as

CNCs fossem adsorvidas na superficie das goticulas de 6leo essencial. As amostras que
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apresentaram menor I1C foram 12 (0,5% CNC, 12.000 rpm, 20% 6leo, 3 minutos), 13 (1%
CNC, 10.000 rpm, 30% oleo, 7 minutos) e 14 (0,5% CNC, 12.000 rpm, 30% oleo, 7
minutos), e as de menor razéo de sedimentacéo, dentre estas trés, foram a 13 e a 14.

Tabela 5. Valores do indice de creme e razdo de sedimentacéo das Pickering emulsions estabilizadas com

CNC.
Linalol
Amostra Indice de creme (%) RazAo de sedimentacéo (%)
Dia 0 Dia 30 Dia 0 Dia 30
9 0 10921 0 57+0
10 0 42,1+5,6 0 50+0,6
11 0 31,1+48 0 83+1,2
12 0 6,7+1,3 0 10,4+£1,0
13 0 78+1,0 0 3,3+0,2
14 0 49+0,8 0 7805
15 0 35,7+3,6 0 0
16 0 96+20 0 74+15
Cardamomo
Amostra indice de creme (%) Raz&o de sedimentacéo (%)
Dia 0 Dia 30 Dia 0 Dia 30
33 0 46,8 +5,3 0 6,4+1,1
34 0 34,2+39 0 0
35 0 37,740 0 13,4+1,3
36 0 43,1+ 3,7 0 0
37 0 56,2+2,9 0 0
38 0 34,2+ 3,2 0 0
39 0 41,8+4,1 0 6,5+0,5
40 0 451+45 0 7,3+0,8
Canela
Amostra indice de creme (%) Razéo de sedimentagéo (%)
Dia 30 Dia 0 Dia 0 Dia 30
57 0 34,4 +5.2 0 0
58 0 49,2+49 0 0
59 0 52,3+6,1 0 0
60 0 59,5+55 0 0
61 0 453 +4.2 0 0
62 0 42,8 +47 0 0
63 0 52,3+5,3 0 0
64 0 55,6 +4,8 0 0

A Figura 34 apresenta as fotografias digitais obtidas para as emulsfes de cardamomo
estabilizadas com CNC nos dias 0 e 30. Estas amostras apresentam uma coloragdo branca,
confirmando a emulsificagdo. Apos trinta dias de armazenamento, verificou-se que todas
as emulsdes apresentaram separacao de fase, com uma camada de creme (coloracdo branca)

e uma camada transparente (emulsificada). Além disso, na parte inferior de alguns tubos,
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como para as amostras 33 e 35, verificou-se uma fracdo sedimentada, possivelmente

associada a presenca de nanocelulose ndo adsorvida na interface das gotas.

Figura 34. Fotografias digitais obtidas a partir da estabilidade ao longo do tempo, nos dias 0 e 30, para as

emulsdes de OE de cardamomo e agua, utilizando CNC como estabilizante.
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Fonte: Autoria Prdpria.

A separacdo de fase pode ser atribuida a caracteristica hidrofilica da nanocelulose, que,
principalmente em altas concentracbes (1%) podem induzir a interagdes entre as
nanoparticulas, sem que haja uma auto-organizacao dos planos cristalinos hidrofobicos ao
redor das gotas de 6leo. Assim, ao invés de os CNCs serem adsorvidos nas interfaces,
formaram flocos que tenderam a sedimentar devido a gravidade. Essa baixa cobertura
superficial resulta em menor estabilidade ao longo do tempo, facilitando coalescéncia e
separacao de fase.

Considerando os valores de IC e da razéo de sedimentagéo (Tabela 5), verificou-se que
apos 30 dias de armazenamento, as amostras estabilizadas com 1% CNC apresentaram 0s
maiores valores de CI, indicando que maiores teores de fase solida podem acelerar a
coalescéncia das goticulas. Essas amostras também apresentaram uma fracdo CNC

sedimentada, confirmando a quebra da emulsdo. Além disso, comparando amostras
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estabilizadas com 0,5% CNC, maiores teores de 6leo resultaram em menor IC, ou seja,
maior estabilidade. De acordo com os resultados apresentados, as amostras que apresentam
maior estabilidade s&o a 34 (0,5% CNC, 10.000 rpm, 30% o0leo, 3 minutos) e 38 (0,5%
CNC, 12.000 rpm, 30% o0leo, 7 minutos), que possuem em comum a menor concentracao

de nanocristais de celulose.

A Figura 35 apresenta as fotografias digitais obtidas para as emulsbes de canela
estabilizadas com CNC, nos dias 0 e 30.

Figura 35. Fotografias digitais obtidas a partir da estabilidade ao longo do tempo, nos dias 0 e 30, para as

emulsBes de OE de canela e agua, utilizando CNC como estabilizante.
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Fonte: Autoria Prdpria.

Similar ao observado para os outros OE, houve a formacao da camada de creme. N&o
foi verificada uma fase oleosa, indicativo de que ndo houve excesso de éleo essencial para
as composicg0es estabilizadas com nanocristais de celulose. Diferente do observado para as
emulsdes de cardamomo e linalol, nenhuma amostra apresentou CNC sedimentada no
fundo dos tubos de ensaio, o que pode ser um indicativo de que toda a massa de nanocristais
adicionada foi adsorvida ao redor das gotas de Gleo.
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Levando em consideracdo as fotografias digitais e os valores de IC (Tabela 5), as
amostras que apresentaram as menores estabilidades fisicas foram 59 (1% CNC, 10.000
rpm, 20% dleo, 3 minutos), 60 (0,5% CNC, 12.000 rpm, 20% 0leo, 3 minutos) e 64 (0,5%
CNC, 10.000 rpm, 20% 0leo, 7 minutos). Os resultados indicam que a concentracdo de
6leo essencial ¢ um fator chave para o OE de canela, e, de acordo com a tendéncia dos
resultados, maiores concentracdes deste 6leo aumentariam os valores de estabilidade. Esse
fato é confirmado pelas amostras mais estaveis, 57 (1% CNC, 12.000 rpm, 30% Oleo, 3
minutos) e a 62 (0,5% CNC, 12.000 rpm, 30% o6leo, 7 minutos). Ambas possuem em
comum o teor de Gleo essencial e a velocidade de homogeneizacdo, ou seja, além da
concentragdo de OE, a quantidade de energia cedida ao sistema para superar a barreira
termodindmica da estabilidade de separacdo de fases também é um fator essencial na
estabilidade das emulsdes.

A Figura 36 apresenta as fotografias digitais obtidas para as emulsdes de OE de linalol

estabilizadas com CNF nos dias 0 e 30.

Figura 36. Fotografias digitais obtidas a partir da estabilidade ao longo do tempo, nos dias 0 e 30, para as

emuls@es Pickering de linalol estabilizadas com CNF.
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Fonte: Autoria Prdpria.
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Conforme discutido anteriormente, o uso de nanofibras de celulose para estabilizar
6leos essenciais gera a tendéncia de sobreposicdo das fibras e formacdo de redes
emaranhadas e geis macroscopicos, em que o 0Oleo fica preso no interior da rede formada.
As amostras 17 (0,5% CNF, 10.000 rpm, 20% o0leo, 3 minutos), 18 (0,5% CNF, 10.000
rpm, 30% 0leo, 7 minutos), 20 (0,5% CNF, 12.000 rpm, 30 % 6leo, 3 minutos) e 22 (0,5%
CNF, 12.000 rpm, 20% o0leo, 7 minutos) apresentaram alto indice de creme, com valores
superiores a 25%, conforme apresentado na Tabela 6. Todas as amostras foram preparadas
com 0,5% de CNF, indicando que, para morfologia nanofibrilar, baixas concentragdes
induzem méa emulsificacdo, com alta tendéncia de coalescéncia (Lu et al., 2021).

As emulsdes com maiores teores de CNF apresentaram menores valores de Cl ap6s 30
dias de armazenamento, o que pode ser atribuido a estrutura inerente emaranhada formada
por meio de ligacdes de hidrogénio e estabilizada por interacGes coloidais (Li, Wang, et
al., 2019).

Tabela 6. Valores do indice de cremeacdo e razdo de sedimentacdo das Pickering emulsions estabilizadas

com CNF.
_ Linalol
Indice de cremeacdo (%) | Razdo de sedimentagéo (%)
Amostra CNF "1 Dia 30 Dia 0 Dia 30

17 244 +£272 28,0+£3,0 0 0
18 17,7+1,8 28,824 0 0
19 0 57+0,8 0 0
20 0 458 £4,1 0 0
21 122+1,6 152 +2,0 0 0
22 0 27,1+£21 0 0
23 0 0 0 0
24 0 190+1,7 0 0

Baseado nos resultados encontrados, verificou-se que, para o OE de linalol, a
concentracdo de 6leo e o tempo séo fatores que ndo influenciam na estabilidade, enquanto
0s demais sdo uma combinacao relevante para a estabilizacdo. Resultados similares acerca
da concentracdo de CNFs foram reportados por Paximada e colaboradores (2016), que
investigaram o0 uso de celulose bacteriana como estabilizante de emulsdes 6leo/agua
(Paximada et al., 2016). Além disso, enquanto as emuls@es linalol-CNC apresentaram um
comportamento emulsionado de aspecto mais liquido, as emulsdes linalol-CNF

apresentaram um comportamento do tipo gel.
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A Figura 37 apresenta as fotografias digitais obtidas para as emulsdes nos dias 0 e 30
para avaliagdo da estabilidade das amostras OE Cardamomo/CNF, que apresenta
estabilidade significativamente superior as emulsdes de linalol/CNF. Diferente do
observado para as emulsdes estabilizadas com CNC, ndo houve a formagdo de uma fase

creme apds o armazenamento, mas sim uma diminuicao do volume da fase de emulséo.

Figura 37. Fotografias digitais obtidas a partir da estabilidade ao longo do tempo, nos dias 0 e 30, para as

emulsdes de OE de cardamomo/ CNF.
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Fonte: Autoria Prdpria.

As amostras que apresentaram maior instabilidade foram 42 (0,5% CNF, 10.000 rpm,
30% 0leo, 3 minutos), 44 (0,5% CNF, 12.000 rpm, 20% 6leo, 3 minutos) e 48 (0,5% CNF,
10.000 rpm, 20% o6leo, 7 minutos), que possuem em comum a concentracdo de 0,5% de
CNF. Esses resultados indicam que, tanto para OE de linalol quanto cardamomo requerem
maior concentracdo de nanofibras para emulsificar adequadamente a mistura O/A. Ja as
amostras mais estaveis foram 41 (1% CNF, 12.000 rpm, 30% 6leo, 3 minutos) 46 e 47 (1%
CNF, 12.000 rpm, 20% 6leo, 7 minutos), que possuem como fator comum 1% CNF e

elevada velocidade de emulsificacdo, indicando que um elevado nivel de energia deve ser
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concedido ao sistema para que ele supere a barreira energética e atinja a estabilidade da
emulséo.
A Figura 38 apresenta as fotografias digitais obtidas para as emulsbes de canela

estabilizadas com CNF, que apresentaram aparéncia similar as de cardamomo/CNF.

Figura 38. Fotografias digitais obtidas a partir da estabilidade ao longo do tempo, nos dias 0 e 30, para as

emulsdes de OE de canela e agua, utilizando CNF como estabilizante.
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Fonte: Autoria Propria.

Apesar de todas as amostras apresentarem alta estabilidade, as amostras 65 (1% CNF,
12.000 rpm, 30% oOleo, 3 minutos), 67 (1% CNF, 10.000 rpm, 20% 6leo, 3 minutos) e 69
(1% CNF, 10.000 rpm, 30% oOleo, 7 minutos) apresentaram espacos contendo 6leo livre
visualmente perceptiveis no interior do tubo de ensaio, indicando que essas amostras ndo
foram homogeneamente emulsificadas. Além disso, as amostras 66 (0,5% CNF, 10.000
rpm, 30% Oleo, 3 minutos), 69 e 70 (0,5% CNF, 12.000 rpm, 30% O0leo, 7 minutos)
apresentaram uma fina camada superficial de 6leo na parte superior, indicando que durante
os trinta dias de armazenamento, uma parte do Oleo se desprendeu e coalesceu, gerando

uma separacdo de fase praticamente imperceptivel. As amostras mais estaveis, com base
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nos resultados apresentados, foram 68 (0,5% CNF, 12.000 rpm, 20% 6leo, 3 minutos) e 71
(1% CNF, 12.000 rpm, 20% 06leo, 7 minutos), possuindo em comum o menor teor de 6leo
essencial (oposto do observado para os nanocristais de celulose) e maior rotacao.
Sulbaran-Rangel e colaboradores prepararam emuls@es estabilizadas por nanofibras de
celulose parcialmente acetiladas e analisaram a estabilidade das emulsées ao longo de 43
dias. Os autores verificaram que as amostras mais estaveis apresentaram IC de ~34%
(Sulbarén-Rangel et al., 2020). Os autores reportaram que a forma anisotrépica das
particulas influencia na cobertura de uma fracdo maior da area interfacial, produzindo um
empacotamento interfacial maior e mddulos viscoelasticos. A forma anisotrépica das
particulas também promove a formacao de uma estrutura em rede na superficie da gota da
emuls&o. Assim, de acordo com os autores, esses resultados foram considerados excelentes.
Comparado com esses resultados, as emulsdes desenvolvidas apresentaram excelente

estabilidade.

5.5 Design de experimentos

O design de experimentos foi realizado de forma simplificada, utilizando valores
minimos e maximos de cada parametro para a preparacao das emulsées, sendo considerado
como um projeto experimental de triagem, utilizado para minimizar o nimero de
experimentos necessarios para identificar os fatores mais criticos que afetam o tamanho de
goticulas e a estabilidade das emulsdes. Os resultados utilizados para essa analise foram os
valores de IC no dia 30 e os tamanhos de goticula, obtidos por microscopia 6tica, também
para o dia 30. Os valores no dia 30 foram selecionados para considerar a emulsdo em seu
“estado final de estabilidade”. Os resultados das misturas de 6leo/agua ndo foram
considerados pois este sistema é completamente instavel. Uma vez que ja foram discutidos
os resultados separadamente, o design de experimentos foi utilizado para analisar o
conjunto de amostras e verificar, de forma simplificada, os parametros que influenciam
significativamente na formagédo e estabilidade de uma emulséo.

Os dados obtidos pelo delineamento experimental foram analisados com o Software
Design-Expert®, para 0 modelo 2F1 Reduzido, e uma analise estatistica ANOVA também
foi realizada. Quando o valor de p encontrado foi igual ou superior a 0,05, foi assumido
que nenhum efeito significativo estava presente. Os valores de R? foram entre 0,85 e 0,99
para todas as amostras, dos trés 6leos essenciais estudados, indicando uma boa correlacéo

para todas as variaveis no estudo.
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A Figura 39 apresenta os graficos de superficie de resposta obtidos para o tamanho de
particula das emulsdes de linalol estabilizadas com CNC. Verificou-se que ndo ha um
padrdo nos pardmetros de processo que determinasse o estabelecimento dos menores
tamanhos de particula, estando estes associados a no minimo dois parametros, na maior
parte das vezes. Por exemplo, a concentracdo de 30% de 6leo essencial apresentou menores
tamanhos de particula somente na presenca de 1% de CNC, sendo este efeito mais
pronunciado para maiores velocidades de preparo.

Figura 39. Efeitos das variaveis de preparo no tamanho de gotas das emulsGes de linalol estabilizadas por

CNC, analisado por superficie de resposta.
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Fonte: Autoria Propria.

A Figura 40 apresenta os graficos de superficie de resposta obtidos para o indice de
cremeacao. Em todos os graficos, a concentracdo de 20% de 6leo 0,5% CNC torna-se mais
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clara, indicando um aumento no indice de cremeacdo, ou seja, menor estabilidade. Além
disso, o grafico de 7 minutos e 12.000 rpm apresentou uma coloracdo completamente azul,
ou seja, menores valores de IC, enquanto 0s outros apresentaram outras cores combinadas,

indicando que o indice de cremeacdo foi mais variante.

Figura 40. Efeitos das variaveis de preparo no indice de cremeagao das emulsGes estabilizadas por CNC,

analisado por superficie de resposta.

Time — 3 min; Speed — 10,000 rpm  Time — 3 min; Speed — 12,000 rpm

Creamingindex (%)
Creamingindex (%)

Creamingindex (%)
Creamingindex (%)
S

(&3) i
g, 26
"3ty 28 09 o0
(o, 30 1 o0
0) C“C

Fonte: Autoria Prdpria.

Os resultados indicam que as amostras com maior potencial de estabilizagdo em termos
de parametros de processos foram 9 (1% CNC, 12.000 rpm, 30% 6leo, 3 minutos), 13 (1%
CNC, 10.000 rpm, 30% Oleo, 7 minutos), 14 (0,5% CNC, 12.000 rpm, 30% OGleo, 7
minutos) e 16 (1% CNC, 12.000 rpm, 20% 6leo, 7 minutos). Além disso, a concentracéo
de CNC nédo se demonstrou como um parametro de influéncia significativa, ou seja, a

concentracdo adequada exigiu uma analise da combinacdo com os demais fatores.
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A Figura 41 apresenta os graficos de superficie de resposta obtidos para o tamanho de
gota das emulsdes de linalol estabilizadas com CNF apds um més de armazenamento. Para
essas amostras, conforme discutido anteriormente, o tamanho de particula ndo é um
parametro determinante na decisdo das amostras mais estaveis, sendo necessaria a analise

conjunta com os gréaficos de superficie de resposta para o indice de cremeacao.

Figura 41. Efeitos das variaveis de preparo no tamanho de gota das emulsdes de linalol estabilizadas por

CNF, analisado por superficie de resposta.
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A Figura 42 apresenta os graficos de superficie de resposta obtidos para o IC das
emuls@es estabilizadas com CNF apds um més de armazenamento. Os menores valores de
IC, ou seja, as emulsdes mais estaveis, foram observadas para as emulsGes preparadas a
12.000 rpm durante 3 ou 7 minutos, podendo ser identificadas pela coloracdo azul dos
graficos. Esse resultado indica que baixas velocidades de preparacdo ndo fornecem energia
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suficiente para que haja uma homogeneizacdo eficiente e formacdo da estrutura
tridimensional formada pelas nanofibras de celulose. Além disso, verifica-se uma
tendéncia a menores valores de indice de cremeacdo para 1% de CNF, possivelmente

porque mais nanofibras estavam disponiveis para estabilizarem o 6leo essencial (Franco et
al., 2019).

Figura 42. Efeitos das variaveis de preparo no indice de cremeacdo das emuls@es linalol/CNF, analisado

por superficie de resposta.
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Fonte: Autoria Prdpria.

A partir dos resultados da ANOVA, foram obtidas as equacgdes finais para o IC
(Equacdo 42) e o tamanho da gota (Equacdo 43) em relacdo aos fatores codificados: A:
concentracdo de fase solida, B: concentracdo de Oleo, C: velocidade, D: tempo, e E:
morfologia de nanocelulose (CNC ou CNF).
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IC=19.9-481-A+293-B-5.18.C-5.44-D+1.3-E-2.76-AB +3.76-AC—-0.5-AD
—1.06-AE +1.55-BC - 2.21-BD + 5.1-BE + 0.56-CD + 5.4-CE — 2.34-DE (42)

Tamanhodegota=+62.2—-2.3-A+15-B+3.9-C+6.1.-D-17.7-E-9.7-AB +3.8-AC
-59-AD +7.6-AE -2.5-BC + 2.6:-BD-1.1-BE+54-CD + 4.1-CE - 10.1-DE (43)

Os parametros individuais que influenciaram a cremeacéao, e consequentemente sua

instabilidade, foram a concentracdo de dleo e a morfologia da nanocelulose, enquanto o

tamanho das gotas foi afetado pela concentracdo de Oleo, velocidade e tempo. A
concentracdo de 6leo foi um pardmetro em comum para as emulsGes estabilizadas com
CNC ou CNF, enquanto o tempo foi um fator em comum para as emulsdes estabilizadas
com CNC. Paralelamente, nas interacdes de parametros em pares, considerando o indice
de cremeacdo, a concentracdo de particulas so foi impactada pela velocidade, enquanto a
concentracdo de 6leo foi afetada pela velocidade e morfologia da fase sélida. Ja o tamanho
de gota é mais sensivel a variacdo concomitante da morfologia de nanocelulose e sua
concentragdo ou velocidade de homogeneizacdo, e o tempo pela velocidade ou
concentracdo de 6leo.

Ao ignorar a morfologia da nanocelulose, uma vez que ambas as morfologias foram
investigadas neste trabalho, verificou-se que para a emulsificacdo do 6leo essencial de Ho
wood, utilizando nanocelulose como fase soOlida, a concentracdo de fase sélida
(nanocelulose) foi o fator de menor impacto na emulsificacdo deste OE.

A Figura 43 apresenta os graficos de superficie de resposta obtidos para o tamanho de
particula das emulsdes de cardamomo estabilizadas com CNC. Os resultados indicam que,
com o0 uso de nanocristais de celulose como fase soélida, a velocidade de 10.000 rpm, 7
minutos e 1% de CNC resultam em gotas de tamanhos maiores, independente dos outros
parametros, identificado pela coloracdo verde do grafico. Maiores concentracfes de 6leo
essencial mostram uma tendéncia de menores goticulas, o que pode estar associado a maior

disponibilidade de fase oleosa a ser recoberta por nanoceluloses.
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Figura 43. Efeitos das variaveis de processo no tamanho de gota das emulsdes de cardamomo estabilizadas
com CNC.
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Fonte: Autoria Prdpria.

A Figura 44 apresenta os graficos de superficie de resposta obtidos para o indice de
creme das emulsdes de cardamomo estabilizadas com CNC. Os resultados indicam que a
combinacéo de 0,5% CNC e 30% de 6leo essencial, independente das demais condicdes de
preparo, resultam em menores indices de creme, ou seja, houve uma emulsificacdo mais

eficiente, menos suscetivel a fendmenos de instabilidade durante o armazenamento.
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Figura 44. Efeitos das variaveis de processo no indice de creme das emulsdes de cardamomo estabilizadas
com CNC.
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Fonte: Autoria Prdpria.

A mesma analise foi realizada para as emulsdes estabilizadas com CNF, e os graficos

de tamanho de gota sdo apresentados na Figura 45. Para as emulsdes estabilizadas com

CNF, verifica-se uma tendéncia de menores tamanhos de gota para concentragdes de 1%

nanofibras, sendo que os graficos com predominéancia de coloracdo azul, ou seja, menores

valores, foram verificados em altas velocidades. Claramente, 10.000 rpm foram
insuficientes para garantir uma boa estabilidade do sistema, possivelmente sem garantir

que as CNFs formassem a estrutura tridimensional do tipo gel adequadamente. Diferente

do observado para as CNCs, a concentracdo de 6leo ndo foi um fator dominante na

estabilidade das emulsfes contendo CNF, uma vez que os resultados sdo variaveis para

esse parametro.
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Figura 45. Efeitos das variaveis de processo no tamanho de gota das emulsdes de cardamomo estabilizadas
com CNF.
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Fonte: Autoria Prdpria.

A partir dos resultados da ANOVA, foram obtidas as equacgdes finais para o indice de
creme (Equacéo 44) e o tamanho da gota (Equacéo 45) em relacdo aos fatores codificados
(A: concentragdo de particulas, B: concentragdo de 6leo, C: velocidade, D: tempo, e E:

morfologia de nanocelulose).

IC=4239+3.2:-A+0.46-B-0.91-C+19-D+5.4-AB-0.41-AC +1.4-AD (44)

Tamanho de gota = + 52.1 - 0.31-A + 3.4.B-3.6:C —2.8-D + 21.6-E - 5.1-AB +
7.2-AC +2.7-AD - 3.6-AE + 3.2-BE - 5.4-CE - 6.6-DE (45)
Os parametros individuais que influenciaram a cremeacdo foram a concentracdo de

particulas, concentracdo de 6leo e tempo, enquanto o tamanho das gotas foi afetado pela

concentracdo de 6leo e morfologia da nanocelulose. Paralelamente, nas interacfes de
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parametros em pares, considerando o indice de cremeacéo, a concentracdo de particulas foi
impactada pela concentracdo de 6leo e tempo de preparo. J& para o tamanho de gota, a
concentragdo de particulas foi impactada pela velocidade e tempo, e a concentracéo de 6leo
pela morfologia da celulose. Ao ignorar a morfologia da nanocelulose, uma vez que ambas
as morfologias foram investigadas neste trabalho, verificou-se que a emulsificacao do 6leo
essencial de cardamomo é mais dependente dos parametros A, B e D.

A Figura 46 apresenta os gréficos de superficie de resposta obtidos para o indice de
cremeacdo das emulsGes de canela estabilizadas com CNC.

Figura 46. Efeitos das variaveis concentragdo das emulsdes CNC/Canela sobre o indice de creme.
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Fonte: Autoria Prdpria.

A andlise dos graficos indica que os valores de IC ndo variam significativamente entre
as amostras, sendo predominantemente azul escuro, representante de alta estabilidade. No
entanto, uma andlise cuidadosa permite a identificacdo de que a concentracdo de 30% de
6leo, em todos os gréaficos, apresenta uma coloragdo azul clara, ou seja, a estabilidade das
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emulsdes tende a aumentar em maiores concentracdes de Oleo essencial. Verifica-se
também que a presenca da coloracao azul claro é predominante nos graficos que utilizaram

velocidade de homogeneizagdo de 12.000 rpm.
De forma complementar, os graficos de superficie de resposta obtidos para o tamanho

de gota foram preparados, e sdo apresentados na Figura 47.

Figura 47. Efeitos das variaveis de processo das emulsdes CNC/canela no tamanho de gotas.
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Analisando os dados apresentados, tem-se que as amostras mais promissoras em
termos de estabilidade e tamanho de particula foram a 57 (1% CNC, 12.000 rpm, 30% 6leo,
3 minutos) e 62 (0,5% CNC, 12.000 rpm, 30% Oleo, 7 minutos). Essas amostras
possivelmente apresentaram melhor recobrimento interfacial pelas nanoceluloses rigidas.
A menor concentracdo de CNC exigiu maior tempo de preparo, e a maior concentragéo,
menor tempo. No caso das maiores concentracdes de CNCs, pode-se considerar que as
emuls@es atingiram um tempo de equilibrio em 3 minutos, e tempos adicionais ndo alteram
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0 estado de dispersdo, uma vez que a entrada de energia € muito baixa para promover mais
deformac&o e quebra de goticulas. Ja no caso de menores concentrac@es, foi necessario
mais tempo para atingir esse estado de equilibrio (Kempin, Kraume e Drews, 2020).

A Figura 48 apresenta os graficos de superficie de resposta obtidos para o tamanho de

gotas para as emulsdes de canela estabilizadas por CNF.

Figura 48. Efeitos das variaveis de processo das emulsdes CNF/canela no tamanho de gotas.
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Fonte: Autoria Prdpria.

Os graficos indicaram que menores concentracdes de 6leos essenciais resultaram em
particulas com menores diametros. Kempin e colaboradores reportaram que anteriormente
néo havia sido observado uma influéncia do volume da emuls&o e suas fases na distribuicédo
de tamanho de gota, 0 que indica que esse comportamento € uma descoberta inovadora
para o 0Oleo essencial de canela, o que ndo foi observado para os outros 6leos essenciais
estudados (Kempin, Kraume e Drews, 2020). Outro parametro que apresentou tendéncia a
menores tamanhos de particulas foi maior rotacdo, similar ao observado para as emulsdes

estabilizadas por CNCs, indicando que o Oleo essencial de canela exige maiores
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velocidades de rotacbes para que haja uma dispersdo eficiente das gotas, e
consequentemente, quebra da fase oleosa em goticulas menores.

N&o houve uma correlacéo direta entre o tamanho de particula e a concentracdo de
CNF ou o tempo de processo. A partir dos resultados da ANOVA, foram obtidas as
equac0es finais para o indice de creme (Equacdo 46) e o tamanho da gota (Equacao 47) em
relacéo aos fatores codificados (A: concentragdo de particulas, B: concentracao de 6leo, C:
velocidade, D: tempo, e E: morfologia de nanocelulose).

IC=744-142-A-3-B-0.83-C+0.03-D+255-E-0.11-AB-0.52-AC + 1.33-AD
+ 1.43-AE + 3.0-BE + 0.84-CE - 0.03-DE (46)

Tamanho de gota = +52.8 — 0.86-A + 4.3-B - 3.5-:C - 2.1-D + 11.3-E + 0.84-AB +
5.08-:AC —2.33-AD + 2.46-AE + 6.78-BE + 3.64-CE — 6.19-DE (47)

Os parametros individuais que influenciaram a cremeacdo foram o tempo e a
morfologia da nanocelulose, enquanto o tamanho das gotas foi afetado pela concentracéo

de bleo, que foi uma constante nas emulsdes selecionadas. Paralelamente, nas interagdes
de parametros em pares, a concentracdo de particulas e a morfologia foram altamente
afetadas por todas as outras, ou seja, a caracteristica de fase sdlida € essencial na obtencao
de uma emulsao estavel sem separacdo de fase. Ao ignorar a morfologia da nanocelulose,
uma vez que ambas as morfologias foram investigadas neste trabalho, a concentracdo de

fase sélida mostrou alta dependéncia dos outros fatores para todas as emuls@es.

5.6 Compilado de resultados

Compilando todos os resultados encontrados pelo DoE (Design of Experiments) e
pelos dados experimentais, a Figura 49 apresenta um compilado das principais informacdes
e resultados das emulsdes de 6leo essencial de linalol selecionadas para as proximas etapas
do presente trabalho. Os resultados indicam que para CNCs, que séo particulas rigidas com
baixo L/D, ndo houve concentracdo de fase sélida padrdo para a obtencdo de emulsdes
estaveis. As condicdes ideais para uma boa emulsificacdo e estabilizagdo foram 30% de
6leo essencial e 7 minutos de homogeneizacdo. A maior concentracdo de 6leo essencial
indica que foi necessaria maior fase oleosa para diminuir a razdo de sedimentacdo e camada
cremosa, garantindo a formacéo de uma camada de cobertura na emulsao, entre as gotas de
6leo e &gua. Além disso, as emulsbes Pickering sdo mais estaveis com 7 minutos de

homogeneizacdo, possivelmente porque h& mais tempo para a quebra das gotas em
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goticulas menores, aproximacao e adsorcdo dos CNCs nas interfaces e formacao de uma

barreira fisica estavel contra a coalescéncia.

Figura 49. llustracdo esquematica dos principais resultados encontrados para as emulsdes de éleo essencial

de linalol e &gua, estabilizados com CNC e CNF.
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Fonte: Autoria Propria.

As Pickering emulsions estabilizadas com CNF, particulas de elevado L/D e alta
flexibilidade, apresentaram como pardmetros em comum para a emulsificacdo a elevada
concentragdo de CNF (1%) e a velocidade de homogeneizacdo de 12.000 rpm. Os
comprimentos micrométricos das nanofibras de celulose limitam a sua mobilidade durante
0 processo de homogeneizagdo, 0 que poderia dificultar a quebra das gotas de 6leo em
goticulas menores e mais estaveis. Dessa forma, pode-se correlacionar ambos 0s
parametros, uma vez que maiores velocidades fornecem mais energia para dispersar as
CNFs na solucgéo e gerar uma camada de cobertura ao redor das gotas. No entanto, devido
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aos elevados tamanhos das fibras, estas tendem a se emaranhar com as CNFs proximas,
formando um gel, em que as gotas de d6leo estdo presas no interior da estrutura 3D. O denso
emaranhado de fibras evita a aproximacdo e coalescéncia das gotas por meio de
impedimento estérico.

A Figura 50 apresenta um compilado das principais informacgdes e resultados das
emulsbes de dleo essencial de cardamomo selecionadas para as proximas etapas do

presente trabalho.

Figura 50. llustracéo esquematica dos principais resultados encontrados para as emulsdes de 6leo essencial

de cardamomo e 4gua, estabilizados com CNC e CNF.
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Fonte: Autoria Prdpria.

Os resultados indicam que para CNCs séo indicados menores teores de fase solida e

maiores concentracdes de 6leo essencial, sendo este ultimo também observado para o OE
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de linalol. A maior concentracdo de 0leo essencial e menor concentracdo de fase sélida
indicam que é necessario mais 6leo disponivel no sistema para que haja um recobrimento
eficiente pelos CNCs, visando a formagéo de uma camada de cobertura ao redor das gotas
de oleo. Ja no caso das CNFs, foi necessario um maior teor de fase solida, bem como
maiores velocidades de homogeneizacdo, refletindo na maior energia necessaria para
formar a estrutura tridimensional estavel ao redor das goticulas de dleo.

Assim, compilando todos os resultados encontrados, a Figura 51 apresenta um
compilado das principais informacdes e resultados das emulsdes de 6leo essencial de canela

selecionadas para as proximas etapas do presente trabalho.

Figura 51. llustracdo esquematica dos principais resultados encontrados para as emulsdes de dleo essencial

de canela e agua, estabilizados com CNC e CNF.
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71: 1% CNEF, 12.000 rpm, 20% o6leo, 7 minutos

Fonte: Autoria Prdpria.
5.7 Considerag0es parciais — Etapa 1

Para sumarizar, dentre todas as condi¢Ges de preparo estudadas e os trés 6leos

essenciais investigados, foram selecionadas duas emulsdes estabilizadas com CNC e duas
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com CNF. N&o foram selecionadas misturas de 6leo essencial e agua pois, conforme
apresentado, devido a diferencgas de polaridade e imiscibilidade entre as fases, os sistemas
ndo sdo emulsionaveis a ponto de atingir uma estabilidade, e, portanto, ndo sdo adequadas

para uso a longo prazo. As amostras selecionadas foram:

e 13- Linalol —1% CNC, 10.000 rpm, 30% o0leo, 7 minutos

e 14 - Linalol —0,5% CNC, 12.000 rpm, 30% 0leo, 7 minutos

e 19 - Linalol — 1% CNF, 12.000 rpm, 30% 0leo, 7 minutos

e 23-Linalol — 1% CNF, 12.000 rpm, 20% 6leo, 3 minutos

e 34 - Cardamomo - 0,5% CNC, 10.000 rpm, 30% o6leo, 3 minutos
e 38 - Cardamomo — 0,5% CNC, 12.000 rpm, 30% 6leo, 7 minutos
e 41 - Cardamomo - 1% CNF, 12.000 rpm, 30% 6leo, 3 minutos

e 47 - Cardamomo — 1% CNF, 12.000 rpm, 20% 0leo, 7 minutos
e 57 -Canela-1% CNC, 12.000 rpm, 30% o6leo, 3 minutos

e 62 - Canela—-0,5% CNC, 12.000 rpm, 30% o0leo, 7 minutos

e 68 - Canela-0,5% CNF, 12.000 rpm, 20% o6leo, 3 minutos

e 71 - Canela— 1% CNF, 12.000 rpm, 20% 0leo, 7 minutos

Uma vez que um dos objetivos deste estudo foi avaliar a influéncia dos padrdes de
processo e das caracteristicas dos 6leos essenciais na preparacao de Pickering emulsions,
no caso das emulsdes estabilizadas com nanocristais de celulose (em vermelho), verificou-
se que a velocidade de homogeneizagdo e o tempo ndo sdo padronizados, ou seja, as
caracteristicas do 6leo essencial sdo parametros importantes na estabilizacdo nas condicdes
de processo. No entanto, a concentracdo de éleo essencial foi a mesma para todas as
emulsdes, de 30%, indicando que no caso de particulas rigidas, independente da estrutura
quimica do oleo essencial, maiores concentragcdes de 0leo essencial sdo mais adequadas
para a dispersdo das gotas em tamanhos menores e adsor¢do das CNCs nas interfaces. 1sso
permite a realizacdo de uma correlacdo entre a morfologia da particula sélida e o volume
de 6leo essencial adequado para que haja uma estabilizacdo eficiente, com cobertura
superficial das goticulas de 6leo pelas CNCs. De acordo com Zhu e colaboradores, que
investigaram Oleo de girassol, variando entre 25 e 75% a fragdo de oOleo, esse
comportamento ocorre, pois, entre 20 e 30% normalmente encontra-se uma quantidade
adequada de grupos ativos por gota para interagir com as CNCs e manté-las adsorvidas

(Zhu et al., 2020). Estes autores verificaram que a concentracdo de 25% foi a mais

117



adequada para o sistema estudado, sendo um valor proximo ao estabelecido no presente
trabalho. Outras correlagfes ndo puderam ser realizadas pois o Design de Experimentos foi
realizado de forma simplificada.

Outros padrdes observados foram que o OE de linalol exige tempos maiores de
processamento para atingir maior estabilidade, possivelmente sendo um reflexo de uma
maior energia necessaria para a adsorcao eficiente dos CNCs na interface. Ja no caso do
OE de cardamomo, o padréo foi a menor concentracdo de nanoparticulas, podendo estar
relacionado ao carater hidrofébico do 6leo e a baixa compatibilidade 6leo-particula, que
limitou a adsorcdo e, acima de 0,5% em massa, resultou na sedimentacao do excedente de
CNCs. O 6leo essencial de canela exigiu alta velocidade de homogeneizacdo para que
houvesse uma disperséo eficiente. A Figura 52 apresenta os resultados obtidos durante a

primeira etapa deste trabalho, em relacdo as emulsdes de CNC, de forma sumarizada.

Figura 52. Figura ilustrativa dos principais resultados obtidos para as emulses estabilizadas com CNC
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Fonte: Autoria Prdpria.

Considerando as emulsdes estabilizadas com CNF (em azul na listagem acima),
verificou-se que o Unico parametro padréo para as amostras selecionadas foi a velocidade
de homogeneizagéo (12.000 rpm), indicando que é necessaria uma elevada quantidade de

energia para que haja a dissociacdo da fase oleosa e reorganizagdo das gotas em goticulas
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menores, bem como para a dispersao das nanofibras de celulose (fibras longas e flexiveis)
e a formacao de uma estrutura do tipo gel.

Na maioria dos casos, o 6leo foi totalmente disperso, indicando que todo o gel formado
foi adsorvido na interface 6leo-agua. Esse comportamento foi verificado anteriormente por
Destribats e colaboradores, que prepararam emulsdes contendo microgéis com a fase
oleosa de hexadecano e reportaram que a energia de emulsificacdo estd diretamente
relacionada com a irreversibilidade da ancoragem do gel formado (Destribats et al., 2013).

Avaliando os 6leos individualmente, verifica-se que os OEs de linalol e cardamomo
precisaram de 1% de CNF para atingir a estabilidade de 100%, ou seja, formar a rede
tridimensional estavel para envolver completamente as gotas de dleo. A concentracdo de
CNF ¢é altamente dependente da sua flexibilidade e razdo de aspecto, possuindo relacao
direta com a capacidade de emulsificacéo.

As concentracfes de 1% encontradas para os 6leos de linalol e cardamomo podem
estar associadas ao teor necessario para que a concentracao atingisse um nivel critico para
que houvesse interacfes hidrodinamicas de longo alcance entre as fibras, gerando um
caminho de percolacdo e garantindo gque a suspensdo passe ao estado gel, e que a maioria
das gotas esteja bem revestidas, evitando a sua coalescéncia.

A excecdo foi a amostra 68 (0,5% CNF, 12.000 rpm, 20% 6leo, 3 minutos), que pode
ser justificada por possiveis interaces entre a estrutura quimica do OE de canela e a
nanocelulose, permitindo a formacéo da rede com menores concentraces de CNF. Devido
a alta reatividade da estrutura quimica do 6leo essencial de canela e suas possiveis
interagdes com as CNFs, foi necessario um menor teor de 6leo essencial para a
estabilizacdo dessas emulsoes.

A Figura 53 apresenta os resultados obtidos durante a primeira etapa deste trabalho,

em relagéo as emulsdes de CNF, de forma sumarizada.
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Figura 53. Figura ilustrativa dos principais resultados obtidos para as emulsdes estabilizadas com CNF
durante a primeira etapa do trabalho.
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Fonte: Autoria Propria.
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6. Resultados e Discussao — Parte 2

A segunda etapa do presente trabalho consiste em avaliar a interacéo e influéncia das

nanoceluloses com os 6leos essenciais, considerando suas propriedades individuais, como

estrutura quimica, polaridade, densidade, entre outras. Esses resultados sdo comparados

visando entender a influéncia das propriedades dos OEs na estabilidade e caracteristicas

das Pickering emulsions. Tendo em vista que 0 numero de amostras foi reduzido, alterou-

se a nomenclatura adotada anteriormente. A Tabela 7 apresenta as novas nomenclaturas.

Tabela 7. Nomenclaturas antigas e sua atualizacdo para a continuacdo do trabalho, em que PE indica

Pickering emulsion, L representa Linalol, Car representa Cardamomao, e Can representa Canela.

Numero Caracteristicas Nova nomenclatura
13 Linalol — 1% CNC, 10.000 rpm, 30% 0leo, 7 minutos PEL-CNC1
14 Linalol — 0,5% CNC, 12.000 rpm, 30% 0leo, 7 minutos PEL-CNC2
19 Linalol — 1% CNF, 12.000 rpm, 30% 0leo, 7 minutos PEL-CNF1
23 Linalol — 1% CNF, 12.000 rpm, 20% 0leo, 3 minutos PEL-CNF2
34 Cardamomo - 0,5% CNC, 10.000 rpm, 30% 6leo, 3 minutos PECar-CNC1
38 Cardamomo — 0,5% CNC, 12.000 rpm, 30% 6leo, 7 minutos PECar-CNC2
41 Cardamomo - 1% CNF, 12.000 rpm, 30% 6leo, 3 minutos PECar-CNF1
47 Cardamomo — 1% CNF, 12.000 rpm, 20% 06leo, 7 minutos PECar-CNF2
57 Canela - 1% CNC, 12.000 rpm, 30% 6leo, 3 minutos PECan-CNC1
62 Canela —0,5% CNC, 12.000 rpm, 30% 6leo, 7 minutos PECan-CNC2
68 Canela - 0,5% CNF, 12.000 rpm, 20% 6leo, 3 minutos PECan-CNF1
71 Canela — 1% CNF, 12.000 rpm, 20% 6leo, 7 minutos PECan-CNF2

Visando relembrar e destacar os principais resultados encontrados para as amostras

selecionadas, a Tabela 8 apresenta os resultados de tamanho de particula e estabilidade.

Tabela 8. Principais resultados de tamanho de particula e estabilidade (dia 30) obtidos para as amostras

selecionadas.

Amostra Tamanho (MO) (um) Estabilidade (%)
PEL-CNC1 66,3 + 48,9 43,4
PEL-CNC2 60,2 + 47,8 39,6
PEL-CNF1 105,0 + 66,1 97,0
PEL-CNF2 82,0+73,6 100

PECar-CNC1 58,0 + 32,3 423
PECar-CNC2 68,1 + 32,4 443
PECar-CNF1 131,8 + 75,4 100
PECar-CNF2 196,1 + 82,5 100
PECan-CNC1 36,5+55 59,9
PECan-CNC2 32,1+84 53,6
PECan-CNF1 55,1+9,6 100
PECan-CNF2 46,7+ 12,6 100
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6.1 Estabilidade sob centrifugagdo

A estabilidade de uma amostra é geralmente avaliada em condic¢des de deformacao ou
coalescéncia induzida por centrifugacédo, vibragdes ultrassonicas de baixa intensidade ou
calor. Para avaliar a estabilidade das emulsdes sob centrifugacéo, foram realizados os testes
de estabilidade sob centrifugacdo, e os resultados sdo apresentados na Figura 54. Essa
propriedade é diretamente relacionada a interacGes entre as fases presentes no sistema (6leo
essencial, &gua e nanoceluloses) e a presenca de aglomerados, que podem ser segregados
em unidades separadas, formando agregados de goticulas por coalescéncia (Souza et al.,
2020; Tiong et al., 2020).

Figura 54. EmulsGes apo6s a centrifugagdo, para avaliagdo da estabilidade sob centrifugac&o.

Amostras apos centrifugacao

PEL-CNC1 | PEL-CNC2 | PECar-CNC1 | PECar-CNC2 | PECan-CNC1 | PECan-CNC2
EE=100 | EE=96,7 EE =100 EE=100 EE =100 EE=100

PEL-CNF1 PEL-CNF2 | PECar-CNF1 | PECar-CNF2 PECan-CNF1 | PECan-CNF2

EE=92,5 EE=94,3 EE =88,9 EE=94,4 EE =100 EE=100

Fonte: Autoria Prdpria.

Nenhuma das emulsdes estabilizadas com CNC demonstrou separacéo de fase apos a
centrifugacdo, indicando que possivelmente houve a formacgdo de uma camada robusta de
CNCs adsorvida ao redor das goticulas de 6leo, sendo mantidas por meio de estabilizacéo
eletrostatica. Ma et al. (2021), em seu trabalho, relataram a formacdo de uma camada de
creme apos centrifugacdo a 10.000 rpm usando particulas de celulose semelhantes a folhas
e Oleo essencial de limoneno (Ma et al., 2021). A amostra PEL-CNC2 foi a Unica a
apresentar a sedimentacdo das CNCs no fundo do tubo falcon, o que pode ter ocorrido

devido a baixas interacdes das CNCs aderidas & interface dleo/dgua, que com a
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centrifugacdo aplicada, pode ter segregado e resultado na floculacdo das nanoceluloses
(Whitby e Krebsz, 2014). As demais amostras estabilizadas com CNC, independente do
0leo essencial escolhido, demonstraram-se estaveis, conforme esperado e reportado por
outros autores (Kalashnikova et al., 2011; Wen et al., 2014).

As emulsdes estabilizadas por CNF apresentaram uma tendéncia de separacéo de fase
para os 6leos de linalol e cardamomo, com perda de estabilidade de ~10%, gerando uma
camada oleosa na fase superior dos tubos Falcon, indicando que devido a centrifugacéo, as
gotas de 6leo que ndo estavam ligadas tendem a se separar e, por diferenca de densidade,
irem ao topo do volume total. No entanto, os valores de estabilidade obtidos foram
superiores aos relatados por Miao et al. (2020) em seu trabalho, que obtiveram uma
estabilidade méxima apds centrifugacdo de 75% (Miao, Atifi e Hamad, 2020). Ja as
emulsdes de canela foram 100% estaveis sob a acdo da centrifugacdo. Esses resultados
indicam que, mesmo com o carater predominantemente anfifilico da celulose, as emulsdes
apresentam alta estabilidade e tendéncia a adsorcdo e montagem favoravel a interface
6leo/adgua (Cunha et al., 2014; Gestranius et al., 2017).

6.2 Potencial Zeta

As medidas de potencial { sdo importantes pois quando duas ou mais fases sdo
colocadas em contato, e ha ions ou elétrons em excesso em ambas as fases, havera uma
tendéncia para as cargas elétricas se distribuirem em um padréo néo uniforme na interface,
provavelmente devido as diferencas em polaridade. O arranjo das cargas elétricas €
conhecido como dupla camada elétrica, e o potencial zeta refere-se ao potencial elétrico na
dupla camada elétrica de uma particula coloidal (Feng, Kilker e Lee, 2020). Os valores de
potencial  obtidos estdo associados a ionizacdo de grupos de superficie, das pequenas
moléculas ou adsorcao de ions, das cargas continuas associadas as estruturas cristalinas ou
dessa combinagdo de mecanismos (Cano-Sarmiento et al., 2018). Uma das principais
aplicacOes dessa tecnica é determinar a energia superficial de interacdo entre cada particula
coloidal, que por sua vez determina a estabilidade das particulas coloidais contra a
coagulacdo ou agregacao (Arpagaus et al., 2018). Essa informagcdao ¢ avaliada por meio dos
resultados, em madulo.

Emulsdes com alto potencial { — acima de 30 mV (negativo ou positivo) sdo
eletricamente estabilizadas, enquanto emulsées com baixo potencial tendem a coagular ou
flocular, eventualmente levando a separagdo de fases. No entanto, esses valores também

podem ser alterados pela estrutura quimica da fase oleosa e seus grupos funcionais, bem
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como, no caso de emulsdes Pickering, da estrutura quimica da fase solida. Além disso, de
acordo com Salvia-Trujillo e colaboradores, emulsdes mais viscosas, ou seja, mais
empacotadas ou com aspecto mais gel, comumente exibem potencial zeta menores, o que
pode ser associado com o tipo de estabilizacdo estérico, via impedimento fisico (Salvia-
Trujillo et al., 2015). A Tabela 9 apresenta os resultados de potencial zeta obtidos para as
emulsdes obtidas no presente trabalho.

As emulsdes de linalol (PEL) estabilizadas com CNC apresentaram potencial { de ~ -
45 mV, ou seja, houve uma forte carga elétrica na formulacéo. Os valores encontrados sao
superiores ao potencial zeta dos CNCs (-33,0 mV). Valores maiores do que 30 mV, em
modulo, indicam elevada estabilidade, o que, se avaliado em conjunto com 0s resultados
de indice de cremeacéo para PEL-CNC1 e PEL-CNC2, que foram 7,8% e 4,9%, corrobora
a estabilidade por meio do baixo indice de cremeacdo formado. Assim, o elevado valor de
potencial zeta pode ser um indicativo de que a adsorcdo das CNCs na interface O/A foi
eficiente, possivelmente devido a uma afinidade eletrostatica entre os grupos superficiais
da celulose e do 6leo essencial (Kralova e Sjoblom, 2009; Salvia-Trujillo et al., 2015).

Além disso, comparando as amostras PEL-CNC1 e PEL-CNC2, tem-se que estas
apresentam 0,5 e 1% em massa de nanocelulose, respectivamente, e valores de potencial
zeta, que foram -48,8 e -41,1 mV. Observou-se que quanto menor o teor de nanocelulose
adicionado, maior a estabilidade eletrostatica do sistema, possivelmente porque as
hidroxilas estavam mais disponiveis para estabiliza¢do. A adi¢do de 1% CNC, por sua vez,
pode ter induzido a formacéo de ligacdo de hidrogénio entre as nanoceluloses ou interagdes
entre a celulose e o0 6leo essencial (devido a sua estrutura quimica), diminuindo as cargas
eletrostaticas do sistema.

As emulsdes de linalol estabilizadas com CNF apresentaram valores de potencial
significativamente menores do que as PEL-CNC. A diminuic¢do nos valores pode ser um
indicativo de que as gotas de OE, que possuiam grupos funcionais disponiveis, foram
recobertas pelas nanofibras de celulose e apresentaram algum tipo de interacdo entre fase
oleosa e particulas, resultando em uma neutralizagdo parcial das cargas eletrostaticas (Qi,
J. ru et al.,, 2021). No entanto, a presenga de cargas negativas permaneceu elevada,
caracteristica dos componentes da mistura, indicando que houve estabilizag&o eletrostatica.
Nessas amostras, a concentracdo de nanofibras foi constante, e, portanto, a variacdo do
potencial  ndo pode ser associada a esse fator. No entanto, ao analisar a concentragdo de

6leo essencial, verifica-se que a amostra PEL-CNF1, preparada com 30% de OE,
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apresentou maior valor absoluto de potencial {, confirmando, portanto, que a estrutura

quimica do 6leo essencial possui influéncia na estabilidade da emulséo.

Tabela 9. Resultados de potencial Zeta (() obtidos para as emulsdes estudadas.

Amostra Potencial Zeta (mV)
PEL-CNC1 -48.8 + 2,6
PEL-CNC2 -41,4+04
PEL-CNF1 -241+19
PEL-CNF2 -206+1,6

PECar-CNC1 -456+1,8
PECar-CNC2 -499+0,5
PECar-CNF1 -179+14
PECar-CNF2 -195+15
PECan-CNC1 -29,3+ 3,9
PECan-CNC2 -28,3+ 1,7
PECan-CNF1 -183+14
PECan-CNF2 -11,1+£0,9

As emulsdes de cardamomo (PECar) estabilizadas com CNC apresentaram valores de
potencial { de ~47 mV. Esses valores sdo superiores ao potencial { dos CNCs. Essa técnica
reflete a estabilidade eletrostatica das goticulas, e é dependente do empacotamento das
gotas e da forca de ligacdo entre as nanoceluloses e o 6leo essencial. Sendo assim, a
mobilidade eletroforética depende da interface gerada pela adsorcdo da nanocelulose, e
consequentemente, das caracteristicas intrinsecas do Oleo essencial (Keivani Nabhr,
Ghanbarzadeh, Hamishehkar, et al., 2019). A estabilidade das emulsdes com CNC é
coerente com os valores de carga superficial encontrados, sendo que a amostra PECar-
CNC2 apresentou 0 maior valor, em mddulo, de potencial {, bem como a maior estabilidade
(44,3%), comparada a amostra PECar-CNC1 (42,3%). Porém, considerando o desvio
padrdo, ambas as amostras apresentaram comportamento eletrostatico semelhante,
associado a eficiéncia dos CNCs no recobrimento das gotas e na sua adsorcao na interface
Oleo/agua. Ambas as amostras apresentaram valores similares e considerados excelentes
pela literatura (Bai et al., 2019).

As amostras de PECar-CNF apresentaram valores absolutos significativamente
menores do que as PECar-CNC, possivelmente devido a diferenca no mecanismo de
estabilizacdo das emulsdes, similar ao reportado para as PEL. As nanofibras de celulose
possuem cargas eletrostaticas negativas, porém a mobilidade eletroforética dessas
emulsbes € menor, sendo que 0 mecanismo de estabilizacdo principal é estérico com a

formacdo de uma fina camada de CNFs ao redor das gotas de 6leo, que devido a
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caracteristicas de auto-organizacdo, se auto-montam na forma de uma estrutura
tridimensional do tipo gel. Esse mecanismo, para a metodologia de preparo adotada,
mostrou-se 0 mais eficiente para a inducdo de uma adsorc¢do irreversivel, prevenindo a
coalescéncia das gotas e resultando em emulses com estabilidade de 100% ao longo de
meses de armazenamento (Ni, Li e Fan, 2020).

A amostra PECan-CNCl1 apresentou um valor de potencial { de -29,3 mV, enquanto a
PECan-CNC2 mediu -28,3 mV. Analisando a composi¢cdo de ambas as emulsdes, a
primeira foi preparada com 1% de CNC, e a segunda com 0,5% de fase solida, e ambas
possuem a mesma concentracdo de 6leo essencial, sendo que a diferenca nos valores de
carga superficial pode ser atribuida a disponibilidade de hidroxilas livres no sistema. Essas
emulsdes apresentaram menores valores de potencial zeta (~|30] mV) do que os demais
6leos essenciais, 0 que pode estar associado a diferenca na estrutura quimica do
cinamaldeido em relacdo aos demais 6leos, bem como a uma adsorcéo mais eficiente das
nanoceluloses na interface das gotas, refletindo nas estabilidades das emulsdes mais
elevadas. Shao e colaboradores prepararam emulsdes de cinamaldeido estabilizadas com
Ulva fasciata, um polissacarideo natural, ¢ encontraram valores de potencial { entre -26 e
-38 mV, dependendo da concentracdo da fase solida (Shao et al., 2016). De acordo com 0s
autores, as particulas utilizadas resultam em um aumento da carga superficial negativa, em
modulo, da emulsdo, aumentando as cargas eletrostaticas e forcas repulsivas do sistema,
resultando em um sistema estabilizado.

Esses resultados de potencial Zeta também demonstram que a concentracdo de
nanocelulose ndo impactou a estabilidade eletrostatica, ou seja, para o 6leo essencial de
canela, em condi¢bes de processo adequadas (12.000 rpm e 30% de 0leo), a baixa
concentracdo de CNCs ¢é suficiente para gerar um sistema fisicamente estavel.
Considerando 0s custos de processo, emulsbes estaveis com menores teores de
nanoceluloses sdo altamente desejaveis.

As emulsdes PECan estabilizadas com CNF apresentaram valores de
aproximadamente -15 mV. He e colaboradores prepararam emulsdes utilizando fibras de
Flammulina velutiper como estabilizantes (He et al., 2020), e encontraram valores de
potencial { similares ao encontrado neste trabalho, bem como ao reportado por Li e
colaboradores (Li, Wang, et al.,, 2019). Os autores reportaram que para emulsdes
estabilizadas com nanofibras, as cargas eletrostaticas sdo menos influentes no mecanismo
de estabilizagdo. Possivelmente, esse aumento no valor da carga superficial pode ser
associado com uma interacdo entre as CNFs adsorvidas na superficie das gotas de 6leo,
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que alterou suas caracteristicas elétricas, e a formacdo de uma camada interfacial mais
espessa, 0 que alterou a localizacdo do plano de cisalhamento efetivo onde o potencial zeta
é medido (Chen et al., 2018). Diferente do observado para as emulsdes estabilizadas por
CNCs, as emuls@es contendo CNF apresentaram diferencas nos seus valores de potencial
zeta para as diferentes concentracdes de particulas solidas, sendo que PECan-CNF2, que
contém 1% CNF apresentou o menor valor, em médulo (11,1 mV). Esse resultado pode ser
um indicativo de que, para 0 6leo essencial de canela, a maior concentracdo de CNF foi

necessaria na formacgéo da camada interfacial para garantir uma boa estabilidade.

6.3 FTIR

A andlise de FTIR parte do principio de que, ap6s a absorcdo de radiacdo de
infravermelho (IR) por moléculas, ha uma excitacdo de seus modos vibracionais — flexdo
e alongamento do dipolo elétrico. Assim, cada grupo funcional existente em moléculas
organicas absorve IR de acordo com seus modos vibracionais caracteristicos, resultando
em um espectro com as denominadas bandas de absorgéo (Guerrero-Pérez e Patience,
2020). A Figura 55 apresenta os espectros de FTIR do OE de linalol puro e apés diluicdo
em agua, CNC suspensa em agua, e suas emulsdes. O OE apresentou bandas caracteristicas
em 3600-3000 cm™ (grupos -OH ligados), 2970 e 2921 cm* (vibragdes CH3 assimétricas
e simétricas), 2857 cm™ (ligagdes H-C=0), 1635 cm™ (vibracdo de alongamento C=C),
1450 cm™ (vibragdo de flexdo de alcool C-OH), 1413 e 1379 cm™ (diferentes modos
vibracionais CH: deformacdo, rocking e wagging), 1225 cm™ (ligagdo assimétrica =C-O-
C), 1204 cm™ (vibragdo C=0), 1109 cm™ (vibragdes de alongamento C-O e deformagéo
C-OH), 996 cm* (vibragcdo C-H), 921 cm™ (estiramento C-C), 832 cm™ (vibragéo C-H de
alcenos) e 730 cm™ (vibragdo C=C) (Chelaru et al., 2016; Heredia-Guerrero et al., 2018;
Li et al., 2013; Salha, Ben et al., 2017; Schulz et al., 2005). De acordo com Kameoka e
colaboradores, os principais picos/bandas vibracionais do linalol, dentre todos os listados
anteriormente, sdo 3400, ~1640, ~990 e ~910 cm*, podendo haver deslocamento de acordo
com a composicao do 6leo (Kameoka, Wang e Tokimitsu, 1977). Apds a preparacao da
mistura 6leo essencial e &gua, verificou-se uma acentuacdo dos picos caracteristicos da
agua (como a banda em 3500-3000 cm™ e em 1640 cm™), com a manutencgdo dos picos
originais do OE puro.

Ap0s a preparacdo das emulsdes verificou-se que a banda de agua e ligagdes CHz se

sobressairam a todas as demais (3700-2700 e 1640 cm™), similar ao observado para a
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mistura OE/agua. A Figura 55 também apresenta regides ampliadas do espectro, visando

facilitar a identificacdo de eventuais mudancas espectrais.

Figura 55. Espectros de FTIR do 6leo essencial de linalol, mistura OE/agua, CNCs em solucéo, e suas

emulsBes estabilizadas com CNC a) espectro completo, e ampliagao das regides b) 1400-1250 cm™, ¢)
1145-970 cm?, d) 970-875 cm™, and e) 856-800 cm™. Curve Fitting dos picos 904, 920 e 940 cm™ para as
amostras f) PEL-CNC1 e g) PEL-CNC2.
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Apds a emulsificacdo, alguns pequenos deslocamentos e novos ombros foram
observados. Na Figura 55b é possivel observar que a amostra PEL-CNC2 apresentou um
novo ombro em 1384 cm™ e uma nova banda em 1302 cm?, presente em ambas as
emulsdes, associada as ligacbes C-O da celulose; em comparagdo com a amostra de CNC,
essa segunda banda apresenta-se deslocada para menores comprimentos de onda, indicando
uma possivel interacdo entre os componentes da emulsdo (Pandi, Sonawane e Anand
Kishore, 2021). O pico 1302 cm, atribuido a vibragdes da ligacdo O-H no plano (Silva,
da et al., 2017), apareceu com maior intensidade para a emulsdo PEL-CNC2, o que pode
estar associada a interacao dos grupos OH do linalol com as hidroxilas livres da celulose,
sendo que ambos 0s compostos tendem a se aproximar e realizar ligagdes de hidrogénio
devido a natureza dos elementos quimicos. O pico em 1288 cm, associado a vibragéo C-
O do grupo alcool desapareceu para as emulsées, indicando que houve uma mudanca
conformacional na estrutura quimica dos O6leos ap6s a adicdo da nanocelulose,
possivelmente porque apés a adsor¢cdo das CNCs nas goticulas de 6leo, ha uma
reorganizacao das cadeias de dleo de forma a deixar 0s grupos mais suscetiveis a interacao
“mais disponiveis” para a aproximacao da celulose.

Na Figura 55c identificou-se um novo pico em 1127 cm™ na amostra PEL-CNC2,
associado as ligagdes C-O-C do anel piranose da celulose (Doh, Lee e Whiteside, 2020).
Na Figura 55d, 0 6leo essencial apresentou inicialmente um ombro em 960 cm, associado
a ligacbes C-H (Cebi et al., 2020), que ndo foi identificado nas emulsdes. No entanto, estas
apresentaram um sinal caracteristico em 945 cm™, representativo da deformagcéo
glicosidica Ci1-H, caracteristica das ligagdes B-glicosidicas entre as glicoses presentes na
celulose (Abdul Rahman et al., 2017). A amostra PEL-CNC2 néo apresentou o pico 960
cm, e apresentou o pico 945 cm™ em grande intensidade, o que pode estar associado a
nova conformacdo adotada pelas moléculas de 6leo essencial, ou por uma separacao de
fase ocorrida durante o ensaio. Esses picos permitem inferir que a adsor¢do foi menos
eficiente para a amostra PEL-CNC2 devido a presenca dos picos celuldsicos facilmente
identificaveis. Esses picos ndo foram encontrados para a amostra PEL-CNC1, indicando
que possivelmente os nanocristais de celulose foram mais adsorvidos na interface
6leo/agua, e, portanto, estavam menos disponiveis no sistema.

Amostras celul6sicas normalmente apresentam um pico em 898 cm, associado as
ligacdes B-glicosidicas entre os anéis de anidroglucose da celulose. Devido a uma possivel
sobreposicdo de picos e deslocamento associado a interacdes com o 6leo essencial,

verificou-se nas emulsdes um ombro em 903 cm, associado ao pico 920 cm™ (vibracdes

129



C-H do dleo essencial) (Salha, Ben et al., 2017; Seta et al., 2020). As Figuras 55f e ¢
apresentam o fit das curvas da regido 904-940 cm nos principais picos descritos para as
amostras PEL-CNC1 e PEL-CNC2, sendo esse fit realizado com base em atribuigdes
prévias definidas pela literatura, buscando um entendimento aprofundado dos picos que
compdem a banda principal de absorcdo. Verifica-se que os picos associados a celulose e
ao 0leo essencial sdo identificados. Na Figura 55e, o pico em 834 cm™ (vibragdes C-H)
permaneceu inalterado para as emulsdes, e houve uma sobreposicdo em 814 cm™, sendo
que para o OE puro, ha um ombro associado ao pico em ~810 cm™ (vibracdes C-H fora do
plano) (Valderrama e Rojas De, 2017), enquanto as emulsGes apresentam sinais em 814
cm™ e uma banda centrada em 806 cm™ (vibragbes C-H da cadeia celuldsica) (Mohamed
etal., 2017).

A Figura 56a apresenta os espectros completos de FTIR das emulsbes de linalol

estabilizadas com CNF.

Figura 56. Espectros de FTIR do 6leo essencial de linalol e suas emulsdes estabilizadas com CNF a)

espectro completo, e ampliagdo das regides b) 1750-1550 cm™, e ¢) 1500-920 cm™.
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A adicio de CNFs alterou a banda localizada entre 1700-1600 cm™, que possuia dois
picos principais para 0 OE: 1673 e 1641 cm™. As emulsdes resultaram no desaparecimento
do primeiro pico, referente a vibragdes C=C (Cebi, Arici e Sagdic, 2021). Uma
possibilidade para que este pico tenha se alterado é que o pico 1641 cm™ aumentou em
intensidade devido a sobreposicdo do OE e da celulose (grupos OH ligados), alterando o
perfil principal da regi&o e tornando o pico 1673 cm™ um ombro menos perceptivel (Figura
56b).

A Figura 57a apresenta os espectros completos de FTIR do Oleo essencial de
cardamomo e suas emulsbes estabilizadas com CNC. Enquanto as amostras
cardamomo/agua e CNC/agua apresentam uma banda intensa em ~3600 cm, as emulsdes
possuem um pico intenso entre 3000-2800 cm?, atribuidas ao 6leo essencial de
cardamomo: 2973 cm™ (alongamento C-H), 2922 e 2883 cm™ (alongamento dos grupos
carbonila). As demais bandas caracteristicas foram encontradas em 1729 cm™ (vibragGes
de alongamento éster carbonil C=0), 1464 e 1446 cm™ (ligacdo CH,), 1366 e 1306 cm™
(ligagbes CH>), 1252 cm™ (alongamento de &cido carboxilico/acetato), 1212, 1054 e 1017
cm? (C-0), 1159 cm? (vibragbes C-C do esqueleto da molécula), 1129 e 1113 cm
(vibragBes de alongamento C-O), 1078 cm™ (vibracdes do grupo OH), 985 cm™ (absorgéo
de vibracéo de flexdo C-H), 940 cm™ (vibracdes do anel aromaético), e 918 cm™ (ligagdo
C-H fora do plano) (Cebi, Arici e Sagdic, 2021; Dehghani et al., 2020; Karimi et al., 2020;
Keivani Nahr, Ghanbarzadeh, Hamishehkar, et al., 2019; Li, Kong e Wu, 2013; Truzzi et
al., 2021). A presenca de bandas na regido entre 888-770 cm™ ¢ associada a presenca de
C=C e =CH de anéis aromaticos e vibra¢des C-H fora do plano (Adinew, 2014; Li et al.,
2016), o que condiz com a estrutura quimica dos compostos ativos a-terpineol e acetato de
a-terpinil, principais compostos ativos presentes no 6leo essencial de cardamomo.

Apos a emulsificagdo, verificou-se uma modificacdo significativa nos espectros de
FTIR, possivelmente devido a grande diferenca de estruturas quimicas entre as CNCs e 0
OE de cardamomo. Na Figura 57b é apresentado uma ampliagdo dos espectros na regido
1800-1425 cm, em que o pico 1729 cm™ foi mantido para a amostra PECar-CNC1, e
quase desapareceu na amostra PECar-CNC2, indicando que houve uma alteracéo
conformacional na estrutura quimica do acetato de a-terpinil, possivelmente devido a
presenca dos CNCs, uma vez que a banda aparece conjugada com a 1640 cm™ (agua
ligada). Essa teoria se confirma ao comparar 0s espectros com o de cardamomo-agua, que
também possui esse pico intenso, sendo a mudanca atribuida as nanoceluloses do sistema.

A banda 1470-1460 cm™ (ligagdes CH_) diminuiu em intensidade apds a adigio dos CNCs,
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0 que pode ser um indicativo que de houve uma possivel interacdo quimica entre os

componentes da emuls&o.

Figura 57. Espectros de FTIR do éleo essencial de cardamomo e suas emulsdes estabilizadas com CNC a)

espectro completo, e ampliagdo da regido b) 1800-1425 cm™.
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Fonte: Autoria Prdpria.

Os espectros completos das amostras estabilizadas com CNF sdo apresentados na
Figura 58a, e uma ampliacdo da regido 1800-1500 cm™ é apresentado na Figura 58b.
Verificou-se a mesma tendéncia para o pico 1729 e 1640 cm™ do que para as emulsdes
estabilizadas com CNCs, bem como o aparecimento de um ombro em 1374 cm™ (Figura
58c), indicando uma possivel interacdo quimica entre os componentes da emulséo,
independente da morfologia da nanocelulose. Os picos do 6leo essencial centrados em 1366
cm? (ligagbes CH2) e 1113 cm™ (vibragdes de alongamento C-O - Figura 58d)
apresentaram um deslocamento de ~2 cm™* para menores niimeros de onda, sendo possivel
inferir que a adicdo de CNFs altera a organizacdo conformacional das moléculas de dleo
essencial devido ao impedimento estérico e cargas eletrostaticas resultantes da estrutura
celulésica.

O pico em 941 cm™ (vibragBes do anel aromatico) (Figura 58e) também apresentou
um deslocamento de 2 cm™, para maiores niimeros de onda, o que também foi observado
para o pico em 798 cm™ (C=C e =CH de anéis aromaticos e vibragdes C-H fora do plano),

com deslocamento de 4 cm™.
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Figura 58. Espectros de FTIR do 6leo essencial de cardamomo e suas emulsdes estabilizadas com CNF a)
espectro completo, e ampliacdo da regido b) 1800-1500 cm™, ¢) 1400-1275 cm™, d) 1120-1000 cm™, e €)
950-750 cm™™.
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Os deslocamentos podem ser resultado do efeito batocrémico, ou seja, a banda de

absorcdo sofre um deslocamento devido a uma substituicdo na molécula por um outro
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radical, ou ainda devido a uma alteracdo nas nuvens eletronicas que cercam os nucleos,

devido & presenca de outras moléculas por meio de interacGes eletrostaticas.

A Figura 59a apresenta os espectros completos de FTIR do 6leo essencial de canela e

suas emulsdes estabilizadas com CNC.

Figura 59. Espectros de FTIR do 6leo essencial de canela e suas emulsdes estabilizadas com CNC a)
espectro completo, e ampliagdo das regides b) 1750-1555 cm™, ¢) 1350-1150 cm?, e d) 1150-1020 cm™.,
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Os picos caracteristicos do OE de canela sdo: 3100-300 cm™ (vibrages C-H do anel

aromatico), 2938 cm? (ligagio =C-H), 2818 e 2743 cm? (ligagdo C=0 dos grupos

carbonila), 1732 cm™ (aldeido de uma gordura saturada), 1670 e 1624 cm™ (vibragdo de

alongamento de um aldeido carbonil C=0, indicando altos niveis de cinamaldeido e
aldeidos no OE), 1575, 1487, and 1465 cm™ (vibragio C=C - anel aromatico), 1450 cm™
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(vibragio C-0), 1393 e 1362 cm™ (vibragdo C-H), 1294 cm™ (vibragio CH e do anel
aromatico para absorcdes no plano), 1250 e 1204 cm™ (vibragdo simétrica C-O-C do écido
ester aromatico e vibragdes dos grupos C-OH fendlicos), 1177, 1160, 1120, 1071, 1049 e
1005 cm™ (vibragbes de alongamento C-O e de deformagdo C-OH), 969 e 828 cm™
(vibracdes do anel aromatico), 745 e 687 cm™ (vibragdes do anel benzeno =CH) (Al-Bayati
e Mohammed, 2009; Alizadeh Behbahani et al., 2020; Li et al., 2016; Li, Kong e Wu,
2013).

O 6leo essencial puro, além do pico em 1670 cm™, apresentou um ombro em 1648 cm-
! (também associado a ligagdes C=0). Este ombro, nas amostras emulsificadas, deslocou-
se para 1650 cm™ (Figura 59b), indicando que as CNCs podem alterar a conformac&o das
moléculas de 6leo essencial devido a sobreposicdo das nuvens eletronicas. De forma
similar, verificou-se esse deslocamento para 0 ombro em 1323 para 1318 cm™, e do ombro
1305 para 1306 cm™, encontrados junto ao pico 1294 cm™. O pico centrado em 1120 cm'™?
deslocou-se para 1122 cm™ ap6s a emulsificacdo. Apesar de ndo ser possivel identificar a
causa deste deslocamento, hd duas possiveis hipéteses: i) alteracdes na vibracdo das
moléculas de 6leo essencial devido as interacdes eletroestaticas/reacdo, ou ii) sobreposicéo
com picos caracteristicos da celulose (de acordo com Kassab e colaboradores, picos entre
1161 e 1101 cm™ séo associados a vibragdes C-O do esqueleto da molécula de celulose)
(Kassab et al., 2020). Estes resultados indicam que o mecanismo de interacéo eletrostatica
foi predominante para as emulsées de OE de canela e CNCs, conforme esperado e
anteriormente apresentado.

A Figura 60a apresenta os espectros de FTIR completos das emulsdes estabilizadas
com nanofibras de celulose. Para essas emulsbes ndo houve mudangas no espectro,
conforme apresentado na ampliacdo (Figura 60b), indicando que a estabilizacdo foi
principalmente estérica, ou seja, via formacao de uma rede tridimensional, sem interacoes

significativas entre os componentes da emulséo.
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Figura 60. Espectros de FTIR do 6leo essencial de canela e suas emulsdes estabilizadas com CNF a)

espectro completo, e ampliacdo da regido b) 1778-643 cm™,
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6.4 FT-Raman

Na espectroscopia Raman, € incidida uma onda eletromagnética na superficie de um
material, sendo uma parte refletida, e outra, transmitida. Da parcela transmitida, uma fracdo
é absorvida na forma de calor, e outra é transmitida na forma de luz espalhada. A radiacao
emergente é definida como espalhamento ou efeito Raman, e s6 ocorre quando a radiacéo
espalhada é alterada em relacdo a incidente, sendo conhecido como um espalhamento
inelastico. O efeito Raman pode ser definido como a interacdo entre 0 movimento de
vibracgdo das particulas de um material e a radiacdo eletromagnética incidente. A regido do
espectro eletromagnético no qual o efeito Raman é observado depende da energia da
radiacdo incidente e dos niveis de energia moleculares envolvidos, sendo uma técnica de
elevado interesse devido a pouca influéncia provocada pela presenca de dgua na amostra
em estudo.

A Figura 61 apresenta o espectro de FT-Raman do 6leo essencial de Ho wood (com
composto ativo de linalol) e suas emulsées estabilizadas com CNC, sendo que as principais
bandas identificadas no OE foram entre 770 e 805 cm™ (vibracdes do anel), 917 cm?
(vibrages de flexdo C-H fora do plano), 1291 cm™ (vibragdes C-H), 1380, 1413 e 1450
cm™ (modos de deformagdo CH>), 1638 e 1675 cm™ (modos de vibragdo C-C tipicos do
linalol) (Schulz et al., 2003; Strehle et al., 2006). Os dois Ultimos picos estdo associados
as ligagbes C=C, RC=C(CHzs)2 e RC=CH2 do dleo essencial (Daferera, Tarantilis e

Polissiou, 2002). Ademais, foram observados picos na regido entre 2700 e 3500 cm™,
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associados as vibracoes da cadeia do terpenoide, principalmente ligacGes entre carbonos e
de grupos OH (Schulz et al., 2004).

A Figura 61a apresenta o espectro completo das emulsdes estabilizadas com CNC. E
evidente uma mudanca significativa nos espectros, com sobreposi¢do de picos associados
aos nanocristais de celulose. Na Figura 61b é apresentada uma ampliacdo do espectro na
regido 1215-1800 cm™, em que o pico 1291 cm™ tornou-se menos intenso, e 0s picos entre
1380 e 1450 cm™?, antes bem definidos, tornaram-se uma ampla banda indefinida. Esse
comportamento € esperado devido a uma sobreposicéo de picos da celulose, principalmente
0 pico 1374 cm?, associado a ligagdo C-H em RsC-H da estrutura do polissacarideo
(Ozgeng et al., 2017).

Figura 61. Espectro de FT-Raman do 6leo essencial de Ho wood (Linalol) e suas emulses estabilizadas

com CNC a) espectro completo, e ampliagdo das regides b) 1215-1800 cm™ e ¢) 2700-3100 cm™,

Linalol
PEL-CNC1
—— PEL-CNC2

a)

!

T T T T T 1 I
1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000

Raman shift (cm'ﬂ)

b) c)
——Linalol

PEL-CNCA

——PEL-CNC2

T

T T T T
1400 ‘IEIOO 1800 2700 2850 3000
Raman shift (crm") Raman shift (cm™)

Fonte: Autoria Prdpria.

Ap0s a adicdo dos CNCs, verificou-se, para a amostra PEL-CNC2, um novo pico em

1590 cm™ aparecendo na forma de ombro para a emulsdo PEL-CNC1. Esse novo sinal é
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um possivel indicador de uma nova vibracdo quimica nos materiais, podendo ser associada
a interacdes entre o 6leo e a fase solida. O pico 1642 cm™, presente no dleo essencial, foi
deslocado para 1623 cm™ apds a emulsificagdo, e o pico 1675 deslocou-se para 1682 cm?,
0 que pode estar associado com o recobrimento do 6leo pela deposicdo dos CNCs na
interface 6leo/agua.

A Figura 61c apresenta a ampliacdo dos espectros na regido 2700-3100 cm™. Os picos
dessa regido apresentam-se sobrepostos e sdo caracteristicos da estrutura carbénica e suas
vibracGes, bem como da presenca de grupos terminais OH- associados ao grupo alcool do
linalol. Uma vez que a celulose possui hidroxilas disponiveis, quando em solu¢do aquosa,
para interagir com outros grupos funcionais, supfe-se que seu uso como estabilizante
resulte, devido a elevada energia adicionada ao sistema, em liga¢gdes quimicas entre 0s
componentes da mistura. Para a confirmacéo da hipdtese, posteriormente séo apresentados
os resultados de ressonancia magnética nuclear.

Na Figura 62 s&o apresentados o0s ajustes das curvas dos espectros de FT-Raman das
emuls@es de linalol estabilizadas com CNC para confirmacdo da presenca do 6leo e de
celulose. pelos CNCs, corroborando os resultados de estabilidade previamente

apresentados.

Figura 62. Fitting curve utilizando o modelo de Gauss dos graficos de FT-Raman na regido 1320-1480 cm™
para analise dos picos 1374 cm™ (celulose), 1380, 1413, e 1450 cm™ (linalol) da amostra a) PEL-CNC1 e b)

PEL-CNC2.
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Fonte: Autoria Prdpria.

Na amostra PEL-CNC1 (Figura 62a), verificou-se que o pico em 1374 cm™, referente
a celulose, deslocou-se para 1361 cm™, e 0 em 1380 cm?, atribuido a deformagdo CH; do

6leo essencial, ndo estava presente, indicando possiveis alteracdes na conformacéo da
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molécula do 6leo devido a interagdo entre a celulose e o linalol. O pico em 1413 cm™ foi o
Unico sem alteragBes ou deslocamentos, estando em maior intensidade e area, e 0 pico
localizado em 1450 cm foi deslocado para 1465 cm™. A amostra PEL-CNC2 (Figura 62b)
n&o apresentou o pico 1450 cm™, e verificou-se proporgdes mais similares entre a celulose
e 0 6leo, 0 que pode ser um indicativo de que o 6leo essencial estava menos recoberto.

A Figura 63 apresenta o espectro de FT-Raman do 6leo essencial de Ho wood e suas
emulsdes estabilizadas com CNF. O espectro completo (Figura 63a) apresentou
similaridade com as emulsdes com CNCs, sendo esse comportamento esperado devido a
mesma estrutura quimica similar entre as nanoceluloses, com o aparecimento de novos
picos, principalmente entre 3000-4000 cm, atribuidos a grupos CHa, CHs, e OH (Parida,
Dash e Pradhan, 2015).

Figura 63. Espectro de FT-Raman do 6leo essencial de Ho wood (Linalol) e suas emulsdes estabilizadas

com CNF a) espectro completo, e ampliagdo das regides b) 1200-1900 cm™ e ¢) 2700-3100 cm™,
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Fonte: Autoria Prdpria.
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Na Figura 63b ¢é apresentada a ampliacdo da regifo 1200-1900 cm™, sendo possivel
observar que o pico 1291 cm™* apresentou um deslocamento para 1252 e 1259 cm™ para as
amostras PEL-CNF1 e PEL-CNF2, respectivamente. Uma vez que esse pico representa
vibracGes da estrutura do linalol, seu deslocamento indica mudancas significativas em seus
modos vibracionais, o que pode estar atribuido a mudancas conformacionais causadas por
perturbacgdes pela nuvem eletronica da celulose, ou ainda devido a novas liga¢fes quimicas
entre os componentes. Novamente, a regido entre 1318 e 1540 cm™ tornou-se uma larga
banda, indicador de sobreposicdo de picos do 6leo e da celulose. O pico 1638 cm™
deslocou-se para 1611 cm™ com menor intensidade para a amostra PEL-CNF1, sendo este
segundo pico atribuido a ligagbes C=C conjugadas (Hanif et al., 2017). J& para a amostra
PEL-CNF2, o pico deslocou-se para 1623 cm, atribuido a vibragdes C=C (Schulz et al.,
2005).

Na Figura 63c é apresentado um aumento da regido 2700-3100 cm™, caracterizada por
vibracdes de grupos OH, CHz e CHs. O pico em 2730 cm™ é associado a vibrag@es de
alongamento simétrico de ligacbes CH, e seu desaparecimento nas amostras PEL-CNF1 e
PEL-CNF2 corrobora com os resultados encontrados para o pico 1638 cm™. Foram
verificadas alteragbes na banda entre 2800-3000 cm, atribuida a vibracbes de
alongamento assimétrico de CH e vibracGes de alongamento OH (Moosavinejad et al.,
2019).

Na Figura 64 sdo apresentados os fits dos espectros de FT-Raman das emulsdes de

linalol estabilizadas com CNF na regido 1320-1480 cm™.

Figura 64. Fitting curve utilizando o modelo de Gauss dos gréaficos de FT-Raman na regido 1320-1480 cm™
para analise dos picos 1338 cm™ (celulose), 1380, 1413, e 1450 cm™ (linalol) da amostra a) PEL-CNF1 e b)
PEL-CNF2.
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Fonte: Autoria Prdpria.
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Na amostra PEL-CNF1 (Figura 64a) verificou-se que o pico referente a celulose e os
picos em 1413 e 1450 cm™ mantiveram-se bem definidos. No entanto, o pico em 1380 cm’
! associado a deformagdo CH. do dleo essencial, tornou-se apenas uma linha indefinida.
Na amostra PEL-CNF2 (Figura 64b) destaca-se que em 1413 cm desapareceu, sendo que
0s outros aparecem bem definidos, porém deslocados. Resultados similares foram
observados para as amostras estabilizadas com CNC. No entanto, a definigdo dos picos é
um indicativo do mecanismo de estabilizacdo estérico, em que a estrutura das nanofibras
de celulose € mantida intacta, ocorrendo a formacdo de uma rede tridimensional que
aprisiona as gotas de 6leo em seu interior (Souza et al., 2020).

A Figura 65 apresenta os espectros de FT-Raman do 6leo essencial de cardamomo e

suas emulsodes estabilizadas com CNC.

Figura 65. Espectro de FT-Raman do 6leo essencial de Cardamomo e suas emulsdes estabilizadas com
CNC a) espectro completo, e ampliagdo das regides b) 1000-1900 cm™ e ¢) 2700-3100 cm™™.

Cardamomo
—— PECar-CNC1
PECar-CNC2

a)

\
e fyeees |

1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000
Raman shift (cm™)

b) c)

—— Cardamomo
—— PECar-CNCA1
PECar-CNC2

1000 1200 1400 1600 1800 2700 2800 2900 3000 3100
Raman shift (cm™) Raman shift (cm™)

Fonte: Autoria Propria.
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O dleo essencial de cardamomo puro apresentou nitidas diferencas espectrais em
relacdo as emulsdes quando comparados 0s espectros completos (Figura 65a), e 0s picos
principais do 6leo foram verificados em 652 cm™ (vibragéo do anel de 1,8-cineol), 755 cm
! (vibragdo do anel y-terpineno), 926 cm™ (a-cineol), 1025 cm™ (fracas vibragbes do
linalol), 1075 e 1375 cm™ (vibracdes fracas do limoneno), 1162 cm™ (vibragdes nio
conjugadas C=C do vy-terpineno), 1448 cm™ (deformacido CH,), 1677 cm™ (vibragdes de
alongamento C=C) e 1737 cm (alongamento C=0) (Hanif et al., 2017; Jentzsch, Ramos
¢ Ciobota, 2015; Schulz et al., 2005; Schulz e Baranska, 2007; Souza et al., 2020).

A ampliac3o entre 1000 e 1800 cm™ (Figura 65b) evidencia que as amostras PECar-
CNC1 e PECar-CNC2 apresentaram diferencas significativas. Ambas as emulsdes CNC
mostraram uma nova forma de pico nessa regido (1000-1900 cm™), que ¢ associada as
vibragdes C=0, deformacgdes CH, e CHs do 0leo essencial, e também ¢é atribuida as
vibracgdes de flexdo CHz, C-C, C-O-H e C-H dos CNCs (Ferreira et al., 2019). Ambas as
amostras, apds a emulsificacéo, apresentaram um pico centrado em ~1410 cm:, sendo este
possivelmente uma combinacgdo dos picos 1448 cm™ do dleo essencial e 1421 cm™ da
celulose (deformacdo da ligagdo CHy). Interessantemente, o pico 1677 cm™ do 6leo
essencial mudou completamente sua forma em ambas as emulsdes, sendo que para PECar-
CNC1, tornou-se uma série de picos de menor intensidade localizados na mesma regido do
pico do dleo essencial. Na amostra PECar-CNC2, identifica-se um novo pico intenso em
1674 cm™. Essa variacdo de intensidade dos picos pode estar associada a capacidade de
emulsificacdo e recobrimento da superficie das gotas de 6leo, uma vez que gotas de 6leo
mais recobertas possuem 6leo livre menos disponivel, e possivelmente com picos menos
intensos devido a sua interacdo quimica com a celulose. De maneira andloga as amostras
PEL-CNC, foram verificadas alteragbes na banda entre 2800-3000 cm, atribuida a
vibracbes de alongamento assimétrico de CH e vibragdes de alongamento OH
(Moosavinejad et al., 2019).

Na Figura 66 sdo apresentados os espectros de FT-Raman do oleo essencial de
cardamomo e suas emulsdes estabilizadas com CNF (Figura 66a). Conforme observado
para espectros de emulsdes CNC, o pico de OE em 1448 cm™ apareceu como uma banda
nitida centrada em 1390 cm™, provavelmente devido as interacdes CNF-6leo essencial. O
pico em 1673 cm! foi alterado para a forma de dois picos centrados em 1620 e 1663 cm™,
com ombro em 1721 cm™ (Figura 66b). Os CNFs formaram uma rede em torno das
goticulas de 6leo que limitou seu movimento e coalescéncia. Essa rede estavel semelhante

a um gel se organizou em torno das gotas, prendendo-as dentro. Por esse motivo, 0s picos
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caracteristicos do 6leo essencial de cardamomo sdo menos detectaveis e a celulose € mais
intensa, pois ha uma camada protetora de CNF ao redor das goticulas de 6leo. Os picos em
2800-3200 cm™ (Figura 66¢) confirmam a presenca das CNFs, sendo mais um indicio do

encapsulamento das gotas de 6leo pelas nanofibras de celulose.

Figura 66. Espectro de FT-Raman do 6leo essencial de cardamomo e suas emulsdes estabilizadas com CNF

a) espectro completo, e ampliagdo das regides b) 1230-1800 cm™ e ¢) 2800-3200 cm™,
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Fonte: Autoria Prdpria.

Na Figura 67 sdo apresentados os espectros de FT-Raman do 6leo essencial de canela
e suas emulsdes estabilizadas com CNC. O 6leo essencial de canela puro apresentou
elevada similaridade com suas emulsdes, sendo que seus principais picos sdo verificados
em 843 cm™ (vibragio C-H fora do plano), 1001 cm™ (anel benzeno monosubstituido),
1032 cm! (vibragdo de torgdo C-H do grupo CH2), 1126 cm™ (alongamento C-C), 1162
cm? (ligagdo C-H), 1180 cm (ligagdo C-0), 1206 cm™ (p-cimeno), 1253 cm™ (vibragdo
CHy), 1332, 1393, 1452 e 1497 cm™ (modos de ligagdo CHs), 1598 cm™ (anel benzeno
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monosubstituido), 1627 cm™ (C=C), e 1673 cm™ (vibragdes de alongamento C=0 e C=C)
(Andreev et al., 2001; Cebi, Arici e Sagdic, 2021; Nelson et al., 2020; Schulz et al., 2004;
Schulz e Baranska, 2006).

Apos a emulsificacdo com os CNCs, verificou-se o surgimento de um pico de baixa
intensidade em 1050 cm™ e um novo ombro em 1102 cm™, associados a vibragoes
assimétricas C-O-C e vibragGes do modo de ligacdo C-C da celulose (Park et al., 2019;
Sacui et al., 2014). Além disso, o pico 1497 cm™ deslocou-se para 1492 cm™ para ambas
as emulsdes, indicando que a emulsificacdo pode ter induzido uma perturbacdo nos modos
de vibracdo devido a possiveis interagdes entre os componentes. Ndo houve modificacéo

nos picos acima de 1560 cm™ (Figura 67¢).

Figura 67. Espectro de FT-Raman do 6leo essencial de canela e suas emulsdes estabilizadas com CNC a)

espectro completo, e ampliacdo das regides b) 820-1515 cm™ e ¢) 1560-1700 cm™.
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Fonte: Autoria Prdpria.

A Figura 68 apresenta os espectros de FT-Raman do 6leo essencial de canela e suas

emuls@es estabilizadas com CNF. De maneira similar ao observado na Figura 67, nao
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houve mudancas significativas entre os espectros (Figura 68a), com predominancia dos
picos do dleo essencial. A Figura 68b apresenta uma ampliacio da regido 825-1075 cm™,
sendo possivel identificar que ap6s a emulsificagdo com CNF, a amostra PECan-CNF2
apresentou um ombro em 830 cm™, associado a alongamento C-O-C da celulose (Sacui et
al., 2014). A presenca de picos sobrepostos do 6leo e da celulose sdo um indicativo da
presenca de ambos 0s componentes na mistura, e o alargamento do pico do 6leo essencial
pode indicar a presenca de vibragdes de modos de ligacdo novos, sendo um possivel indicio
de interacdes quimicas. Ambas as emulsdes apresentaram um pico em 1053 cm™,

confirmando a presenca das nanofibras de celulose no sistema.

Figura 68. Espectro de FT-Raman do 6leo essencial de canela e suas emulsdes estabilizadas com CNF a)

espectro completo, e b) ampliagéo da regido 825-1075 cm™,
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Fonte: Autoria Prdpria.

6.5 Ressonancia magnética nuclear

A espectroscopia de RMN é geralmente empregada para a elucidacdo estrutural de
compostos organicos. No entanto, estudos recentes tém demonstrado a importancia desta
técnica para investigar interagdes moleculares e as arquiteturas de arranjo supramolecular.
Neste caso, parametros como mudangas quimicas, taxa de relaxamento, largura de linha e
constantes de taxa de difusdo molecular s&o usados nas investigagdes (Pinto et al., 2016).
O RMN do material liquido é totalmente dependente da solubilidade do material analisado
no solvente utilizado, refletindo a distribuicdo e o estado da 4gua na emulséo (Liu et al.,
2018). Para avaliar as diferengas na estabilizagdo e, consequentemente, o efeito da
solubilidade dos oOleos essenciais em emulsdes Pickering estabilizadas, os 0leos puros e

suas emulsdes foram investigados.
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A Figura 69 mostra os espectros de *H e *3C do dleo essencial de Ho wood puro em
ambos os solventes deuterados CDCl3 (cloroformio) e D2O (agua). Esse Gleo apresentou
boa solubilidade em cloroférmio, apresentando um espectro detalhado de H e 3C. No
entanto, os espectros obtidos com o 6leo essencial diluido em dgua deuterada apresentaram
um espectro de baixa resolugdo na analise de nicleos de *H. Em contraste, o espectro *C
apresentou sinais deslocados com alguma distor¢do, provavelmente devido a
heterogeneidade do campo magnético causada por uma fase liquida descontinua da solucéo
OE + D;0. Todos os picos apresentados no espectro 3C de CDCls também aparecem no
espectro D0, indicando uma solubilidade parcial do 6leo essencial em D20 (1590 mg L™
a 25 °C) (Rodriguez-Lopez et al., 2020). Essa informacdo foi verificada mesmo com uma
distorgdo na simetria dos picos.

Figura 69. Espectros de *H and *3C do dleo essencial de Ho wood (Cinnamomum camphora var.
linalooliferum, CAS Number 92201-50-8) diluido com CDCl; e D.0O.
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Fonte: Autoria Prdpria.

Os deslocamentos quimicos do linalol foram coerentes com a literatura, com trés

singletos CHs em & 1,2, 1,5 e 1,6 ppm, verificados pelo espectro de *H-NMR, e 0 espectro
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13C-NMR apresentou dez sinais principais, com dois atribuidos a carbonos quaternarios (&
73,5 e 131,9 ppm) (Phutdhawong et al., 2007).

A Figura 70 mostra a sobreposicéao de dois espectros 2D, HSQC, do 6leo Cinnamomum
camphora var. linalooliferum, nimero CAS 92201-50-8. Esse experimento, chamado
Heteronuclear Single Quantum Coherence, é usado para determinar as correlacGes entre
0s nucleos envolvidos em uma ligacdo quimica simples proton-carbono, fornecendo
informagBes quimicas do material. Ou seja, por meio de um espectro HSQC 3C-1H ¢
possivel identificar qual carbono esta ligado a cada um dos hidrogénios da molécula
organica. E uma técnica rica em informagdes, uma vez que especifica a lista de pares *H-
13C diretamente ligados presentes em uma molécula. J& HMBC é definido como
Heteronuclear Multiple Bond Correlation, e representa os nlcleos envolvidos por mais de
uma ligacdo quimica de longa distancia, em que cada sinal de préton pode ser

correlacionado com um ou mais sinais de carbono.

Figura 70. Sobreposicdo de espectros HSQC e HMBC 2D *H - 3C do 6leo essencial de Ho wood

(Cinnamomum camphora var. Linalooliferum, Namero CAS 92201-50-8), diluido com D,0.
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Fonte: Autoria Prdpria.

O gréfico obtido apresenta cores diferentes para diferentes espécies de carbono (cor
azul para CH e CHs e verde para CHz). Foram obtidos resultados semelhantes para os
experimentos DEPT135 e HMBC - Heteronuclear Multiple Bond Correlation, que fornece
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informacdes semelhantes a um experimento COSY préton-préton, correlacionando
carbonos com constantes de acoplamento de J2, J3 e até J4 para alguns sistemas conjugados
(em vermelho). Por meio dessa técnica foi possivel confirmar/montar a estrutura quimica
do dleo estudado, analisando, uma a uma, as ligacBes presentes no espectro.

A Figura 71 mostra a sobreposicéo de espectros de HSQC de 6leo essencial puro (em
azul e verde), e PEL-CNC1 (em vermelho e rosa) PEL-CNC2 (em roxo e verde claro).
Picos cruzados entre os eixos X e Y indicam acoplamento entre prétons separados por até
trés ou quatro ligacbes quimicas. No espectro, existem ligacdes cruzadas nas regifes 1 a 2-
H ppm e 20-30-C e ~43-C ppm. Isso indica pontos de correlacdo fortemente ligados com
acoplamento carbono-hidrogénio. Esses resultados sdo correlacionados com protons de
metileno, de acordo com Sahu e colaborador, e sdo resultado de uma formacao de ligagéo
quimica (Sahu e Bhowmick, 2019).

Figura 71. Sobreposicéo de espectros HSQC e HMBC 2D *H - 3C do 6leo essencial de Ho wood e suas

emulsdes estabilizadas com CNCs, diluidos com D,0.
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Fonte: Autoria Prdpria.

E possivel observar que para PEL-CNC1 existem picos semelhantes ao 6leo essencial
puro em D20 e outros picos relacionados as estruturas do processo de emulsificacdo. No
entanto, em PEL-CNC2, os picos de 0leo essencial ndo aparecem, indicando a auséncia de
EO puro nesta amostra em D20, ou seja, todo o éleo foi emulsificado, corroborando com
os resultados anteriormente apresentados em que para essa amostra ndo ha separagdo de

fase. Esses resultados confirmam que o dleo essencial provavelmente foi incluido dentro
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de um complexo de particulas de CNC (Jiang et al., 2019) que blindou as goticulas de 6leo
e evitou sua aproximacao e coalescéncia.

A Figura 72 apresenta a sobreposicao de espectros de HSQC do 6leo essencial de ho
wood puro (em azul e verde), PEL-CNF1 (em vermelho e rosa) e PEL-CNF2 (em roxo e
verde claro). Nenhuma das emulsdes apresentam picos de éleo puro em agua. No entanto,
ambas possuem 0S mesmos picos encontrados nas emulsdes estabilizadas com CNC,

indicando a mesma tendéncia estabilizacao.

Figura 72. Sobreposicdo de espectros HSQC e HMBC 2D *H - 3C do 6leo essencial de Ho wood e suas

emulsdes estabilizadas com CNFs, diluidos com D,0.
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Fonte: Autoria Propria.

A Figura 73 apresenta 0 HSQC emulsdes PEL-CNF1 (em azul e verde) e PEL-CNF2
(em vermelho e rosa), mostrando que os picos ap6s a emulsificacdo apresentam diferentes
deslocamentos quimicos quando comparados ao EO puro na agua. No entanto, 0s picos
apresentados nos espectros ainda confirmam a estrutura do linalol. Os resultados de RMN
sugerem gue tanto o CNC quanto o CNF no processo de emulséo Pickering interagem com
as estruturas do Linalol, alterando a forma como essa molécula interage com a agua e,
eventualmente, com o D»0O, ou seja, h4 a formacdo de novas ligagdes quimicas que alteram
a estrutura do linalol. Esses resultados corroboram os anteriormente apresentados no FTIR
e FT-Raman, de que a estabilizacdo do linalol ocorre por interagcbes quimicas entre 0s

grupos funcionais da celulose e do 06leo essencial.
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Figura 73. Sobreposicéo de espectros HSQC 2D *H - 3C das emulsdes PEL-CNF1 (em azul e verde) e

PEL-CNF1 (em vermelho e rosa) diluidas com D-O.
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Fonte: Autoria Prdpria.

A Figura 74 apresenta o espectro *C do OE puro de cardamomo em ambos 0s

solventes deuterados CDCls e D,O. O 6leo demonstrou boa solubilidade em CDCls,

apresentando um espectro *C detalhado. Foi possivel identificar a presenca de dois

principais compostos ativos no 6leo essencial: acetato de a-terpineol e 1,8-cineol.

Figura 74. Espectros de **C do 6leo essencial de cardamomo (Elettaria cardamomum, CAS Number 8000-

66-6) diluido com CDCl; e D20.
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Porém, o espectro obtido com o 6leo diluido em apresentou um espectro *C de baixa
resolugdo com picos deslocados e alguma distor¢do. Todos os picos apresentados no
espectro CDCl; 3C também aparecem no espectro D20, mostrando uma solubilidade
parcial do 6leo essencial em D20 ou H20.

A Figura 75 mostra a sobreposicéo de espectros *C de 6leo essencial puro (em verde),
PECar-CNC1 (em vermelho) e PECar-CNC2 (em azul). Verificou-se que o0s picos do
acetato de a-terpinila ndo estdo identificAveis nos espectros, o que poderia ser um
indicativo de que este componente do 6leo essencial sofre um rearranjo espacial, com
orientacdo preferencial para o interior da gota formada pelo CNC estabilizado, formando
uma espécie de “capsula protetora”. Além disso, nos espectros de emulsdes, 0s picos
caracteristicos encontrados para a molécula de 1,8-cineol apresentam formato,
deslocamento quimico e resolucédo diferentes quando comparados ao OE puro, indicando
que a molécula possui uma interacdo diferente com o solvente (D20) ap6s a emulsificacao,

possivelmente devido ao rearranjo dos compostos ativos do 6leo essencial.

Figura 75. Espectros de *3C do dleo essencial de cardamomo (Elettaria cardamomum, CAS Number 8000-

66-6) e das emulsoes estabilizadas com CNC diluidas com D-0.
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A Figura 76 mostra a sobreposicdo de espectros *C de 6leo essencial puro (em verde),
PECar-CNF1 (em vermelho) e PECar-CNF2 (em azul). Semelhante as emulsdes
estabilizadas com CNC, as emuls6es CNF apresentaram picos deslocados para a molécula
de 1,8-cineol. No entanto, diferentemente das emulsdes CNC, o0s espectros mostraram
picos caracteristicos da molécula de acetato de a-terpinila, sendo possivel inferir que o
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mecanismo de estabilidade influencia na organizacdo dos componentes do OE. Esses
resultados indicam que na estrutura do CNF, mesmo com aspecto de gel, existe uma
quantidade do OE que ndo é totalmente estabilizada pela emulséo, sendo suscetivel a
solucdo e consequentemente a separacao de fases. Esses resultados sdo esperados, uma vez
que as gotas de 6leo ndo sdo completamente recobertas pelas nanofibras de celulose, mas

sim aprisionadas no interior de poros formados pela estrutura tridimensional de CNFs.

Figura 76. Espectros de *C do dleo essencial de cardamomo (Elettaria cardamomum, CAS Number 8000-

66-6) e das emulsdes estabilizadas com CNF diluidas com D20.
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Os resultados de RMN indicam que o processo de emulsificacdo do 6leo essencial de
cardamomo com CNC altera a caracteristica vibracional da molécula de acetato de a-
terpinila, possivelmente fazendo com que ela se ordene de forma preferencial para o
interior da gota de 6leo, enquanto o 1,8-cineol apresenta picos deslocados, indicando
interacdo com solvente e/ou CNC, consequéncia direta de diferentes solubilidades. As CNF
ndo apresentaram a mesma estabilidade, e as duas principais moléculas do OE puro séo
verificadas no espectro da emulséo, indicando separacao de fases.

A Figura 77 apresenta o espectro 3C do 6leo essencial de canela em solventes
deuterados CDCl3z e D,0O. O 6leo demonstrou boa solubilidade em CDCls, apresentando
espectro 13C detalhado. Os picos mais intensos do espectro apresentam deslocamento
quimico caracteristico, que podem ser atribuidos ao aldeido cindmico, comumente

encontrado no OE de canela. Por outro lado, o espectro obtido com o OE diluido D20
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apresentou um espectro 3C de baixa resolugdo com picos deslocados e alguma distorco,
provavelmente causada pela heterogeneidade do campo magnético causado por uma fase
liquida descontinua da solu¢do OE + D20. Todos os picos apresentados no espectro CDCl3
13C também aparecem no espectro D20, mostrando uma solubilidade parcial do OE em
D20 ou H20.

Figura 77. Espectros de ‘3C do dleo essencial de canela diluidas com CDCI; e D;0.
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Fonte: Autoria Prdpria.

A Figura 78 ilustra os espectros de OE de canela em D20, bem como as emuls6es
estabilizadas com CNC, PECan-CNC1 e PECan-CNC2. Foi possivel verificar diferencas
nos espectros entre si, indicando variagdo significativa entre as interagdes de celulose
cristalina e OE de canela. Os espectros das emulsées CNC apresentam 0s picos
caracteristicos do aldeido cinamico. Além disso, outros picos com intensidades
semelhantes e deslocamentos quimicos em torno de 198 ppm, 156 ppm e 133 ppm
semelhantes aos C's 1, 2 e 3 também séo mostrados. A presenca desses picos pode indicar
uma interacdo quimica com os CNCs. O deslocamento quimico de um nucleo C é
diretamente influenciado pelo ambiente quimico, confirmando assim a presencga de duas
espécies de aldeido cinamico, uma espécie comum com deslocamentos quimicos

caracteristicos e outra espécie com picos deslocados.
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Figura 78. Espectros de *C do 6leo essencial de canela e suas emulsdes estabilizadas com CNC, diluidas

com CDCl3 e D,0O.
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A Figura 79 ilustra os espectros de **C de 6leo essencial de canela em D,0 e emulsdes

PECan-CNF1 e PECan-CNF2.

Figura 79. Espectros de *C do 6leo essencial de canela e emulsdes estabilizadas com CNF, diluidas com
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Os picos nos espectros sdo muito semelhantes, indicando que o processo de emulséo
do OE de canela ndo altera significativamente a solubilidade e disponibilidade do OE a
solucdo. Embora a mobilidade das particulas possa ser afetada, de acordo com as anélises
de RMN, ndo é possivel afirmar uma interacdo quimica entre as estruturas de CNF e 6leo

essencial de canela.

6.6 Tensdo superficial

A tensdo superficial (TS) das amostras das emulsdes Pickering foi medida para obter
informacdes sobre a atividade superficial das diferentes nanoceluloses na estabilizacdo da
emulsdo (Yuan, H. et al., 2021). Os 6leos essenciais de Ho wood, cardamomo e canela
puros apresentaram tensdes superficiais (TS) de 30,5+ 1,2, 32,0 £ 0,1 e 40,2 £ 0,2 mN/m,
respectivamente. Ja as misturas de Ho wood/agua, Cardamomo/agua e Canela/agua, sem
agente estabilizante, apresentaram TS de 40,3 + 0,7, 45,8 + 0,5 e 55,6 £ 1,9 mN/m,
respectivamente. Verifica-se que todas as emulsdes apresentaram a mesma tendéncia de
aumento dos valores de ST em comparagdo ao OE puro, sendo este fendmeno associado a
presenca da agua, que possui uma tensao superficial de aproximadamente 73 mN/m. As
suspensdes de CNC/agua e CNF/agua apresentaram TS de 49,5 + 1,3 e 63,9 £ 0,7 mN/m.
De acordo com Berg et al. (2018), a morfologia dos nanomateriais de celulose influencia
seu angulo de contato e tensdo superficial, uma vez que suas estruturas apresentam
diferentes interacbes em uma interface fluido-fluido, como interagbes DLVO, forcas
capilares, comportamento hidrofilico e intera¢cbes monopolar e dipolar. Uma vez que o L/D
de CNCs e CNFs sdo diferentes, espera-se que particulas maiores (CNF) possam mostrar
forcas capilares de flotagdo induzidas pela gravidade devido ao seu peso. No caso de
particulas menores (CNCs), as forcas capilares de imersdo podem existir dependendo da
quimica da superficie e da posicdo da linha de contato. Particulas anisotrépicas causam
uma deformacdo irregular da interface ao seu redor, e essa deformacéao leva a interagdes
capilares. Assim, a intensidade da tensdo superficial é dependente das forcas de interagdes
associadas a morfologia da nanocelulose, seus tamanhos e estados de disperséo.

A Figura 80a mostra a tensdo superficial das emulsdes estabilizadas com éleo essencial
de Ho wood ao longo de 30 segundos, enquanto a Figura 80b mostra a imagem das gotas
pendentes e seus respectivos valores médios de tensdo superficial (mN/m) a mais

nanoceluloses adsorvidas na interface 6leo/agua (Wu et al., 2017).
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Figura 80. Dados de tensao superficial das Pickering emulsions de 6leo essencial de Ho wood (linalol)
estabilizadas com CNC e CNF a) medic6es de tensdo superficial ao longo do tempo e b) seus respectivos
valores médios.
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Fonte: Autoria Propria.

As amostras estabilizadas com nanocristais de celulose, PEL-CNC1 e PEL-CNC2,
apresentaram valores de tensdo superficial de 36,5 + 0,05 e 36,9 + 0,83 mN/m, enquanto
as PEL-CNF1 e PEL-CNF2 apresentaram valores de TS de 31,9 + 1,0 e 33,9 £ 2,2 mN/m,
respectivamente. Comparando-se 0s TSs das emulsdes com os das misturas Oleo/agua,
verifica-se que houve uma reducdo da tensdo superficial, possivelmente devido a
complexos interfaciais formados para a estabilizacdo da emulsdo por meio de uma pelicula
interfacial, diminuindo a forca repulsiva entre a &gua e o 6leo, sendo este comportamento
esperado em bons emulsionantes (Franzol e Rezende, 2015; Yagoob Khan et al., 2006;
Zhai, Xichuan et al., 2018). De acordo com Langevin (2000), a diminui¢do da tenséo
superficial é relacionada com a presséo superficial resultante da adsor¢do de um tensoativo
(ou particula solida) na superficie das goticulas de oleo, sendo que esse fator altera a
elasticidade e viscosidade superficial, ou seja, a curvatura da gota, e consequentemente a
tensdo superficial e fendmenos reolégicos (Langevin, 2000).

A tensdo superficial de PECar-CNC1, PECar-CNC2, PECar-CNF1 e PECar-CNF2 foi
45,7+0,2,45,2+£0,4,339+0,1e 324 £0,1 mV/m, respectivamente (Figura 81). Nesse

caso, como os nanocristais de celulose apresentam hidroxilas livres em sua estrutura que
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favorecem sua adsorcdo na interface 6leo/agua e, ao mesmo tempo, geram forcas repulsivas
entre as goticulas de dleo. O mecanismo de estabilizagdo eletrostatica resultou em
estabilidade semelhante para ambas as emulsdes e, consequentemente, caracteristicas

fisico-quimicas semelhantes, resultando em valores de ST estatisticamente semelhantes.

Figura 81. Dados de tensao superficial das Pickering emulsions de 6leo essencial de cardamomo
estabilizadas com CNC e CNF a) medic6es de tensdo superficial ao longo do tempo e b) seus respectivos

valores médios.
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Por outro lado, o PECar-CNF1 apresentou um valor de ST ligeiramente superior ao
PECar-CNF2, indicando que para a segunda amostra provavelmente ocorreu o acimulo e
auto-organizacao de nanofibras na interface liquido-ar (Kumar, Gaur e Mandal, 2017). Os
valores ligeiramente inferiores para PECar-CNF2 poderiam indicar melhor adsorcéo de
CNF na interface das gotas de 6leo (Haaj et al., 2014). Segundo Zhou e colaboradores,
valores baixos de ST indicam que a nanocelulose é facilmente adsorvida na interface,
afetando o empacotamento das particulas nas interfaces e formando uma estrutura
interfacial, caracteristica critica para as propriedades fisico-quimicas das emulsdes
Pickering (Zhou et al., 2018). No geral, todas as emulsdes apresentaram valores de ST
entre 32 e 48 mVV/m.

Os valores de ST para as emulsdes de linalol e cardamomo sugerem que a estrutura do
Oleo essencial também interfere na quimica de superficie. Esse aumento também é

verificado para as emulsfes de canela, apresentadas a seguir, 0 que pode ser associado a
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estrutura aromatica do 6leo de canela. A tensao superficial é relacionada com a polaridade
das moléculas em estudo e com a densidade dos liquidos, e no caso de menores tensdes
superficiais, possivelmente a nanocelulose contrabalanceou as forcas resultantes do 6leo.
A Figura 82 apresenta os valores de tensdo superficial das emulsdes estabilizadas de
6leo essencial de canela, sendo que todas apresentaram valores semelhantes, com excecéo
da amostra PECan-CNCL1, o que pode ser associado com sua estabilidade eletrostatica, ou
ainda com os maiores tamanhos de gota dessa emulsdo. As demais emulsdes de canela
apresentaram valores similares de tensdo superficial e tamanho de gotas. Valores similares
de TS foram reportados por Ozogul et al. para emulsdes de 6leo de timol estabilizadas com

lauril (Ozogul et al., 2017) e por Yazgan, em emulsdes de sélvia (Yazgan, 2020).

Figura 82. Dados de tensao superficial das Pickering emulsions de 6leo essencial de canela estabilizadas

com CNC e CNF a) medicdes de tensdo superficial ao longo do tempo e b) seus respectivos valores médios.
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6.7 Reologia
Considerando um sistema de emulséo Pickering preparado para aplicagcdes comerciais,
sua fluidez e fundamental para o preparo e armazenamento e para o produto final. A Figura

83 mostra as curvas de viscosidade em funcéo da taxa de cisalhamento do 6leo essencial

de linalol e suas emuls@es. O 6leo puro apresentou comportamento newtoniano, conforme
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esperado. Ja as emuls@es estabilizadas com CNC (PEL-CNCL1 e PEL-CNC?2) apresentaram
comportamento semelhante ao 6leo essencial puro com leve aumento da viscosidade
seguido de platb. Esses resultados indicam que a adicdo de CNC causa um distdrbio no
sistema e possivelmente ocorreu a deposicdo efetiva de nanocristais de celulose nas
goticulas de dleo. Devido a estabilidade do sistema, esses CNCs ndo devem estar
emaranhados/agregados, resultando em uma viscosidade constante (Xu et al., 2020). Além
disso, a compatibilidade do sistema pode auxiliar na distribuicdo homogénea das
nanoceluloses ao longo da emulsdo, resultando em uma fase continua estavel sem a
formacdo de microfases, independente da concentracdo CNC utilizada (Dai et al., 2017;
Hu et al., 2019).

As amostras estabilizadas com CNF apresentaram comportamento ndo newtoniano,
com diminuicdo de viscosidade com o aumento da taxa de cisalhamento, caracteristico de
materiais pseudoplasticos. Quando a taxa de cisalhamento aumenta o suficiente para
superar 0 movimento browniano, a resisténcia do fluxo diminui e a viscosidade diminui
(Hosseini e Rajaei, 2020). O “afinamento” também pode ser resultado da quebra da rede
tridimensional formada pelas nanofibras de celulose. Apds o desemaranhamento principal
dos CNFs, a viscosidade diminui até atingir um platd em aproximadamente 30 mPa:-s,

significativamente maior do que as amostras PEL-CNC (~7 mPa-s).

Figura 83. Curvas de viscosidade versus taxa de cisalhamento do 6leo essencial de linalol e suas emulsdes

Pickering.
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Para amostras estabilizadas com CNF, modelos reoldgicos foram aplicados para
avaliar a estrutura interna e as mudancas associadas ao estado do gel e a influéncia de forcas
externas, ou seja, cisalhamento. O modelo de Herschel-Bulkley tem trés constantes, K, n
(dilui¢ao de fluido) ¢ y (parametro relacionado a tensdo de cisalhamento de forma néo
linear) (Equacéo 48) e fornece bons resultados para materiais sélidos até uma certa tensao

de cisalhamento, e que passam a fluir a partir desse valor (Chhabra e Richardson, 1999).

T=1+Ky" (48)

onde 1 ¢ o cisalhamento medido, 1o € a tensdo de escoamento medida, K é o indice de
consisténcia, n ¢ o indice de comportamento do fluxo e y ¢ a taxa de cisalhamento. Os
dados obtidos séo apresentados na Tabela 10. Os resultados mostraram um bom ajuste com
este modelo, e altos valores de K foram verificados para PEL-CNF2, indicando que o
menor teor de Oleo essencial otimizou o efeito de gelificacdo e, consequentemente, ndo
houve separacdo de fase para essa amostra. Ambas as emulsdes mostraram n <1,
caracteristico de comportamento pseudoplastico ndo newtoniano (Husin, Taju Ariffin e
Yahya, 2018).

Além disso, 0 modelo de Ostwald-de-Waele também apresentou um bom ajuste e foi
utilizado para descrever o comportamento do fluxo independente do tempo. Este modelo
relaciona a viscosidade efetiva a taxa de cisalhamento usando trés parametros, de acordo
com a Equacgdo 49, onde y ¢ a taxa de cisalhamento, K é o indice de consisténciae n é o

indice de comportamento do fluxo.

Na(y) = Ky"™* (49)

Tabela 10. Parametros dos modelos reoldgicos de Herschel-Bulkley, Ostwald-de-Waele e Carreau-Yasuda

para amostras PEL-CNF.

Amostra Modelo: Herschel-Bulkley
0 (Pa) K n R?
PEL-CNF1 -0,023 1,994 0,3444 0,9871
PEL-CNF2 -1,571 4,617 0,2565 0,9748
Modelo: Ostwald-de-Waele
- K n R?
PEL-CNF1 - 1,984 0,345 0,9871
PEL-CNF2 - 3,761 0,277 0,9746
Modelo: Carreau-Yasuda
o A n R?
PEL-CNF1 0,5605 0,1441 0,344 0,9870
PEL-CNF2 0,4008 0,04305 0,268 0,9750
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Todos os valores de n foram menores que 1 (n<l), indicando o0 comportamento
pseudopléstico das amostras (Zhao et al., 2019).

O modelo de Carreau-Yasuda considera os valores de viscosidade limite em taxas de
cisalhamento muito altas ou baixas usando n e A como parametros de ajuste de curva e ¢
atil para prever o comportamento de diferentes tipos de fluidos em uma ampla faixa de
taxas de cisalhamento. A Equacdo 50 representa esse modelo reoldgico, em que u., € a
viscosidade a alta taxa de cisalhamento, p, € a viscosidade a baixa taxa de cisalhamento, a
é a poténcia que determina a transicdo entre as taxas de cisalhamento ¢ A ¢ uma constante

de tempo de relaxamento (Chhabra e Richardson, 1999).

Lt _ (14 O)'Y ' (50)

Aplicando o modelo, obteve-se que u,=0 e a=2 para ambas as amostras. Os resultados
indicaram que as emulsGes apresentaram comportamento de cisalhamento com valores de
indice de fluxo (n) de 0,344 e 0,268 para PEL-CNF1 e PEL-CNF2, respectivamente. A
constante de tempo também apresentou valores elevados para PEL-CNF1, o que pode estar
associado a maior instabilidade ou tendéncia a separagdo de fases, indicando que maiores
teores de CNF séo mais indicados para preparacdo das emuls@es de linalol e estabilizacdo
via interacdo gota-CNF (Domian e Szczepaniak, 2020). No entanto, essa constante de
tempo também pode estar relacionada a “menor facilidade” com que as cadeias deslizam,
e, consequentemente, maior tempo de reacdo, tornando-se, assim, uma caracteristica do
sistema emulsionado.

A Figura 84 mostra a viscosidade de cisalhamento do éleo essencial de cardamomo
e suas emulsdes Pickering. As emulsdes PECar-CNC apresentaram comportamento
newtoniano, indicando que possivelmente a emulséo foi bem estabilizada e, mesmo em
repouso, 0s nanocristais permaneceram adsorvidos na interface 6leo/agua (Lu et al., 2019,
2021).
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Figura 84. Curvas de viscosidade versus taxa de cisalhamento do 6leo essencial de cardamomo e suas
emulsdes Pickering a) graficos completos e b) ampliagdo das amostras em baixa viscosidade (6leo essencial
de cardamomo, PECar-CNC1 e PECar-CNC2).
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Fonte: Autoria Prdpria.

As emulsdes PECar-CNF mostraram um comportamento completamente distinto
do que as emulsbes estabilizadas com CNC, com um comportamento tipico ndo-
Newtoniano de pseudoplasticidade, sendo este comportamento justificado pela quebra da
rede emaranhada de nanofibras e a orientacéo das fibrilas ao longo das linhas de fluxo sobre
a forca de cisalhamento (Paximada et al., 2016; Paximada, Kanavou e Mandala, 2020). Em
detalhe, em baixas taxas de cisalhamento, as goticulas tém uma distribuicdo aleatoria por
causa de seu movimento browniano e as goticulas sdo mantidas unidas devido as forcas
hidrodinamicas insuficientes para sua separacdo, resultando em uma viscosidade
relativamente alta. Com o aumento da taxa de cisalhamento, as forcas hidrodinamicas séo
suficientes para romper as interacdes intergoticulas e deformar a rede de CNF e as gotas
de oleo, formando camadas de nanofibras de celulose. Como consequéncia, a viscosidade
diminui até atingir um valor constante em alta taxa de cisalhamento (Benitez et al., 2020;
McClements e Gumus, 2016).

Para essas emulsdes, foram aplicados dois modelos reolégicos para avaliar o tipo
de fluxo, conforme apresentado na Tabela 11, sendo que os dados apresentaram boa adeséo
aos modelos, com R? > 0,9. A adesdo ao modelo de Herschel-Bulkley indica que, em
repouso, 0s materiais possuem a formacdo de estruturas semelhantes a um sélido,

possivelmente indicando que ha interages complexas entre os componentes das emulsdes
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nas interfaces entre as gotas de 0leo e a 4gua (Arab, Kantzas e Bryant, 2018; Merad et al.,
2021).

Tabela 11. Parametros dos modelos reoldgicos de Herschel-Bulkley e Ostwald-de-Waele para amostras

PECar-CNF.
Amostra Modelo: Herschel-Bulkley
10 (Pa) K n R?
PECar-CNF1 1,146 1,221 0,3593 0,9201
PECar-CNF2 0,9669 1,364 0,3607 0,9950
Modelo: Ostwald-de-Waele
- K n R?
PECar-CNF1 - 1,717 0,3206 0,9197
PECar-CNF2 - 1,765 0,3315 0,9947

As amostras PECar-CNF apresentaram valores de “N” entre 0 e 1 (para ambos 0s
modelos), corroborando o comportamento pseudoplastico (Wei et al., 2019), que € o
comportamento ndo-ideal mais comum exibido para as emulsdes comerciais, uma vez que
valores de n baixos facilitam a dispersao do 6leo e melhoram sua bioatividade. Além disso,
os valores de K mais altos que os valores de n indicam que a emulsdo ndo é fluida sobre a
acdo de forcas externas, ou seja, mesmo sob cisalhamento, mantem-se o aspecto gelificado
e, consequentemente, a estabilidade (Zhou et al., 2021).

Considerando os parametros obtidos a partir do modelo de Ostwald-de-Waele,
ambas as emulsbes sdo consistentes, 0 que pode estar correlacionado com maiores
interagdes CNF-CNF, interface O/A e tamanho de gotas menores (Fonseca-Florido et al.,
2018; Kumar et al., 2020), corroborando os resultados de microscopia 6tica. Comparado
com as amostras de linalol, as emulsdes de cardamomo apresentaram indice de consisténcia
significativamente menor, 0 que pode estar associado aos menores tamanhos de gota
associados as PEL-CNF.

A Figura 85 apresenta a viscosidade de cisalhnamento do éleo essencial de canela e
suas emulsbes Pickering, que apresentaram resultados similares as demais amostras.
Enquanto as amostras PECan-CNC apresentaram um comportamento proximo a um fluido
newtoniano, com viscosidade constante com 0 aumento da taxa de cisalhamento, as
amostras PECan-CNF apresentaram um comportamento pseudoplastico, com um aumento
de viscosidade seguido por diminui¢do continua. Esse comportamento indica que, com o
aumento do cisalhamento, a rede tridimensional de celulose formada tornou-se mais
ordenada e menos resistente a direcdo do fluxo, sendo um comportamento consistente com

emulses estabilizadas com polissacarideos e biopolimeros (Zhu et al., 2021).
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Figura 85. Curvas de viscosidade versus taxa de cisalhnamento do 6leo essencial de canela e suas emulsdes
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Fonte: Autoria Prdpria.

A amostra PECan-CNF2 apresentou maior viscosidade do que a PECan-CNF1, o
que pode estar atribuido ao maior teor de nanofibras de celulose empregado durante o
processamento, ou ao menor tamanho de gotas, sendo que quanto maior a viscosidade das
emulsdes Pickering, menor a possibilidade de que a emulséo sofra de fenébmenos de
instabilidade como floculacdo ou coalescéncia (Xiong et al., 2018). Os modelos
matematicos foram aplicados as emuls@es estabilizadas com nanofibras de celulose, e 0s
parametros obtidos estdo apresentados na Tabela 12. Nos modelos estudados, similar ao
observado para os demais 0leos, os valores de n foram menores do que 1, confirmando o
comportamento pseudopléstico dos materiais. O valor de R?>0,99 confirmou a
confiabilidade dos parametros obtidos para as emulsBes, e os valores de K foram
significativamente menores do que os encontrados por Ye et al., 0 que esta relacionado
com o tipo de rede polimérica formada durante o emaranhamento, o tamanho de gotas e a
taxa de ruptura deste (Ye et al., 2017). Como ndo houve nenhum agente reticulante neste
trabalho, os valores de 1o e K tendem a ser menores do que em estruturadas grafitizadas ou

reticuladas.
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Tabela 12. Parametros dos modelos reoldgicos de Herschel-Bulkley e Ostwald-de-Waele para amostras

PECan-CNF.
Amostra Modelo: Herschel-Bulkley
10 (Pa) K n R?
PECan-CNF1 0,7150 0,0875 0,6038 0,9921
PECan-CNF2 0,8063 0,9825 0,3819 0,9913
Modelo: Ostwald-de-Waele
- K n R?
PECan-CNF1 - 0,2134 0,4912 0,9912
PECan-CNF2 - 1,287 0,3509 0,9909

O modelo de Ostwald-de-Weale também apresentou R?>0,99, sendo que a amostra
PECan-CNF2 apresentou 0 maior K e 0 menor n, o que pode estar associado a baixa
interacdo eletrostatica entre as gotas. Esse resultado é coerente, uma vez que maiores
concentracfes de CNF induzem maior estabilidade estérica, e as cargas eletrostaticas séo

um mecanismo secundario (Zhang et al., 2020).

6.8 Ensaios antibacterianos

Devido a tendéncia no desenvolvimento de produtos antimicrobianos naturais, novos
emulsificantes baseados em biopolimeros e 6leos essenciais tem emergido nos ultimos
anos. Para que um material seja considerado antimicrobiano, este deve inibir ou inativar o
crescimento de microrganismos associados a doencas que podem estar presentes no meio,
como em superficies, alimentos, embalagens, etc. (Jamali et al., 2021). Devido as
limitagdes de aplicacdo de materiais antimicrobianos, os sistemas de entrega podem
melhorar significativamente sua funcionalidade contra microrganismos, como no caso de
emulsdes Pickering. Inicialmente foram realizados ensaios controle das quatro bactérias
estudadas (E. coli, S. aureus, Pseudomonas e Salmonela) para a validacdo da sua
viabilidade, determinacdo das concentracbes de Oleo/emulsdes a serem utilizadas
(padronizacdo) (Nascimento et al., 2007; Reis et al., 2020) e analise da atividade
antimicrobiana dos nanocristais e nanofibras de celulose utilizados no presente trabalho.

A Figura 86 apresenta os resultados de hipoclorito e Lysoform® contra os
microrganismos estudados, com volume estabelecido de 200 pL, confirmando suas
eficiéncias contra todas as bactérias. Além disso, verificou-se que nem os CNCs e nem as
CNFs apresentaram atividade bactericida, o que é esperado, uma vez que essas fibras sdo

altamente biodegradaveis e facilmente atacadas por bactérias e fungos (Stular et al., 2019).

165



Figura 86. Resultados dos ensaios antimicrobianos obtidos para padronizacdo dos microrganismos
estudados utilizando hipoclorito e Lysoform®, e atividade antimicrobiana dos nanocristais e nanofibras de
celulose.

E. Coli S. Aureus Pseudomonas Salmonella

Hipoclori-
to
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Halo (cm) 0 0 0 0

CNF

Halo (cm) 0 0 0 0

Fonte: Autoria Prdpria.

O linalol, conforme descrito anteriormente, € o principal composto ativo do 6leo
essencial de Ho wood (~99%), sendo um alcool monoterpénico com propriedades
antibacterianas e antifingicas largamente aplicado em diferentes produtos domésticos e
cosméticos com fragrancias variadas (Herman, Tambor e Herman, 2016).

A Figura 87 apresenta os resultados dos ensaios antimicrobianos obtidos para o 6leo
essencial de linalol e suas emulsfes. O 6leo essencial puro exibiu acdo antimicrobiana
contra todas as bactérias estudadas, principalmente para E. coli e S. aureus, sendo que 0
maior halo de inibicdo foi para a bactéria gram-positiva.
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Figura 87. Resultados dos ensaios antimicrobianos utilizando 6leo essencial de ho wood (linalol) e suas

emulsoes.
E. Coli S. Aureus Pseudomonas | Salmonella
Oleo
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Fonte: Autoria Propria.

Silva e colaboradores e Blazekovi¢ e co-autores revelam que o linalol atua nas
membranas celulares, prejudicando sua estrutura e fungdo, aumentando a fluidez e
permeabilidade e induzindo o vazamento de materiais intracelulares, como DNA, RNA,
citoplasma, etc., resultando em severos danos celulares e morte (Blazekovi¢ et al., 2018;
Silva et al., 2017). Os menores halos observados para Pseudomonas e Salmonela indicam

que, contra esses microrganismos, o 6leo essencial néo € téo eficiente, pois as bactérias ndo
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sdo tdo sensiveis ao linalol, e, consequentemente, este nao impede seu crescimento
(Herman, Tambor e Herman, 2016).

Apo6s a emulsificacdo todas as amostras apresentaram reducdo significativa na
atividade antimicrobiana, sendo que ndo houve inibicdo para a Pseudomonas. Essa
variacdo foi inesperada, uma vez que a literatura reporta resultados antimicrobianos iguais
ou superiores ao 6leo puro para emulsdes, porém algumas hipdteses podem ser levantadas
para justificar esse comportamento: i) o processo de emulsificacdo resultou na
encapsulacao do 6leo, conforme demonstrado anteriormente, que limitou sua liberacéo e
difusdo para o meio; ii) as interacdes quimicas entre o 6leo essencial e a nanocelulose
limitaram a volatilizacdo do componente ativo, reduzindo o potencial biocida da emulséo.

Uma vez que as emulsdes PEL-CNC somente apresentaram inibicdo contra a bactéria
S. aureus, um importante patdégeno de intoxicacdo alimentar comumente encontrado em
industrias alimentares de todo o mundo que causa sintomas como célicas abdominais,
naduseas, vomitos e diarreia, essas possuem maior potencial de aplicacdo em industrias
alimentares ou de embalagens. J& as emulsGes PEL-CNF apresentaram atividade contra E.
coli, S. aureus e Salmonela, ampliando o espectro possivel de aplica¢des e indicando o uso
de nanofibras aumenta a disponibilidade do 6leo essencial para volatilizacéo.

E importante ressaltar que as emulsdes PEL-CNF apresentaram maior inibic&o
bacteriana com menor teor de éleo essencial (20%) em comparagdo as PEL-CNC. Esse
comportamento pode ser associado aos diferentes mecanismos de emulsificacdo, que
resultam em distintos mecanismos de estabilizacdo e disponibilidade do composto ativo
para 0 meio. Conforme anteriormente apresentado, as emulsdes de CNC apresentaram
interacdes entre a celulose e o linalol, 0 que pode ter dificultado a sua difuséo e resultado
em uma acgdo bactericida inferior as emulsdes estabilizadas com CNF.

O cardamomo € uma espécie botanica famosa e utilizada ao longo do mundo ha
centenas de anos. Os usos farmacéuticos tradicionais dessa especiaria sdo atribuidos
principalmente a presenca de oOleos volateis e varios bioativos ja citados ao longo do
trabalho, como fenolicos, 1,8-cineol, limoneno, linalol, terpinoleno e mirceno. Atualmente,
tem recebido destaque para uso em doengas como: gripe, infec¢bes, asma, bronquite,
distarbio cardiaco, diarreia, entre outros (Gilani et al., 2007; Khan, Khan e Gilani, 2011).
Além disso, o Oleo essencial de cardamomo apresenta atividades antimicrobianas,

antiespasmaodica, analgésica e anti-inflamatoria (Anwar et al., 2016).
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A Figura 88 apresenta os resultados do 0leo essencial de cardamomo e suas emulsfes
estabilizadas com CNC ou CNF contra as bactérias gram-positivas e gram-negativas

testadas.

Figura 88. Resultados dos ensaios antimicrobianos utilizando dleo essencial de cardamomo e suas

emulsdes.
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O dleo essencial puro apresentou resultados de inibicdo contra as bactérias E. coli, S.
aureus e Pseudomonas, com maior potencial bactericida para a S. aureus (Gram-positiva).
Essa diferenga possivelmente ocorrem devido as diferengas da estrutura da parede celular
entre bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, com a membrana externa Gram-negativa
atuando como uma barreira para muitas substancias ambientais, incluindo antibioticos
(Abdullah et al., 2021; Malti, El, Mountassif e Amarouch, 2007). De acordo com Cui e
colaboradores, o dleo essencial de cardamomo altera a membrana celular das bactérias
Gram-positivas, inibindo sua atividade metabdlica e a formacdo de polimeros
extracelulares, levando a morte das bactérias (Cui et al., 2020).

Em relagdo as Pickering emulsions, nenhuma das amostras apresentou bioatividade
contra as bacteérias E. coli ou Salmonela, ambas Gram-negativas. Para a espécie Salmonella
esses resultados eram esperados, seguindo a tendéncia do OE puro. Os resultados da
emulsificacdo em relacdo a espécie E. Coli, podem ser consequentes a diluicdo de 100%
para 30% de 06leo, concentragdo utilizada em ambas as emulsdes de CNC, resultando em
concentracdes insuficientes para atividade bactericida, ou seja, para essa bactéria, a
concentracdo minima bacteriostatica é elevada, e a emulsdo diminui a disponibilidade de
OE. Além disso, as emulsdes apresentaram diametros de halo de inibicdo menores do que
0s testes destas bactérias com o Oleo essencial para 0s testes contra S. aureus e
Pseudomonas. De acordo com Agaoglu e colaboradores, a membrana externa protetora de
bactérias Gram-(-) servem como uma barreira eficiente contra certos solutos hidrofilicos e
macromoléculas (Agaoglu, Dostbil e Alemdar, 2006).

As amostras PECar-CNF ndo apresentaram inibicdo contra a Pseudomonas. Esse
resultado esta associado com a morfologias da nanocelulose e sua interacdo com o 6leo
essencial, sendo que para as nanofibras de celulose, ocorre uma diferente regulacdo da
migracdo de dleo para 0 meio, uma vez que as CNFs criam uma rede tridimensional solida
e densa que resulta em um caminho mais tortuoso para que o 0leo e seus componentes
volateis cheguem a superficie. Isso reduz a volatilidade do dleo, evitando sua rapida
liberacdo para 0 meio ambiente e, consequentemente, influenciando a difusdo do 6leo
essencial no meio (Souza, A. G. de et al., 2021).

Além disso, uma vez que esses componentes ativos estdo interagindo com as CNFs,
conforme demonstrado anteriormente nas analises de FTIR, FT-Raman e RMN, espera-se
que haja uma diminuicdo da volatilidade, e consequentemente, limitacdo da difusividade
do oleo, impactando os resultados antimicrobianos. Nesse caso, a concentracdo de 6leo
essencial foi de 30 e 20% para PECar-CNF1 e PECar-CNF2, respectivamente, sendo que
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essa concentracdo ndo influenciou o tamanho do halo de inibicdo, indicando que
possivelmente, para S. aureus, a concentracdo minima de 6leo para a inibigdo deste micro-
organismo fica abaixo de 20%.

Os resultados indicam que as emulsdes estabilizadas com CNC (PECar-CNC1 e
PECar-CNC2) possuem potencial para uso em novas formulacGes anti-infecciosas
organicos para neutralizar microrganismos resistentes a multiplos medicamentos, sendo a
concentracdo de 6leo necessaria para garantir a eficiéncia antimicrobiana de 30%.

Estas emulsGes também podem ser utilizadas como uma alternativa aos conservantes
guimicos antimicrobianos na industria de alimentos para aumentar a vida Gtil de produtos
alimenticios, melhorando o status antimicrobiano e, a0 mesmo tempo, conferindo um
aroma agradavel e atraente a padarias, laticinios, carnes e outros produtos alimenticios
(Abdullah et al., 2021). O mesmo se aplica a emulsdo PECar-CNF1, porém com mais
cautela, uma vez que esta emulsdo somente apresentou atividade contra a bactéria S.
aureus.

A canela é conhecida na China, India e Australia como um medicamento fitoterapico
tradicional, além de ser amplamente utilizada em alimentos, temperos, cosméticos e
industrias médicas por causa de suas atividades antimicrobiana, antioxidante e
anticancerigena. Isso porque o principal composto volatil da canela é o cinamaldeido,
composto reconhecido pela literatura por suas propriedades biocidas (Hou et al., 2021,
Jeong et al., 2021; Millezi et al., 2019).

A Figura 89 apresenta a atividade antimicrobiana do 6leo essencial de canela e suas
emulsbes pelo método de difusdo em disco. O 6leo essencial puro apresentou excelente
resultados biocidas, com didmetros de halo maiores do que os testes-controle para todas as
bactérias testadas. De acordo com Zhang e colaboradores, a canela resulta em severa
destruicdo morfologica dos microrganismos, aumentando a permeabilidade da membrana
celular e causando vazamento de acidos nucleicos e proteinas (Zhang et al., 2016).

Os resultados obtidos também indicaram que a E. coli exerceu mais resisténcia ao 6leo
essencial do que as demais bactérias, provavelmente devido a diferengas estruturais na
membrana externa, que possui uma membrana de lipopolissacarideo cobrindo a parede
celular. Ja a S. aureus, como as demais bactérias Gram-positivas, possui uma estrutura de
camada unica de peptidoglicano, mais susceptivel a substancias hidrofébicas (Atki, El et
al., 2019).

Em relagdo ao mecanismo responsavel pela atividade antimicrobiana, o cinamaldeido

pode interferir no processo bioldgico celular, particularmente substancias contendo
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nitrogénio, como proteinas e acidos nucléicos (Ferreira, Souza e Rosa, 2021; Ribeiro-
Santos, Andrade, Melo, de, et al., 2017).

Figura 89. Resultados do ensaios antimicrobianos utilizando 6leo essencial de canela e suas emulsoes.
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Fonte: Autoria Propria.

As emulsdes, diferente do observado para o 6leo essencial de ho wood ou cardamomo,

em que houve uma limitacdo da difusdo do 6leo causada pela nanocelulose, apresentaram
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atividade antimicrobiana similar ao 6leo essencial puro. Ndo foram observadas variagoes
significativas nos halos de inibicdo ao comparar PECan-CNC ou PECan-CNF, mesmo com
a diferenga na concentracdo de 6leo (30% para emulsGes estabilizadas com CNC e 20%
para CNF), indicando que teores abaixo de 20% de OE sdo suficientes para a agédo
antibacteriana. No entanto, deve-se levar em consideracdo que as emulsdes foram
selecionadas ndo apenas no teor de 6leo e atividade antimicrobiana, mas também em termos
de estabilidade fisica e outros pardmetros fisico-quimicos anteriormente apresentados.
Outro fator que pode ter influenciado a atividade bactericida sdo os menores tamanhos
de gota observados para as emulsdes PECan, em relacdo aos demais 6leos, com diametros
de gota de ~35 um, e PECan-CNF, ~50 um, o que facilita a difusdo do 6leo para o interior
da membrana plasmatica e alteracdo do funcionamento vital das bactérias, como
permeabilidade celular e alteracdo no DNA. Foi possivel correlacionar a maior eficiéncia
antimicrobiana a dois fatores principais: menor tamanho de gota das emulsdes e compostos
ativos, uma vez que o cinamaldeido possui atividade bactericida reconhecidamente

superior aos compostos presentes no cardamomo ou no linalol.

5.5.9 Ensaios antivirais: SARS-CoV-2

Os 6leos essenciais sao compostos naturais com atividade antiviral contra varios virus
que promovem doencas humanas, como virus Influenza (Abou Baker et al., 2021; Najar et
al., 2021; Wang et al., 2020), dengue (Flechas, Ocazionez e Stashenko, 2017), Hepatite A
(Battistini et al., 2019) e outros. Homza et al. apresentaram que a maioria dos Testes
Rapidos de Antigeno que ndo detectaram amostras positivas identificadas por RT-qgPCR
foram devido a inviabilidade do virus verificada em ensaios de cultura de células (Homza
et al., 2021). Assim, eles sugerem que o Teste Rapido do Antigeno pode ser aplicado para
verificar a viabilidade do SARS-CoV-2. Este trabalho explora esse tipo de kit para verificar
a desnaturacdo de proteinas como um indicador de viabilidade do virus. Para tanto,
amostras positivas com o virus potencialmente viavel foram expostas a diferentes OE em
momentos diferentes. Conforme mostrado na Figura 90, cada 0leo essencial apresentou
resultados Unicos. O 6leo de canela apresentou os melhores resultados, sugerindo que 5
minutos de exposicdo foram suficientes para inativar o SARS-CoV-2, seguido por
cardamomo, que inativou em 30 minutos. O linalol (Cinnamomum camphora var.
linalooliferum) ndo apresentou inativagdo do SARS-CoV-2, medida neste tipo de

metodologia.
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Figura 90. Resultados obtidos para cada 6leo essencial (canela, cardamomo e linalol) contra o SARS-CoV-

2, testado pelo Teste Rapido de Antigeno em momentos diferentes.

0 5 15 20 30 40 60
Time (min)

Fonte: autoria propria.

Os compostos bioativos podem atuar como desagregadores nas membranas celulares
das bactérias, aumentando sua permeabilidade e resultando na destruicdo da parede celular
(Saraiva et al., 2011). A atividade antiviral dos OEs é baseada em sua natureza lipofilica,
que favorece a entrada do 6leo na membrana viral levando ao rompimento da membrana
(Wani et al., 2021). Boukhatem descreveu que os Gleos essenciais podem interromper as
membranas celulares e deslocar os envelopes virais, levando a inativacdo do virus
(Yadalam et al., 2021). Além disso, os compostos fitoquimicos, como terpenos e
fenilpropanoides, perturbam a replicacdo viral. A metodologia de Teste Rapido de
Antigeno aplicada neste estudo detecta a desnaturacdo ou degradacao de proteinas por meio
da auséncia de interagdo entre antigeno-anticorpo, um indicador da inviabilidade do virus.
Assim, se um OE interromper o capsideo viral tornando-o inviavel, produzindo fragmentos
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do virus, mas as proteinas permanecerem em sua conformacao natural, provavelmente o
Teste Répido de Antigeno ndo sera capaz de detectar essa inviabilidade.

Os resultados mostram que a eficiéncia antiviral dos 0Oleos essenciais € altamente
dependente de sua composicdo quimica, e cada OE apresenta um tempo minimo necessario
para o0 virus inativar, ou seja, desnaturacdo das proteinas SARS-CoV-2. De acordo com
Wani et al., os dleos essenciais possuem diferentes vias bioquimicas como possiveis alvos
contra a infeccdo por SARS-CoV-2, como o capsideo do virus, proteina spike, Mpro (uma
enzima que auxilia a replicacdo viral) (Thuy et al., 2020), e RdRp (catalisa a replicacéo
viral) (Silva, da et al., 2020). De acordo com Schnitzler et al., a inativacdo do virus pelo
OE é dependente do tempo devido ao seu processo de adsorcao as estruturas do envelope
do virus ou & entrada nas células do hospedeiro para dissolver o envelope viral (Schnitzler,
Koch e Reichling, 2007).

O OE da canela apresentou forte atividade antiviral. Kulkarni et al. investigaram o
efeito do cinamaldeido e do acetato de cinamila, compostos ativos desse leo, nas proteinas
spike do virus COVID-19 (Kulkarni et al., 2020). Acredita-se que 6leo de canela tenha
acdo com base em sua estrutura quimica e caracteristicas como eletronegatividade,
eletrofilicidade, potencial quimico dos fitoquimicos. Como o cinamaldeido € um dos
compostos mais eletronegativos conhecidos, espera-se que tenha excelente atividade
antiviral. Assim, acredita-se que esse 6leo interaja com a proteina spike, causando uma
alteracdo conformacional ou sua desnaturacdo e degradacdo (Lan et al., 2020). Segundo
Elfiky et al., o cinamaldeido tem como alvo viral o “SARS-CoV-2 attachment” (Elfiky,
2021).

O oleo essencial de cardamomo levou cerca de 30 minutos em contato com o0 virus
para causar sua desativacdo, avaliada por meio da desnaturacdo/degradacao de proteinas.
Ao contrario de outros 6leos essenciais, este € amplamente utilizado como antioxidante,
antiinflamatério e imunomodulador (Johnson e Narayana, 2021). De acordo com Souissi
et al., a acdo antimicrobiana do cardamomo é considerada média e altamente dependente
do tempo de exposicdo e do tipo de microrganismo (Souissi et al., 2020). Essa atividade
antimicrobiana estd associada a grandes quantidades de 1,8-cineol, um monoterpeno
conhecido por inibir varios tipos de bactérias e fungos. Segundo Ma e Yao, o cineol ndo
possui atividade antiviral contra alguns virus devido a sua baixa polaridade. Os resultados
do presente trabalho sugerem uma baixa atividade antiviral para cardamomo EO, mas a
baixa polaridade de seus compostos ativos induzem tempos elevados para danificar o
capsideo do virus e inibir o coronavirus (Ma e Yao, 2020). Ademais, espera-se uma ligacao
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entre 0 cineol e a proteinase SARS-CoV-2, e 0s complexos Mpro/cardamomo formam
compostos hidrofébicos, ligacdes de hidrogénio e interacfes idnicas (Sharma e Inderjeet
kaur, 2020).

O dleo essencial de Ho wood, por sua vez, ndo apresentou atividade antiviral
detectavel pelo teste rapido do antigeno para o virus SARS-CoV-2. Outros mecanismos de
inativacdo podem estar presentes, que ndo desnaturaram as proteinas SARS-CoV-2
medidas por este ensaio. Portanto, a possibilidade do linalol ter acdo contra o SARS-CoV-
2 ndo pode ser rejeitada, uma vez que ele poderia causar ruptura do capsideo viral sem
desnaturacdo da proteina. Segundo a literatura, os 6leos essenciais antivirais mais eficazes
contém uma mistura de compostos ativos, sendo mais indicado para atuar diretamente no
virus. O bleo essencial quem contem altos teores de linalol, por sua vez, é reportado como
sendo mais utilizado durante tratamentos terapéuticos como um composto anti-
inflamatdrio (Malabadi et al., 2021). Nesse caso, 0 6leo essencial ajuda a bloquear a entrada
do virus na célula hospedeira, evitando a infeccéo viral (Senthil Kumar et al., 2020).

A Figura 91 mostra um esquema representativo dos mecanismos de acao esperados no

SARS-CoV-2 apds a interacdo com os 0leos essenciais.

Figura 91. Esquema representativo dos resultados relativos a cada dleo essencial e os efeitos esperados no

SARS-CoV-2.
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Fonte: autoria prépria.
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Uma vez que o 6leo essencial de Ho wood ndo apresentou atividade antiviral contra
0 virus SARS-CoV-2, as emulsGes seguiram a mesma tendéncia e, mesmo apds 60 minutos
de teste, os resultados foram negativos. Ja as emulsdes de cardamomo e canela também
foram testadas.

Com base nos resultados antimicrobianos, as amostras PECar-CNC2 e PECar-CNF1
foram selecionadas para serem testadas contra o virus, conforme ilustrado na Figura 92.
Nenhuma das emulsdes apresentou resultados negativos apés 30 minutos de contato,
indicando que a emulsificacdo reduziu a biodisponibilidade dos componentes ativos e,
consequentemente, exigiu maiores tempos para a desnaturacdo das proteinas virais. Ou,
como hipotese apresentada nos testes antimicrobianos, a menor concentra¢do do OE na
emulséo poderia comprometer a atividade antiviral. A amostra PE-CNC2 necessitou de 60
minutos de contato para inativar o virus, enquanto a amostra PE-CNF1 levou 50 minutos.
Esses resultados sdo semelhantes aos observados para testes contra bactérias, nos quais a
nanocelulose interagiu com 6leos essenciais, alterando a regulacdo da migracéo do 6leo e
sua disponibilidade para interagdo com microrganismos. Apesar do longo tempo para
inativacdo via desnaturacdo de proteinas, esses resultados indicam o potencial dos 6leos
essenciais para aplicacdo em novas formulagdes antimicrobianas, e possivelmente o éleo

poderia ser mais eficiente analisando outros mecanismos de inativagéo.

Figura 92. Resultados obtidos para 6leo essencial de cardamomo e suas emulsGes contra SARS-CoV-2,

testados pelo Teste Rapido de Antigenos em diferentes momentos.

Cardamomo PECar-CNC2 PECar-CNF1
30 min 50 min 60 min 30 min | 50 min
) ) Avbont =l ) Abbott
positivo positivo negativo | positivo|Negative

Fonte: autoria propria.

A Figura 93 mostra uma ilustracao esquematica representando os principais resultados

obtidos para ensaios antibacterianos e antivirais para as emulsdes estudadas.
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Figura 93. Principais conclusdes sobre os testes antimicrobianos obtidos para amostras PECar-CNC e
PECar-CNF.
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A Figura 94 apresenta os resultados obtidos contra 0 SARS-CoV-2 utilizando o 6leo
essencial de canela e suas emulsGes. Similar ao observado para o OE de cardamomo, as
emulsdes exigiram tempos maiores para inativar o virus por meio da destruicdo das
proteinas, sendo o tempo necessario de 40 minutos para ambas as emulsfes. De acordo
com Kulkarni e colaboradores, o cinamaldeido, bem como outros compostos como
carvacrol, acetato de cinamil, geraniol, L-4-terpineol e anetol, apresentam boa afinidade de
ligacdo com o virus SARS-CoV-2 por meio de pontes de hidrogénio. Essa ligacéo e a
interacdo hidrofobica entre os ligantes e as proteinas virais podem contribuir para a
inativacdo do virus. Além disso, a elevada eficiéncia de inibi¢do do cinamaldeido também
é atribuido a baixa eletronegatividade deste composto, conforme reportado por Zhan et al.
(Zhan, Nichols e Dixon, 2003). Esse resultado justifica a diferenca entre os OE estudados
nesse trabalho, sendo que o cinamaldeido possui valores de eletronegatividade de -4,34,

enquanto os compostos do OE de cardamomo pontuam valores de ~ -3, e o linalol apresenta
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valor de 5,21 (Kulkarni et al., 2020). Nas emulsdes, 0 balanco de cargas é alterado, uma
vez que ocorrem novas ligagdes quimicas e interacdes eletronicas entre 0s componentes,

alterando o balango de cargas, e, assim, resultando no aumento do tempo necessario para
que o virus possa ser inativado.

Figura 94. Resultados obtidos para 6leo essencial de canela e suas emulsdes contra SARS-CoV-2, testados

pelo Teste Rapido de Antigenos em diferentes momentos.
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Fonte: autoria propria.
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6. Conclusodes

Este trabalho foi dividido em trés etapas: i) investigacdo de diferentes condicdes de
preparo de emulsdes para selecdo dos parametros que conferem emulsdes mais estaveis; ii)
caracterizacdo aprofundada das emulsdes mais estaveis; iii) investigar as propriedades
antibacterianas e antivirais das emulsdes contra diversas bactérias e contra o virus SARS-
CoV-2.

Quanto a primeira etapa do trabalho, as emulsées foram preparadas variando o tipo de
6leo essencial (linalol, cardamomo e canela), a velocidade de homogeneizagao (10.000 e
12.000 rpm), o tempo de emulsificacdo (3 e 7 minutos), a concentracdo de 6leo essencial
(20 e 30%), os tipos de nanocelulose (NC) (nanocristais - CNC ou nanofibras - CNF) e a
concentracdo das NCs (0,5 e 1% m/v). O screening foi realizado avaliando tamanho de
particulas, morfologia e estabilidade ao longo do tempo. Os resultados experimentais
indicaram que a morfologia da nanocelulose determina o tipo de estabilizagdo da emulsé&o;
CNCs formam emulsdes mais liquidas estabilizadas por interacGes eletrostaticas e CNFs
formam uma estrutura tridimensional tipo gel devido a interacGes estéricas, observado para
todos os Oleos essenciais. Em relacdo as CNCs, ndo ha padrdo definido de velocidade de
homogeneizagao, tempo ou concentracdo de nanocelulose, enquanto a concentragdo de
6leo essencial ideal foi de 30%. J& para as CNFs, o unico padrdo encontrado foi a
velocidade de homogeneizacdo (12.000 rpm), indicando que independente do oOleo
essencial em estudo, para que haja a formacdo da estrutura tridimensional, € necessario
fornecer alta quantidade de energia ao sistema.

A partir das equacdes obtidas pelo Design of experiments, considerando todas as
emulsdes, verificou-se que, em relacdo ao indice de cremeacao, cada 6leo essencial possui
seus fatores de impacto mais relevantes, sendo que para o linalol, destaca-se a velocidade
de homogeneizacdo, para o cardamomo destaca-se a concentragcdo de nanocelulose, e para
a canela tem-se a morfologia da celulose. J& em relagdo ao tamanho de gota, as trés
emuls@es revelaram que a concentragcdo do dleo essencial e a combinacgdo de velocidade e
concentracdo de particulas sdo fatores criticos e em comum para a emulsificacéo,
independente do dleo essencial em estudo.

A segunda etapa do trabalho revelou algumas caracteristicas aprofundadas das
emulsdes mais estaveis, apos o Screening. Todas as emulsdes estabilizadas com CNC
apresentaram estabilidade apo6s centrifugacdo, independente do Oleo essencial (OE),

enquanto as emulsdes com CNF indicaram perda de estabilidade de cerca de ~10% para
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linalol e cardamomao. Os resultados de potencial zeta indicaram que emulsdes com CNC
foram estabilizadas por mecanismo eletrostatico, com valores absolutos de ~30 mV,
enquanto as emulsGes com CNF apresentaram valores, em modulo, significativamente
menores, indicando uma estabilidade estérica induzida pela formacdo de uma rede
tridimensional do tipo gel pelas nanofibras de celulose.

Nas emulsdes de ho wood e CNC foram verificadas interacBes quimicas entre as
hidroxilas do 6leo essencial e as hidroxilas da celulose, associadas com o recobrimento das
goticulas de oleo pelos nanocristais de celulose, fato ndo verificado nas emulsdes
estabilizadas com CNF.

As emulsGes de cardamomo-CNC indicam uma possivel interacdo entre o0s
nanocristais de celulose, 1,8-cineol e 0 acetato de a-terpineol, composto ativo do 6leo
essencial. Os resultados sugerem que houve alteracdo quimica na estrutura do o6leo
essencial, sendo que o composto 1,8-cineol possivelmente esteve mais disponivel a
interagGes com a nanocelulose. Os resultados de FT-Raman indicam que as bandas do OE
alteraram completamente sua forma devido ao processo de emulsificacdo, em que ha o
recobrimento da superficie das gotas de 6leo com os nanocristais de celulose. As emulsdes
de CNF apresentaram tendéncia similar com alteracdo da organizacdo conformacional das
moléculas de 6leo.

As emulsdes de canela ndo apresentaram indicativo de interacdo quimica entre o 6leo
e ambas as morfologias de celulose. Os resultados sugerem gue a estrutura quimica do OE,
que contém um anel aromatico na estrutura, conferem alta estabilidade a molécula de 6leo
essencial.

A tensdo superficial das amostras de ho wood-CNC foi maior do que as estabilizadas
com CNF, possivelmente porque enquanto no primeiro sistema havia mais hidroxilas
disponiveis para detecgdo, no segundo, as gotas de 6leo haviam sido encapsuladas pela
rede de nanofibras. Resultados similares de tenséo superficial foram obtidos para as
emulsdes de cardamomo e canela quando comparadas com as de linalol, porém cerca de
10 mV/m acima. 1sso esté associado as caracteristicas intrinsecas do 6leo, como densidade
e polaridade das moléculas. A reologia das emulsdes indicou que dois tipos de emulsdes
foram preparados, solugdes e géis, sendo indicadas para diferentes produtos e ampliando
as aplicacdes. Em geral, as emulsdes estabilizadas com CNC apresentaram comportamento
newtoniano, enquanto as emulsdes estabilizadas com CNF apresentaram comportamento

pseudoplastico.
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Em relacdo aos ensaios antimicrobianos, o 0Oleo essencial de ho wood (linalol)
apresentou atividade antimicrobiana contra E. coli, S. aureus, Pseudomonas e Salmonela.
O uso de CNCs diminuiu significativamente o espectro de bactérias inibidas, sendo que
somente paraa S. aureus apresentou halo de inibicdo devido ao processo de “encapsulagdo”
do oleo pelos nanocristais de celulose e pelas interacGes entre a nanocelulose e o 6leo
essencial, que limitam a sua volatilizagdo e migracdo. Com o uso de CNF, somente a
Pseudomonas nédo apresentou halo, pois como o 6leo estava somente “preso” fracamente
pelas nanofibras, a volatilizacdo e migracdo ocorreu de forma facil, resultando na inibicdo
das bactérias. O 6leo essencial de cardamomo apresentou atividade antimicrobiana contra
E. coli, S. aureus e Pseudomonas, e apés a emulsificacdo, nenhuma das emulsdes
apresentou atividade contra a E. coli. Além disso, as emulsdes estabilizadas com CNF
também ndo apresentaram inibicdo de Pseudomonas, e houve diminuicdo do halo de
inibicdo da S. aureus devido ao caminho tortuoso criado pelas CNFs que limitam a
migracdo e volatilizacdo do 6leo na superficie, durante o ensaio. J& as emulsGes de canela
apresentaram atividade antimicrobiana similar ao 6éleo essencial puro, com inibi¢do de
todos os microrganismos estudados e halos de inibicdo entre 2,7 e 3,4 cm, indicando que a
emulsificacdo ndo alterou a difusividade do 6leo essencial ou seu poder bacteriostatico. Os
resultados indicam que tanto a morfologia da nanocelulose quanto suas interagdes com o
6leo essencial sdo fundamentais para a regulacdo da migracdo do OE e atividade biocida.

Por fim, os 6leos puros foram testados contra o virus SARS-CoV-2 pelo método de
Teste Rapido, que detecta a desnaturacdo ou degradacao de proteinas. A atividade virucida
dos Oleos, esperada devido ao seu carater lipofilico, mostrou-se Unica para cada
composi¢do quimica. O 6leo de canela precisou ficar em contato com o virus por 5 minutos
para ser negativo no Teste Rapido de Antigeno, e sua acao esperada era através da proteina
spike e da membrana viral, por danificar as proteinas detectaveis pelo teste. O dleo
essencial de cardamomo levou 30 minutos para dar negativo no Teste Rapido de Antigeno,
provavelmente danificando o capsideo viral. Ja o 6leo essencial de linalol ndo conseguiu
destruir ou degradar as proteinas do virus SARS-CoV-2 em 60 minutos ou menos, e todos
os testes realizados foram positivos. Esses resultados indicam que o linalol ndo tem
atividade antiviral contra o SARS-CoV-2 ou ndo atua por meio da desnaturacdo de
proteinas. Os resultados entre os OEs foram diferentes devido as suas eletronegatividades,
e apos a emulsificacdo, a alteracdo no balanco de cargas devido a adi¢cdo de nanocelulose
resultou em um aumento no tempo necessario para a inativacdo. No geral, os resultados

indicam que os Gleos essenciais sdo potenciais agentes ativos naturais para combater a
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pandemia de COVID-19 ou outros microorganismos patogénicos e podem ser usados em
desinfetantes para limpeza de superficies altamente contaminadas existentes em hospitais,

farmécias ou transporte publico.
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ANEXO 1 - Teste Tukey para as misturas 6leo/agua

Tabela I. Teste Tukey para as misturas de 6leo essencial de linalol e 4gua, sem estabilizante, para os

tamanhos de particula no dia de preparo (dia 0).

1 2 3 4 5 6 7 8
1 0 0.00398 0 0.848 | 0.001133 0.1464 0.00089
2 | 14.35 4.78x10° | 0.462 0 6.32x10°® 0 0
3 | 5364 | 8.99 0 0.2562 1 1.34x10° 0
4 | 17.23 | 2.871 11.86 0 0 0 0
5 | 2.008 | 12.35 3.356 15.22 0.1268 0.00145 | 8.96x107
6 | 5814 | 854 0.4498 11.41 | 3.806 0 0
7 | 3.721 | 18.08 9.085 20.95 | 5.729 9.535 0.7878
8 | 5.893 | 20.25 11.26 23.12 | 7.901 11.71 2.172

Tabela Il. Teste Tukey para as misturas de dleo essencial de cardamomo e agua, sem estabilizante, para 0s

tamanhos de particula medidos por microscopia 6tica no dia de preparo (dia 0).

25 26 27 28 29 30 31 32
25 0 0 0 0 0 0 0
26 | 35.87 0 3.88x10° | 7.14x10° | 0.9358 0.9988 0
27 | 22.13 | 13.75 0.00031 0.00019 0 0 0.7951
28 | 28.36 | 7.51 | 6.236 1 0.0011 | 1.33x107 | 1.22x10”
29 | 28.53 | 7.345 | 6.401 0.1647 0.00173 | 2.60 x10”7 | 6.13 x10®
30 | 34.2 | 1.678 | 12.07 5.832 5.667 0.6246 0
31| 36.73 | 0.8586 | 14.6 8.368 8.204 2.537 0
3211997 | 159 | 2.154 8.39 8.554 14.22 16.76

Tabela I11. Teste Tukey para as misturas de 6leo essencial de canela e 4gua, sem estabilizante, para os

tamanhos de particula medidos por microscopia 6tica no dia de preparo (dia 0).

49 50 51 52 53 54 55 56
49 0.6082 | 0.3264 | 0.589 0.100 1 0.999 0
50 | 2.57 1 1 0.904 0.462 0.406 4.76x107
51| 3.173 | 0.522 0.100 0.697 0.225 0.187 2.029x10°®
52 | 2.608 | 0.009 | 0.541 0.898 0.443 0.388 2.666x10°
5310.701 | 1.818 | 2.384 1.84 0.994 0.989 9.281x10™
54 | 0.456 | 2.872 | 3.445 2.91 1.104 1 4.506x10"
5510.574 | 299 3.567 3.03 1.22 0.111 0
56 | 11.01 | 8.044 | 7.674 8.188 9.976 10.87 11.01
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ANEXO |1 - Teste Tukey para emulsdes estabilizadas com CNCs

Tabela I. Teste Tukey para as emulsdes de linalol estabilizadas com CNC, para os tamanhos de particula no

dia de preparo (dia 0).

9 10 11 12 13 14 15 16
9 0 0.928 | 0.625 | 5.93x10° 1 0.031 0.069
10 | 39.58 0 0 0 0 0 0
11| 1.712 | 37.87 0.999 | 0.0016 0.9321 | 0.492 0.678
12 | 2.536 | 37.04 | 0.8239 0.0140 0.6327 | 0.856 0.949
13| 7.405 | 32.17 | 5.693 | 4.869 6.29x10° | 0.455 0.289
14 |1 0.0158 | 39.56 | 1.696 | 2.52 7.389 0.032 0.071
15| 452 |35.06 | 2.808 | 1.984 2.885 4.504 1
16 | 4.137 | 35.44 | 2.425 | 1.601 3.268 4.121 0.383

Tabela Il. Teste Tukey para as emulsbes de 6leo essencial de cardamomo contendo CNC, para 0s tamanhos

de particula medidos no dia de preparo (dia 0).

33 34 35 36 37 38 39 40
33 0 1.10x10® 0 0 0.02624 0.1168 0.839
34 | 19.25 2.15x10" | 0.024 0.0157 0 0 0
35| 8.954 | 10.29 0 0.0030 0.04418 | 0.007847 | 3.26 x10°
36 | 23.88 | 4.636 14.93 1.16 x10° 0 0 0
37 | 14.43 | 4.82 5.471 9.457 2.06 x10° | 4.97x10*? 0
38 | 4.597 | 14.65 4.357 19.28 9.828 0.9995 0.612
39 | 3.852 | 15.39 5.102 20.03 10.57 0.7453 0.9044
40| 2.035 | 17.21 6.919 21.85 12.39 2.563 1.817

Tabela I11. Teste Tukey para as emulsfes 6leo essencial de canela e 4gua estabilizadas com CNC, para 0s

tamanhos de particula medidos por microscopia 6tica no dia de preparo (dia 0).

57 58 59 60 61 62 63 64
57 0.5726 | 0.5443 0.3441 0.9589 0 0.4044 1
58 | 2.644 1 0.001273 | 0.9941 0 1 0.4857
59 | 2.701 | 0.05781 0.001076 | 0.992 0 1 0.458
60 | 3.132 5.776 5.833 0.02224 0 0.0004467 | 0.4233
61 | 1.541 1.102 1.16 4.673 0 0.9702 0.9272
62 | 13.92 11.27 11.22 17.05 12.38 0 0
63 | 2.995 | 0.3512 | 0.2934 6.127 1.454 10.92 0.3269
64 | 0.1783 | 2.822 2.88 2.954 1.719 14.1 3.173
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ANEXO |11 - Teste Tukey para emulsdes estabilizadas com CNFs

Tabela I. Teste Tukey para as emulsdes de linalol estabilizadas com CNF, para os tamanhos de particula no

dia de preparo (dia 0).

17 18 19 20 21 22 23 24
17 0 6.37x10° 3.67x10® 0 0.9994 1 0
18 | 11.05 0.04832 0.705 0.07494 0 0 0
19 | 6.734 4.316 0.8666 1.18x107 | 4.22x10°® 0.00018 0
20 | 8.684 2.366 1.951 0.00016 0 1.39x10”7 0
21 | 15.15 4.096 8.412 6.461 0 0 0
22 | 0.768 11.82 7.502 9.452 15.91 0.9949 0
23 | 0.310 10.74 6.423 8.374 14.83 1.078 0
24 | 28.23 17.18 215 19.55 13.09 29 27.92
Tabela Il. Teste Tukey para as emulsBes de cardamomo estabilizadas com CNF, para os tamanhos de
particula no dia de preparo (dia 0).
41 42 43 44 45 46 47 48

41 0 0.0009 | 0.0966 | 0.0002 0.9989 7.65x101° 0.9773

42 | 32.41 0 0 0 0 0 0

43 | 5.926 26.49 0.8638 1 6.51x10° 0.1384 0.0306

44 | 3.967 28.45 1.959 0.6687 0.01677 0.0016 0.6023

45 | 6.411 26 0.485 2.444 1.25 x10° 0.2873 0.001

46 | 0.843 33.26 6.768 4.81 7.254 0 0.7655

47 | 9.687 22.73 3.761 5.72 3.276 10.53 2.53x10”

48 | 1.384 31.03 4.542 2.583 5.027 2.226 8.303

Tabela I11. Teste Tukey para as emulsdes de canela estabilizadas com CNF, para os tamanhos de particula

no dia de preparo (dia 0).

65 66 67 68 69 70 71 72

65 0.246 | 4.26x10"° | 4.25x10"° | 4.25x10"° | 4.25x10%° | 4.25x10"° | 4.25x10™"°
66 | 3.387 4.25x10"° | 4.25x10"° | 4.25x10%° | 4.25x10"° | 4.25x10"° | 4.25x10*°
67 | 11.35 | 14.73 0.994 0.6433 0.3344 1 9.18x10°
68 | 12.45 | 15.84 1.105 0.9764 0.8331 0.9983 6.05x10°®
69 | 13.85 | 17.23 2.498 1.393 0.9998 0.736 1.27x10°
70 | 145 17.89 3.156 2.051 0.658 0.4235 0.00012
71| 11,55 | 14.94 0.2019 0.9027 2.296 2.954 1.65x107°
72 | 21.06 | 24.45 9.713 8.608 7.215 6.557 9.511
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