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RESUMO

Os monoterpenos sdo uma importante classe de produtos naturais com odor e sabor
intenso e que contém muitas moléculas que apresentam atividade bioldgica, incluindo a
atividade antimicrobiana, e aplicagdes na industria farmacéutica, cosmética e alimenticia.
Entretanto, sdo substancias lipofilicas, volateis e apresentam certa instabilidade quimica.
Ciclodextrinas (CDs) s&o carreadores macrociclicos, capazes de complexar, aumentar a
solubilidade em agua e estabilizar um largo espectro de substancias e que, atualmente, tém
sido objeto de pesquisas e de desenvolvimento de novos produtos pela industria
farmacéutica. Neste trabalho procedeu-se um estudo comparativo da complexagédo de quatro
monoterpenos (citral, B-mirceno, limoneno e 1,8-cineol) em BCD e HP-BCD, bem como a
avaliacdo bioldégica desses compostos, complexados ou ndo. Apds essas avaliagbes
realizou-se o desenvolvimento de um enxaguante bucal contendo o monoterpeno mais
promissor no combate ao biofilme dentario. Para a caracterizagdo fisico-quimica do
complexo de inclusdo monoterpeno-CD foram utilizadas técnicas espectroscopicas (UV-Vis),
cromatograficas (CG-EM) e calorimétricas (DSC), avaliando a solubilidade dos complexos
em agua e porcentagem de inclusdo dos monoterpenos em CD. Foi realizado um screening
da atividade antimicrobiana dos quatro monoterpenos em estudo frente a quatro cepas de
bactérias (Staphylococcus aureus ATCC 6538; Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853;
Escherichia coli ATCC 10538 e Streptococcus mutans ATCC 25175) e quatro cepas de
fungos (Candida albicans ATCC 10231; Candida dubliniensis ATCC 22019; Candida
tropicalis ATCC 157 e Candida parapsilosis ATCC 22019). Essa avaliacdo foi realizada
através da determinacéo da Concentracdo Inibitoria Minima (concentragcédo que inibiu 50% do
desenvolvimento microbiano, CIM) e Concentracéo Biocida Minima (concentragcdo que inibiu
em 100% o desenvolvimento microbiano, CBM). O monoterpeno citral mostrou-se mais
efetivo (CBM citral = 2,5uL/mL) frente a cepa de S. mutans (ATCC 25175). A partir desses
resultados o citral foi o monoterpeno escolhido para dar continuidade aos estudos propostos
no projeto. Avaliou-se o efeito do citral isoladamente, complexado e incorporado em
formulacées de enxaguante bucal, frente ao crescimento e aderéncia de S. mutans (ATCC
25175) em superficie solida. Avaliou-se, também, a citotoxicidade do citral e de algumas
formulagbes de enxaguante bucal verificando-se baixa citotoxicidade frente a cultura de
queratindcitos humanos (HaCat). Tanto o citral em sua forma livre como complexado em CDs
apresentou atividade frente a cepa indicadora de S. mutans (ATCC 25175), impedindo a
formag&o do biofilme in vitro em concentragdo sub-inibitoria (CBM/2 = 1,25uL/mL). Ao avaliar
o citral e seus complexos de inclusédo incorporados nas formulagées de enxaguante bucal,
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observou-se manutencé@o do efeito antibacteriano in vitro frente a cepa de S. mutans (ATCC
25175) e uma melhor solubilidade do complexo de incluséo citral-HPBCD se comparado ao
monoterpeno ndo complexado em CD.
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ABSTRACT

Monoterpenes are an important class of natural products with intense flavor and odor
and can exhibit biological activity including antimicrobial activity, and applications in the
pharmaceutical, cosmetic and food industry. However, monoterpenes are lipophilic and
volatile substances which demonstrate some chemical instability. Cyclodextrins (CDs) are
macrocyclic carriers capable of complexing a wide range of substances and increase their
water solubility currently been the subject of research and development of new products for
the pharmaceutical industry. In this project a comparative study was carried complexing four
monoterpenes (citral, B-myrcene, limonene and 1,8-cineole) in B-cyclodextrin and
hydroxypropyl-B-cyclodextrin, and biological evaluation of such monoterpenes, complexed or
not. After these assessments was performed to develop a mouthwash containing the most
promising monoterpene to combat dental biofilm. For physico-chemical characterization of the
inclusion complex monoterpene-CD spectroscopic (UV-Vis), chromatographic (GC-MS) and
calorimetric (DSC) were used to evaluate the solubility of the complex in water and
percentage of inclusion of these monoterpenes in cyclodextrin. Antimicrobial activity
screening for the monoterpenes was conducted across four strains of bacteria
(Staphylococcus aureus ATCC 6538, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Escherichia
coli ATCC 10538 and Streptococcus mutans ATCC 25175) and four strains of fungi (Candida
albicans ATCC 10231, Candida dubliniensis ATCC 22019, Candida tropicalis ATCC 157 and
Candida parapsilosis ATCC 22019). This evaluation was performed by determining the
minimum inhibitory concentration (concentration that inhibited 50% of microbial growth, MIC)
and Minimum Biocide Concentration (concentration that inhibited 100% microbial
development, MBC). The monoterpene citral was more effective (MBC citral = 2.5uL/mL)
against the strain of S. mutans (ATCC 25175). From these results the monoterpene citral was
chosen to continue the studies in the proposed project. Were evaluated the effect of citral
alone, complexed and incorporated into mouthwash formulations, to the growth and
adherence of S. mutans (ATCC25175) on a solid surface. It was also assessed the
cytotoxicity of citral and some mouthwash formulations afford low cytotoxicity against human
keratinocytes (HaCat) cell culture. Both citral and citral complexed with CDs presented activity
against the indicator strain of S. mutans (ATCC25175), preventing the formation of biofilms in



vitro in the sub-inhibitory concentration (MBC/2 = 1.25uL/mL). When evaluating citral and
their inclusion complexes embedded in mouthwash formulations, the in vitro antibacterial
effect against S. mutans (ATCC 25175) was maintained and an increased solubility of the

inclusion complex citral-HPBCD compared to monoterpene uncomplexed with CD.
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1. INTRODUCAO

Consideracoes gerais sobre os 6leos essenciais

Oleos essenciais sd0 uma mistura de compostos volateis caracterizados por
apresentarem sabor e odor intenso. Geralmente estdo presentes em temperos, ervas
aromaticas, frutas e flores (Trombeta et. al., 2005; Sherry et. al., 2013). Estas substancias
sdo denominadas terpenos: produtos do metabolismo secundario de espécies vegetais e
representados predominantemente por monoterpenos, sesquiterpenos e derivados
fenilpropandides (Tian et. al, 2011). A composi¢cdo quimica dos bleos essenciais pode
depender do clima, da estacdo do ano, condicbes geograficas, periodo de colheita e da
técnica empregada na  extracdo  (maceragdo, destilagdo, dentre  outras)
(Santos et. al., 2010). A concentracao desses terpenos em uma determinada espécie vegetal
funciona como repelentes naturais para alguns predadores, atrair insetos polinizadores e
contribuir para a interacdo com outras espécies vegetais. A partir desses relatos, os terpenos
podem apresentar atividade antimicrobiana contra um grande numero de espécies de
microrganismos (fungos e bactérias) incluindo espécies resistentes aos antimicrobianos
presentes no mercado, fazendo com que estas substancias sejam de grande interesse para
a industria alimenticia, cosmética e farmacéutica (Carson et. al., 1995; Oliveira et. al., 2008).

Consideracoes gerais sobre os monoterpenos

Os monoterpenos sdo substancias originadas de produtos naturais e formadas por
duas unidades de isopreno (Figura 1). Sao lipofilicos, volateis e quimicamente instaveis
podendo ou ndo apresentar atividade biologica.
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Figura 1: Estrutura geral do isopreno.

Embora a atividade biol6gica dos monoterpenos esteja descrita na literatura, sao
poucos os relatos de atividade relacionada a substancia isolada. E sabido que 6leos

essenciais que apresentam composicdo majoritaria dos monoterpenos que serdao avaliados
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neste projeto, possuem atividade antimicrobiana frente a diferentes espécies de fungos e
bactérias como C. albicans, Aspergilus sp., C. perfringens, S. aureus, S. mutans, entre outros
(Unli et. al., 2002; Saddig et. al., 2010; Singh et. al., 2010; Tavares et. al., 2010).

No presente estudo, foram escolhidos quatro monoterpenos: B-mirceno, citral,
limoneno e 1,8-cineol (Figura 2) buscando avaliar comparativamente a complexagao
individual desses compostos em BCD e HP-BCD, avaliar a atividade biolégica e elaborar
formulagcbes de enxaguante bucal contendo o0 monoterpeno mais promissor frente a atividade
bioldégica para auxiliar na prevencdo da formacédo do biofilme dentario. As principais
caracteristicas fisico-quimicas desses compostos podem ser observadas na Tabela 1.

Tabela 1: Caracteristicas fisico-quimicas dos monoterpenos em estudo.

Massa molar Densidade Ponto de Solubilidade

Monoterpeno . i *LogP
(g/mol) (g/mL) ebulicao (°C) em agua
Citral 152,24 0,89 229 Insoltvel 3,17
B-mirceno 136,23 0,79 167 Insolavel 4,58
Limoneno 136,24 0,84 176 Insolavel 4,45
1,8-cineol 154,24 0,92 176 insoluvel 2,82

*Propriedade predita usando o software ACD/LogP
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Figura 2: Estruturas dos monoterpenos que seréo estudados: a) B-mirceno; b) citral;
c¢) limoneno; d) 1,8-cineol.

Consideracoes gerais sobre Ciclodextrinas

O uso de CDs é uma entre varias técnicas conhecidas de complexacao (Guedes et.
al., 2008). Este procedimento visa aumentar a solubiidade em &gua de moléculas

hidrofébicas e estabilizar um largo espectro de substancias fazendo com que o estudo seja
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objeto de pesquisa e desenvolvimento de novos produtos pela industria farmacéutica (Pinho
et. al, 2014). As CDs sao carreadores macrociclicos derivados de aglUcares que sao
formadas a partir de uma degradagdo enzimatica pela ciclodextrina glicosiltransferase.
Constituem uma familia de oligossacarideos possuindo seis (aCD), sete (BCD) ou oito (yCD)
unidades de glicose ligadas através de ligagbes a-(1,4). A estrutura geral é formada pelo
arranjo dessas moléculas de glicose apresentando uma cavidade hidrofébica e uma
superficie hidrofilica auxiliando na formagdo de complexos de inclusdo com uma grande
variedade de moléculas. Esse arranjo confere diferencas no didmetro da cavidade
hidrofébica e na solubilidade em agua dessas CDs podendo atuar como agente complexante
frente a diversos compostos. As caracteristicas fisico-quimicas dessas CDs podem ser
observadas na Tabela 2 (Ruktanonchai et. al., 2011; Mourtzinos et. al., 2008).

Tabela 2: Dimensbes moleculares e propriedades fisico-quimicas da alfa, beta e gamma
ciclodextrina (Szejitli, 2004)

Peso Dimensdes moleculares (A)  Solubilidade a
Tipo de Unidades
. molecular Diametro  Diametro 25°C (g/100mL
CcD de glicose Altura
(g/mol) interno externo H20)
Alfa 6 973 5,7 13,7 7,0 14,50
Beta 7 1135 7,8 15,3 7,0 1,85
Gamma 8 1297 9,5 16,9 7,0 23,20
H OH
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Figura 3: Estrutura geral da BCD (A) e HP-BCD (B).



Além do numero de moléculas de glicose presentes na formagdo das CDs, estas
podem ou ndo apresentar substituintes promovendo, assim, diferentes caracteristicas fisico-
quimicas. A diferenca entre a BCD e a HP-BCD esta na presencga do radical hidroxipropila
ligado a sua estrutura (Figura 3).

A inclusdo de substancias hidrofébicas na cavidade da CD pode ser atribuida as
interacoes entre a molécula a ser complexada e a parede interna da estrutura através de
interacdes do tipo dipolo-dipolo e Van der Waals (Li et. al., 2007; Marreto et. al., 2008).

Apesar do conhecimento sobre a atividade antimicrobiana de 6leos essenciais cujos
componentes majoritarios sdo os monoterpenos, seu uso é bastante limitado devido a baixa
solubilidade em agua e alta instabilidade quando expostos a altas temperaturas, luz e
oxigénio. Dentre as varias técnicas de complexacdo com o objetivo de aumentar a
solubilidade em agua e a estabilidade de substéancias volateis como os monoterpenos, as
que tém se mostrado mais efetivas sao as que empregam CDs. Este fato se deve a interacéo
de regides hidrofébicas das moléculas de monoterpenos com a cavidade central das CDs
(Shiga et. al., 2003; Szente et. al., 2004; Li et. al., 2007; Ruktanonchai et. al., 2011).

Consideracoes gerais sobre o uso de CDs como agentes complexantes

Sistemas de liberacdo sustentada podem ser usados com o objetivo de melhorar a
eficacia e o indice terapéutico de moléculas bioativas. CDs sao carreadores macrociclicos,
capazes de complexar e estabilizar um largo espectro de substancias e que, atualmente, tém
sido objeto de pesquisas e de desenvolvimento de novos produtos pela inddstria
farmacéutica. A formagdo de complexos de inclusdo em CDs tem sido estudada e os
resultados demonstram melhora nas propriedades farmacol6gicas de farmacos aumentando
a eficacia e a seguranga dos mesmos. A utilizacdo das CDs como agentes complexantes
visa aumentar a solubilidade aquosa de farmacos pouco solUveis e sua biodisponibilidade e
estabilidade. Além disso, CDs podem, por exemplo, ser usadas para diminuir a irritacao
gastrointestinal causada por alguns farmacos, converter substancias liquidas em
microcristais ou em pds amorfos e prevenir interagées farmaco-farmaco e farmaco-excipiente
(Dollo et. al., 1998; Loftsson et. al., 2001; Loftsson et. al., 2005; Loftsson et. al., 2007).



Um exemplo de estudos de complexacdo de monoterpenos em CDs séo os isbmeros
do citral que sao constituintes ativos que contribuem para as atividades biol6gicas do 6leo de
capim-limao (6leo essencial de Cymbopogon citratus), incluindo atividade antibacteriana,
antifungica e inseticida. O éleo essencial de C. citratus € uma rica fonte de citral, uma mistura
dos isébmeros E-citral (geranial) e Z-citral (neral). O grupo aldeido do E-citral esta em
configuragao trans, o que permite uma melhor acessibilidade do mesmo a agua. O grupo
aldeido do Z-citral esta na configuracao cis e, portanto, € menos acessivel. As diferencas
entre as estruturas moleculares podem levar a diferentes propriedades fisico-quimicas. Por
exemplo, E-citral tem um odor intenso de limao, enquanto Z-citral tem um odor de lim&o mais
suave e mais doce. Embora o 6leo essencial de C. citratus tenha mostrado elevado potencial
como agente antimicrobiano de amplo espectro de agéo, a sua utilizagdo pratica é limitada
devido a fraca solubilidade aquosa e baixa estabilidade a temperatura elevada, frente a
atmosfera de oxigénio e exposicao a luz. Para superar estas limitacdes de uso, um processo
de estabilizagédo é, portanto, necessario e tem sido estudado pelo uso da complexacao com
CD. Weisheimer et. al. (2010) relataram a preparagao de microparticulas de BCD e HPCD
contendo citral a partir do 6leo essencial de C. citratus, pelo método da atomizacédo e
precipitacdo. Ruktanonchai et. al. (2011) reportaram a complexacao entre dois isbmeros de
citral em 6leo essencial de C. citratus e variados tipos de CDs (aCD, BCD e yCD), sendo os
complexos formados estudados por modelagem molecular e em termos de caracterizacao
fisico-quimica. Os resultados obtidos revelaram que os isébmeros de citral podem formar
espontaneamente complexos de inclusdo com a CD numa propor¢gdo molar de citral/CD de
1:2 ou de 1:1. A formagé&o do complexo entre E-citral e CD foi mais favoravel do que entre
Z-citral e CD, observando-se melhor estabilidade térmica dos complexos de inclusédo
CD-citral em relagdo ao citral no 6leo essencial. Estes fatos mostram a viabilidade do
emprego de CDs em complexos de inclusdo com monoterpenos. Entretanto, estudos
comparativos quanto as atividades biologicas, como antimicrobiana, e em formulagées

farmacéuticas dos complexos formados ainda sao escassos.



Consideracoes sobre o uso de substancias de origem natural em produtos

farmacéuticos

As Ultimas décadas tém registrado um crescimento no interesse em produtos
elaborados com base em ativos de origem natural como, por exemplo, cosméticos,
medicamentos entre outros. Além de apresentarem novas estratégicas terapéuticas, esses
produtos ganham valor estratégico sobre os seus possiveis usos industriais e econémicos
em diversos segmentos (Jones et. al., 2004). Produtos oriundos de plantas utilizados na
pratica odontoloégica tém mostrado resultados efetivos sobre o controle da formacao do
biofilme dentario, podendo interferir na sintese de polissacarideos (dextrano), agindo nas
enzimas que produzem estas substancias, ou sobre a estrutura dentaria (Paolino et. al.,
1985). O biofilme dentario é formado pela associacdo de microrganismos que podem estar
presentes ou ndo na flora bacteriana da cavidade oral. (Kroes et. al., 1999; Marsh, 2004). O
processo de formacdo do biofilme dentario € complexo e multifatorial podendo estar
relacionados a fatores socioeconémicos, culturais e biolégicos. (Negrini et. al., 2009). Este
processo ocorre devido a diversos fatores como a ma remogéo fisica de residuos
provenientes da alimentacdo, de uma dieta rica em carboidratos, defeitos na formacao do
esmalte dentario, entre outros. Varias espécies de Streptococcus estao relacionadas com a
formagéo do biofilme dentéario. Entre elas pode-se destacar o S. mutans. O desenvolvimento
de caries e gengivites esta diretamente relacionado com a formacgédo do biofilme dentario,
sendo necessario seu controle e prevencao na manutencao da saude bucal. Neste sentido,
muitos agentes quimicos vém sendo estudados, dentre eles os produtos naturais, como
componentes tanto nos géis dentifricios como nos enxaguantes bucais, visando um possivel
emprego como adjuvante na terapia das doencas periodénticas e na profilaxia de rotina
(Mandel, 1988; Carson et. al., 1995; Axelsson et. al., 2002; Charles et. al., 2004).

Os antimicrobianos dos antissépticos bucais rompem a parede celular e inibem a
atividade da célula microbiana. Adicionalmente, previnem a agregacdo bacteriana e
diminuem sua multiplicagdo. Entre os compostos ativos mais utilizados em antissépticos
bucais tem-se a clorexidina, cloreto de cetilpiridinio e triclosan, além de 6leos essenciais. A
clorexidina, um dos biocidas mais utilizados em formulagdes antissépticas, € uma biguanida
catibnica que age principalmente sobre bactérias Gram-positivas, além de leveduras e
dermatéfitos, enquanto que o cloreto de cetilpiridinio age principalmente sobre bactérias
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Gram-positivas e leveduras. Entre os compostos fendlicos, o triclosan tem sido o mais
utiizado em formulagdes para controle do biofilme dentario, apresentando acao
principalmente contra bactérias Gram-positivas, no entanto, este ativo tem sido utilizado em
associagdo a copolimeros, que aumentam seu espectro de acado sobre bactérias
Gram-negativas e leveduras (Mandel, 1988; Charles et. al., 2004; Silva et. al. 2009; Sharma
et. al., 2010; Cortelli et. al., 2012).

Inicialmente, a grande maioria dos enxaguantes bucais apresentava clorexidina e
alcool em sua formulacao (Ayad et. al., 2011; Santos et. al., 2010), ambos com o objetivo de
reduzir o numero de microrganismos que participam da formagcdo do biofilme dentario.
Porém, esses componentes, além de apresentar sabor desagradavel, podem produzir
irritacdes na mucosa oral. Apesar de, atualmente, serem encontrados diversos produtos que
ndo apresentam &alcool em sua formulagdo, a clorexidina ainda se faz presente em muitos
desses produtos. O uso prolongado de clorexidina no tratamento de doencas da cavidade
oral pode levar a perda do paladar, sensibilidade e amarelamento do esmalte dentario
(Helms et. al., 1995). Além disso, a presenca de alcool e clorexidina na formulacdo de
enxaguantes bucais aumentam ainda mais o desconforto de alguns pacientes que se
encontram em tratamento quimioterapico ou estao imunodeprimidos e fazem uso deste tipo
de enxaguante bucal (Shapiro et. al., 2002; Claffey, 2003; Bahna et. al., 2007; Rawlinson et.
al., 2008).

O enxaguante que apresenta o maior histérico de uso é composto por solugédo
hidroalcodlica contendo timol, mentol e eucaliptol. Embora sejam normalmente utilizados
como flavorizantes, os monoterpenos podem contribuir com a propriedade antimicrobiana do
produto e agem principalmente sobre bactérias Gram-positivas e leveduras. Os produtos
existentes sdo formulados empregando-se misturas de ativos e a maioria apresenta atividade
biocida associada ao efeito na formacado do biofilme dentario. No Brasil, os enxaguantes
bucais sao categorizados como produtos de higiene pessoal e cosméticos, sendo as
formulagbes que apresentam indicagdes especificas, como antissépticos, antibiofilme e de
uso infantil, classificadas como produtos de grau 2 (Anvisa, 2000). Santos et al. (2010)
avaliaram o efeito do 6leo essencial de Thymus vulgaris (Tomilho) incorporado em uma
formulacdo farmacéutica de uso oral livre de alcool, frente a cepa de S. mutans (ATCC
25175), determinando-se sua CIM e o efeito na formacao do biofilme dentario. A CIM obtida



para o 6leo de tomilho foi de 100 pg/mL. Os ensaios de formacao de biofilme dentario
(ensaios microbianos e analise macroscopica de aderéncia) confirmaram a eficacia destes
produtos naturais, com possivel emprego na odontologia preventiva. Sharma et. al. (2010)
demonstraram a superioridade do enxaguante bucal contendo Oleo essencial quando
comparado a um enxaguante contendo 0,05% de cloreto de cetilpiridinio como ativo em
estudo clinico de seis meses de duragdo. Da mesma forma Cortelli et. al. (2012) também
realizaram estudo clinico comparativo da eficacia antibiofiime e antigengivite de um
enxaguante bucal contendo éleo essencial com melhores resultados se comparado a um
enxaguante contendo cloreto de cetilpiridinio como ativo.

Os monoterpenos beta mirceno, citral, limoneno e 1,8-cineol foram escolhidos por
apresentarem atividade biologica frente a cepas de micro-organismos que fazem parte da
flora da mucosa oral e que participam da formagéo do biofilme bacteriano, sendo moléculas
com potencial para ser empregada em enxaguantes bucais. Entretanto, sdo substancias
lipofilicas, volateis e apresentam certa instabilidade quimica. A complexacdo desses
monoterpenos em ciclodextrina visa aumentar sua solubilidade em agua e sua estabilidade.
A elaboracdo de um enxaguante bucal contendo algum desses monoterpenos como agente
ativo contribuird para o desenvolvimento de um produto biologicamente ativo e livre de
clorexidina e éalcool que podem causar irritacdo da mucosa oral além de deixar sabor
desagradavel para o usuario. Até o momento, ndo foram encontrados estudos comparativos
quanto as atividades bioldégicas, como antimicrobiana e antibiofilme bacteriano e em
formulacées farmacéuticas de enxaguantes bucais dos complexos formados com estes
monoterpenos. Assim, com este estudo buscou-se uma abordagem multidisciplinar, de
vanguarda e atual, trabalhando-se com bioensaios de bancada, estudo de tecnologia
farmacéutica e desenvolvimento de procedimentos analiticos de maneira a realizar o estudo
comparativo da complexacao de monoterpenos em ciclodextrina: preparacao, caracterizacao
quimica, desenvolvimento tecnolégico e avaliacdo de atividade bioldgica in vitro.

2. OBJETIVOS

Este estudo teve como objetivo avaliar comparativamente a complexagéo individual

dos monoterpenos B-mirceno, citral, limoneno e 1,8-cineol em BCD e HP-BCD, com o
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preparo, a caracterizagdo fisico-quimica e avaliagdo bioldgica in vitro das formulagdes
monoterpeno-ciclodexirina, visando melhorar a estabilidade e aumentar a solubilidade
aquosa destes derivados do isopreno, de maneira a se ter uma veiculagdo mais homogénea
e com melhora de suas propriedades bioldgicas. Ainda procedeu-se a elaboragdo de
enxaguante bucal contendo como ativo 0 monoterpeno mais promissor quanto a bioatividade
sozinho e em complexo de inclusdo com CDs e avaliou-se o efeito da formulagdo e amostras
controles na formacgédo de placa bacteriana frente a cepa indicadora de S. mutans (ATCC
25175) e na formacao de biofilme bacteriano in vitro.

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Preparacao de amostras-piloto, otimizacao de metodologia e avaliacao da
cinética de formacao

O monoterpeno citral e CDs (BCD e HP-BCD) foram adquiridos comercialmente da
sigma-aldrich. Os complexos sélidos foram obtidos de acordo com metodologia descrita por
Weisheimer et. al. (2010) com adaptagdes. A uma solugdo de CD 10% (m/v) em &gua
destilada foram adicionadas quantidades apropriadas do monoterpeno citral na proporcéo
molar de 1:1 (citral:CD). A suspenséao resultante foi mantida sob agitacdo por 12 horas.
Durante esse periodo, aliquotas dessa suspensao foram coletadas (intervalos de 10 minutos
na primeira hora, 30 minutos na segunda e terceira horas, 60 minutos até 8 horas e uma
dltima aliqguota em 12 horas de experimento). Essas aliquotas foram diluidas
apropriadamente e avaliadas por espectrofotometria no UV-Vis no comprimento de onda de
243nm. Apo6s o periodo de agitacdo, as suspensdes foram secas pelos métodos de

precipitacdo e atomizacao.

3.1.1. Secagem por precipitacao

Apés o periodo de agitacdo, a suspensao resultante foi mantida em geladeira por
16 horas e filtrada em membrana de 0,45um. O sélido obtido foi seco em estufa a 50°C por
24 horas. O material resultante foi armazenado em dessecador sob vacuo para posterior
andlise por CG-EM.



3.1.2. Secagem por atomizacao

Ap6s o periodo de agitacdo, a suspensao resultante foi seca em mini spray dryer
modelo B-290 (Blchi Labortechnik AG). As condi¢cdes de secagem foram adaptadas de
acordo com a metodologia descrita por Weisheimer et. al. (2010). O material resultante foi
armazenado em dessecador sob vacuo para posterior andlise por CG-EM.

Condicoes do Spray Dryer:

Velocidade da bomba: 0,18%
Aspirador: 80%
Diametro do atomizador: 1,4mm
Temperatura de entrada: 120°C
Temperatura de saida: 80°C

3.2. Preparacao dos complexos de inclusao

Monoterpenos (citral, B-mirceno, limoneno e 1,8-cineol) e CDs (BCD e HP-BCD) foram
adquiridos comercialmente da sigma-aldrich.

Ap6s andlises das amostras-piloto utilizando o monoterpeno citral como referéncia,
todos os complexos monoterpeno/CD foram preparados utilizando a mesma metodologia
para fins comparativos.

A uma solugcdo de CD 10% (m/v) em agua destilada foram adicionadas quantidades
apropriadas do monoterpeno na proporcao molar de 1:1 (monoterpeno:CD). A suspensao
resultante foi mantida sob agitacao por 4 horas. Apds o periodo de agitacédo, as suspensdes
foram secas pelo método de atomizagédo nas condi¢cdes descritas no item 3.1.2. O material
resultante foi armazenado em dessecador sob vacuo para futura caracterizacao
fisico-quimica.

3.3. Isotermas de solubilidade

A avaliagéo da solubilidade na presencga de CD foi realizada de acordo com o método
proposto por Higuchi & Connors, 1965 com adaptacdes. Para isso, foram preparadas
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solugdes contendo o monoterpeno em excesso (20mM) variando-se a concentracdo de CD
0, 2,4,6, 8,10, 12, 14 e 16mM). As solugdes foram mantidas em oscilacéo (100 oscilacoes
por minuto) por 72 horas. Apés esse periodo, as amostras foram centrifugadas e filtradas em
membrana de 0,45um. O sobrenadante foi diluido e analisado por espectrofotometria no
UV-Vis ou CG-EM. Os experimentos foram realizados em triplicata.

3.4. Avaliacao da porcentagem de monoterpeno presente nhos complexos de
inclusao

A avaliagdo da porcentagem de inclusdo dos monoterpenos na cavidade da CD foi
realizada por CG-EM. A metodologia utilizada foi desenvolvida e validada de acordo com a
RE n° 899, de 29 de maio de 2003 da ANVISA.

3.4.1. Eficiéncia do processo de extracao

Para a avaliacdo do processo de extracdo prévia a andlise da porcentagem de
inclusdo foram pesados cerca de 20mg do complexo de inclusdo em tubo de vidro com
tampa e solubilizados em 2mL de agua deionizada. Adicionaram-se, a suspenséao resultante,
imL de hexano e o tubo foi mantido em banho termostatizado a 85°C por
20 minutos. A fase hexanica foi transferida para baldo volumétrico de 5mL contendo 50uL de
solucdo padrao interno octadecano a 2,5mg/mL e completou-se o volume com hexano. A
solugéo resultante foi avaliada por CG-EM. Repetiu-se o procedimento por mais quatro

vezes.

3.4.2. Validagéao de Metodologia Analitica

Na validagdo da metodologia analitica para a quantificacdo do complexo de inclusao
monoterpeno-CD avaliou-se os parametros de seletividade, intervalo e linearidade, precisao,
exatidao e robustez. As amostras foram preparadas de acordo com o procedimento descrito
no item 113.4.1 agrupando as fragbes em baldo volumétrico de 5mL contendo 50uL de
solugédo padréo interno. As analises foram realizadas em equipamento CG-EM modelo GC
2010/QP2010 Plus (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japan) equipado com injetor automatico
AOC-20i (Shimadzu) e usando analisador de seletivo de espectrometria de massas (EM). As
condi¢coes cromatograficas gerais podem ser observadas abaixo e a rapma de aquecimento
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para cada monoterpeno pode ser observada nas Tabela 3 a 6. A analise de EM foi realizada
empregando-se voltagem 70eV com taxa de aquisicao de 0,3s para massas no intervalo
entre 40 a 350 Da.

Condicoes Cromatograficas Gerais:

Coluna: Restek Rtx-5MS 30m x 0,32mm ID, 0,25um
Temperatura do injetor: 250°C

Temperatura do detector: 250°C

Fluxo do gas de arraste: 1,52 mL/min

Modo de injecao: Splitless

Volume de injecéo: 1,0pL

Tabela 3: Rampa de aquecimento para o monoterpeno citral.

Taxa de Aquecimento (°C/min) Temperatura (°C) Tempo de espera (min)
- 60 2
5 140 —
15 245 -

Tabela 4: Rampa de aquecimento para o monoterpeno 3-mirceno.

Taxa de Aquecimento (°C/min) Temperatura (°C) Tempo de espera (min)
- 60 3
20 240 1

Tabela 5: Rampa de aquecimento para o monoterpeno limoneno.

Taxa de Aquecimento (°C/min) Temperatura (°C) Tempo de espera (min)
- 60 2
5 100 0
30 245 2
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Tabela 6: Rampa de aquecimento para o monoterpeno 1,8-cineol.
Taxa de Aquecimento (°C/min) Temperatura (°C) Tempo de espera (min)

- 60 3
5 100 0
30 245 2

a) Seletividade

Para a avaliacdo da seletividade foram realizadas andlises do hexano utilizado no
preparo de amostra e da matriz (CD) verificando a presenca de interferentes no tempo de
retencdo do composto a ser quantificado. A matriz (CD) foi submetida ao mesmo método de
preparo de amostra conforme descrito no item 3.4.1. Foi avaliada, também, a pureza de pico
através da comparacdo dos espectros de massas dos analitos no comeco, meio e fim da
eluicao.

b) Intervalo e linearidade

Para a construgdo das curvas analiticas, solu¢des-estoque de citral (5,9mg/mL),
B-mirceno (2,4mg/mL), limoneno (4,32mg/mL) e 1,8-cineol (4,26mg/mL) foram diluidas
(0,3; 0,4; 0,5; 0,6 e 0,7mL) em balao volumétrico de 5mL contendo 50uL de solucao padrao
interno octadecano a 0,03mg/mL. As amostras foram injetadas em triplicata.

c) Precisao

Para a avaliacao da precisdo, amostras dos complexos de inclusdo monoterpeno/CD
foram submetidas ao processo de extracdo conforme descrito no item 3.4.1 e avaliadas por
CG-EM. Foram preparadas 6 amostras para a para a precisao intracorrida (repetibilidade) e
outras 6 amostras em dias diferentes para a precisao intercorrida, totalizando 3 dias de
experimentos. A porcentagem de inclusédo foi calculada de acordo com a seguinte equacao:

. mComplexo Cexperimental
% de Inclusao = X x 100
mMonterpeno mAmostra

13



Onde:

e mComplexo: Massas tedricas utilizadas no preparo do complexo de incluséo:
Massa de ciclodextrina (mg) + massa de monoterpeno (mg);

e mMonoterpeno: massa tedrica de monoterpeno utilizada na preparo do complexo
de incluséo;

e Cexperimental: Concentracao experimental obtida apds andlise (mg/mL);

e mAmostra: massa de complexo de inclusao utilizada no preparo da amostra para

andlise (mg).

d) Exatidao

Para a avaliacdo da exatidao, utilizou-se o método da recuperacado do padrao. Para
isso, pesou-se quantidades apropriadas da matriz CD e esta foi fortificada com os analitos
em estudo em trés niveis de concentracao (baixo, médio e alto) abrangendo todo o intervalo
da curva analitica. As amostras foram submetidas ao processo de extracdo conforme
descrito no item 3.4.1 e avaliadas por CG-EM.

e) Robustez

Para o ensaio de robustez avaliou-se o efeito de trés varidveis, sendo duas delas
correspondente ao preparo de amostra (tempo de extracdo e volume de hexano), e uma
correspondente as condicées cromatograficas (temperatura do injetor) realizando-se um
planejamento fatorial 23 variando-se as condi¢cdes para mais e para menos, totalizando oito
experimentos. Os dados foram processados utilizando o software Statistica 10. A Tabela 7

mostra a matriz de planejamento utilizada no ensaio de robustez.
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Tabela 7: Matriz de planejamento experimental para o ensaio da robustez.

Ensaio Tempo de_ Volume de Tel_'nperatura
extracao (min) hexano (mL) do injetor (°C)

1 15 0,8 245

2 15 1,2 245

3 25 0,8 245

4 25 1,2 245

5 15 0,8 255

6 15 1,2 255

7 25 0,8 255

8 25 1,2 255

3.4.3. Porcentagem de incluséo

Apos validacdo de metodologia analitica, os complexos de inclusdo obtidos foram
analisados por CG-EM conforme metodologia descrita no item 3.4.1. As amostras foram
preparadas em ftriplicata e os resultados expressos em termos de média, desvio padréao e

coeficiente de variacao.

3.5. Calorimetria Diferencial de Varredura

A calorimetria diferencial de varredura (DSC) foi realizada com o monoterpeno mais
promissor (citral) complexado e ndo complexado em BCD e HP-BCD. As analises foram
realizadas em um equipamento DSC 2910 TA Instruments pertencente a Central Analitica do
Instituto de Quimica da Unicamp. Amostras de 10mg foram aquecidas a uma velocidade de

10°C/min em uma faixa de 25°C a 280°C em atmosfera de nitrogénio.

3.6. Microscopia eletronica de varredura

Os complexos de inclusdo dos monoterpenos em BCD e HP-BCD bem como as
misturas fisicas monoterpeno/CD foram fixadas, com o auxilio de fita de carbono, em stubs
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de aluminio. Esses stubs foram submetidos a metalizagcdo em ouro por 180 segundos. As

amostras foram avaliadas em microscépio eletrénico de varredura.

3.7. Avaliacao da atividade bioldgica in vitro

3.7.1. Avaliacdo da atividade antibacteriana e antifungica

A avaliagdo da atividade antibacteriana e antifungica na triagem inicial dos
monoterpenos sozinhos foi realizada de acordo com metodologia preconizada pela ANVISA
(2013); Salvador et. al. (2004) e Costa et. al. (2010) com adaptagdes empregando-se o
método da microdiluicdo em placa de 96 pocos e leitura empregando-se sal de tetrazdlio
(Costa et. al., 2010). Diluicbes seriadas de solugdes 20uL/mL dos monoterpenos em
propilenoglicol:agua esterilizada (1:19 v/v) foram avaliadas frente a cepas indicadoras de
bactérias e leveduras padrdo da American Type Culture Collection (ATCC). Para bactérias
foram utilizadas cepas de Staphylococcus aureus (ATCC 6538); Pseudomonas aeruginosa
(ATCC 27853); Escherichia coli (ATCC 10538) e Streptococcus mutans (ATCC 25175)
cultivadas por 24 horas a 37°C em agar sacarose e microaerofilia (para S. mutans) e agar
Muller Hinton (MH) para as demais cepas. Para leveduras foram utilizadas cepas de Candida
albicans (ATCC 10231); Candida dubliniensis (ATCC 22019); Candida tropicalis (ATCC 157)
e Candida parapsilosis (ATCC 22019) cultivadas por 48 horas a 30°C em agar Sabouraud
Dextrose (ASD), determinando-se a Concentragédo Inibitéria Minima (CIM) e Concentracao
Biocida Minima (CBM). A atividade antimicrobiana foi detectada pela adicdo de 20uL da
solucado aquosa esterilizada a 0,5% de TTC (triphenyl tetrazolium chloride, Merck). MIC foi
definida como a menor concentracdo das amostras-teste que inibiu o crescimento microbiano
visualmente e por leitura em leitor de microplaca no comprimento de onda de 570nm e tendo
como referéncia a amostra controle negativo e controle do inoculo. Foi considerada como
CIM a menor concentracdo onde se observou a presenca de inibicdo de 50% do
desenvolvimento microbiano e CBM a menor concentragédo onde se observou a inibicdo de
100% do desenvolvimento microbiano. Para a avaliacdo da CBM, coletou-se material do
po¢o contendo a amostra-teste e inoculou-se em placas contendo meio MH ou ASD para a
verificacao se o efeito era biocida ou ndo. Como controle positivo foi utilizado Gluconato de
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Clorexidina 0,12% (Periogard®) e como controle negativo propilenoglicol:agua esterilizada
(1:19, v/v). Os experimentos foram realizados em duplicata.

As cepas indicadoras sdo mantidas como culturas puras no Laboratério de Tecnologia
Fitofarmacéutica e de Bioensaios do DBV/IB/Unicamp.

3.7.2. Avaliacao da formagéao do biofilme bacteriano

Os experimentos foram realizados como descrito por Santos et. al. (2010). Foram
utilizados cerca de 3mL de caldo sacarosado juntamente com uma superficie sélida como
corpo de prova (que consiste em um capilar de vidro estéril moldado no formato de uma
begala). Nesse meio foi preparado o inoculo da cepa padrao de S. mutans (ATCC 25175) de
acordo com a turbidez do tubo 0,5 da escala McFarland. Em seguida, foram adicionados o
monoterpeno citral ou seus complexos de inclusdo em BCD e HP-CD na CBM e CBM/2,
bem como as formulagbes de enxaguante bucal preparadas contendo como ativo o
monoterpeno citral ou seus complexos de inclusdo em CDs. Como controle positivo foi
utilizado 1mL de clorexidina aquosa 0,12% e controle negativo 1mL de agua destilada estéril.
Apés a preparacgao dos tubos, estes foram incubados em microaerofilia a 37°C por 24 e 48
horas. Decorrido o periodo de incubacao a formagcédo de biofilme bacteriano em superficie
sOlida foi avaliada visualmente (andlise macroscépica) e microscopicamente (MEV) em
aumento de 5000x. Os experimentos foram realizados em duplicata. Os corpos de prova,
apos periodo de incubacéao, foram cuidadosamente retirados com alca de platina e colocados
em placas descartaveis estéreis para avaliacdo da acao antibiofiime dos enxaguantes. Os
corpos de prova foram transferidos para tubos contendo 2 mL de solucgéao fisiologica estéril
(NaCl 0,9%) e sonicados por 3 ciclos de 30 segundos. A partir das suspensdes obtidas foram
preparadas diluicbes seriadas que foram semeadas em duplicata em placa de agar BHI.
Estas placas foram incubadas por 24 horas, a 37°C e microaerofilia para contagem unidades
de formacao de colbnia, sendo obtidos os valores de UFC/mL.
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3.7.3. Avaliacdo da atividade antibacteriana dos enxaguantes bucais

A acao antibacteriana das formulagbes de enxaguante bucal preparadas contendo
como ativo o monoterpeno citral ou seus complexos de inclusdo em CDs foi determinada
pelo método de difusdo em &gar pela técnica de poco em camada dupla seguindo
metodologia para os ensaios de susceptibilidade de acordo com as normas internacionais do
manual Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) e como descrito por Salvador et.
al. (2004) com adaptacdes. Foi utilizada como cepa indicadora padrao da American Type
Culture Collection (ATCC) de S. mutans (ATCC 25175) cultivada por 48 horas a 37°C em
agar sacarose e microaerofilia. No plaqueamento a camada base foi obtida pela adicao de
20,0mL de &gar Mdller Hinton (MH) em placas de 20x150mm. Apds a solidificacdo
adicionaram-se 5,0mL de MH, a cerca de 40°C, inoculado com as cepas padrédo de
S. mutans (5.10° UFC/mL) obtendo-se, assim, a camada seed. A seguir foram
confeccionados pocos com 5,0mm de didmetro. Em cada pocgo foram aplicados 20uL das
solugdes controle (positivo e negativo) e amostras-teste de enxaguante bucal formulagédo
controle e formulagdo contendo como ativo monoterpeno citral. Como controle positivo foi
utilizado Gluconato de Clorexidina 0,12% (Periogard®) e como controle negativo
propilenoglicol:agua esterilizada (1:19, v/v) e formulagdes de enxaguante bucal controle sem
principio ativo contendo conservante e formulagbes sem principio ativo e sem conservante.

Os experimentos foram realizados em duplicata.

3.8. Formulacao de enxaguante bucal

A formulacdo de enxaguante bucal foi preparada de acordo com o método
desenvolvido pelo grupo de pesquisa e os componentes utilizados estdo descritos na
Tabela 8.
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Tabela 8: Componentes utilizados na formulacdo de enxaguante bucal.

Componente Funcao Concentracao (%)
Agua destilada Veiculo 80,00
Glicerina Veiculo / umectante 15,00
Oleo de mamona hidrogenado Veiculo / umectante 2,000
Cocoaminopropilbetaina Tensoativo 1,500
Metilparabeno Conservante 0,200
Fosfato de sédio anidro Tamponante 0,050
Fluoreto de sodio Anti-carie 0,050
Corante Corante 0,005
Sacarina Edulcorante 0,050
Polivinilpirrolidona Formador de filme 0,100
Citral complexado e nao Principio ativo antimicrobiano 0,250

complexado em CD

O principio ativo foi dissolvido em o6leo de mamona hidrogenado (fase 1). O
metilparabeno foi dissolvido em glicerina (fase 2). Os demais componentes da formulagcao
foram dissolvidos em agua destilada (fase 3). Misturaram-se as trés fases e adicionou-se o
corante. Foram preparadas 14 formulacdes de acordo com a Tabela 9.
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Tabela 9: Formulagbes de enxaguante bucal preparadas com o monoterpeno citral
complexado ou ndo complexado em CDs.

Identificacao da Definicao
formulacao
BS Formulagdo sem principio ativo e sem conservante
BC Formulagdo sem principio ativo e com conservante

OESH1 Formulacao contendo citral na CBM/2 e sem conservante

OECH1 Formulacao contendo citral na CBM/2 e com conservante

OES2 Formulag¢do contendo citral na CBM e sem conservante

OEC2 Formulag¢do contendo citral na CBM e com conservante

CDSHt Formulagcdo contendo o complexo citral-BCD na CBM/2 e sem
conservante.

CDC1 Formulagdo contendo o complexo citral-BCD na CBM/2 e com
conservante.

CDS2 Formulacdo contendo o complexo citral-BCD na CBM e sem
conservante.

CDC2 Formulagdo contendo o complexo citral-BCD na CBM e com
conservante.

HPS1 Formulacdo contendo o complexo citral-HPBCD na CBM/2 e
sem conservante.

HPC1 Formulagdo contendo o complexo citral-HPBCD na CBM/2 e
com conservante.

HPS2 Formulacao contendo o complexo citral-HPBCD na CBM e sem
conservante.

HPC2 Formulagdo contendo o complexo citral-HPBCD na CBM e com
conservante.

3.9. Avaliacao da citotoxicidade em culturas de células

A citotoxicidade in vitro foi avaliada utilizando-se o método colorimétrico MTT
(Mosmann, 1983) para o monoterpeno mais promissor citral e para as formulagbes de
enxaguante bucal contendo citral e seus complexos de inclusdo em CDs frente a culturas de
células de queratinécitos humanos (HaCat). As culturas de células foram repicadas em
solucao salina e meio DMEM com L-glutationa (1%), soro fetal bovino (10%), ciprofloxacino
(1%) e aminoacidos ndo essenciais (1%) e incubadas por 24 horas a 37°C em estufa de COz:.
Foram distribuidos 100uL da suspensdo de células (5x10% células) em microplaca de
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96 pocos e as placas foram incubadas por 24 horas a 37°C em estufa contendo 5% de CO..
O meio de cultura foi trocado e as amostras foram adicionadas nas concentracées finais de
0,05-250,00ug/mL) em DMSO/RPMI 1640 (1:99, v/v) para um volume final de 200uL de
meio. Decorrido o periodo de incubagéo por 24 horas a 37°C em estufa contendo 5% de
COg2, cada pogo foi lavado com PBS e foram adicionados 100puL de PBS/pogo e 20uL de
MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide, tetrazol) (solu¢do estoque
a 0,30mg/mL em meio ndo suplementado com soro fetal bovino inativado) e novamente
incubadas a 37°C em estufa contendo 5% de CO:2 por 4 horas. Apéds o periodo de incubagao,
o meio de cultura foi retirado de cada poco e foi adicionado 1mL de DMSO para solubilizar os
sais de formazan gerados a partir da reducdo do MTT, procedendo-se a leitura das
absorbancias em leitor de microplaca no comprimento de onda de 570nm. Como controle
positivo foi utilizado o quimiotergpico Doxorrubicina nas mesmas concentragbes das
amostras-teste e como controle negativo o diluente propilenoglicol:agua esterilizada (1:19,
v/v). Foram analisadas, também, em cada placa teste, uma amostra controle do meio de
cultura (sem células), uma amostra da suspensao celular (controle do inoculo) e o controle
das amostras teste e do diluente. Os experimentos foram realizados, pelo menos, em
triplicata. Os resultados foram expressos em termos de viabilidade celular, calculadas por
regressdao nao linear, tipo sigmoidal, utilizando-se software Origin 8.0. Os ensaios de
citotoxicidade foram realizados pelo grupo de pesquisas do Laboratério de Tecnologia
Fitofarmacéutica e Bioensaios do DBV/IB/UNICAMP.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Otimizacao de metodologia e avaliacao da cinética de formacao

Os experimentos de cinética de formacao foram realizados com o objetivo de avaliar o
tempo necessario para que a solugcao contendo CD e citral atinja o equilibrio. Avaliou-se a
cinética de formacgao do citral com BCD e HP-BCD. Alteracbes no espectro de absorcdo no
UV-Vis, tais como, deslocamentos ou aumento/diminuicdo no pico de absorcdo maxima do
composto a ser complexado pode ser indicativo da formacdo dos complexos de inclusao
(Bekers et. al., 1991; Araujo 2005; Weisheimer et. al., 2010; Ruktanonchai et. al., 2011).
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Todos os experimentos foram realizados em triplicata e os resultados podem ser observados

na Figura 4.
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Figura 4: (A) Espectros de absorgcao no UV-Vis para o citral nos tempos de 10 minutos a 12
horas. (B) Cinética de formacdo dos complexos de inclusdo do citral em BCD na proporgéo
molar (1:1) e HP-BCD na proporg¢do molar (1:1). Dados representados pela média + d.p.
(n=3).

Na solugédo contendo citral e BCD observou-se que o equilibrio foi atingido apés 2
horas de agitacdo. Esse fato pode ser evidenciado pelo aumento no pico de absorcao
maxima do citral podendo ser indicativo da complexacao citral-CD. Por outro lado, na
solucao contendo citral e HP-BCD o tempo necessario para se atingir o equilibrio foi inferior,
0 que pode ser verificado por alteracées minimas no pico de absorcdo maxima do citral a
partir do tempo zero.

Avaliando-se o0 processo de secagem, o método da atomizacdo obteve maior
rendimento (75%) e melhor porcentagem de complexagédo (79%) quando comparado com o
método da precipitacao no qual o rendimento foi de 67% e a porcentagem de complexagao
de 51%.

Através dos resultados dessas analises e para fins comparativos, padronizou-se uma
metodologia para o preparo dos complexos de inclusao monoterpeno-CD fixando-se o tempo
de agitacdo em 4 horas (para garantir que a suspensao atinja o equilibrio) e atomizacao

como método de secagem.
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4.2. Isotermas de solubilidade

Sabe-se que a interacao de regides hidrofébicas das moléculas de monoterpenos com
a cavidade central das CDs pode levar a um aumento de solubilidade e estabilidade desse
composto (Shiga et. al., 2003; Szente et. al., 2004; Li et. al., 2007; Ruktanolchai et. al., 2011).
A construcao de isotermas de solubilidade avalia a solubilidade do monoterpeno na presenca
de diferentes concentracbes de CD. O método desenvolvido por Higuchi & Connors, 1965
propde uma aproximacao tedrica utilizada na caracterizacdo de complexos de inclusdo em
solucdo aquosa. A interagao da molécula “convidada” com CD pode promover a formacgéao de
complexos de baixa ou elevada solubilidade em agua (Fromming et. al., 1994). A correlagéo

entre a concentragao da molécula “convidada” e concentragao de CD pode ser observada na

Figura 5.

[ ] mol. convidada

Figura 5: Tipos de isotermas de solubilidade. So = solubilidade da molécula “convidada” na
auséncia de CD; Isotermas do tipo A (Ap, AL, An) = complexos muitos soluveis (a solubilidade
é limitada pela solubilidade da CD); Bs = complexo de solubilidade limitada; B = complexos
insoluveis (Adaptado de Fromming et. al., 1994).

As curvas obtidas podem apresentar-se de duas formas:

e Isotermas do tipo A: Os complexos que seguem esse tipo de isoterma
apresentam-se como soluveis em &agua tendo sua solubilidade limitada a
solubilidade da CD.

e Isotermas do tipo Bs: Os complexos que seguem esse tipo de isoterma
apresentam-se como complexos de solubilidade limitada ou seja, a solubilidade da
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molécula “convidada” aumenta até uma determinada concentracdo de CD. O
aumento da concentracao pode levar a uma reducao da solubilidade.

e Isotermas do tipo Bi: Os complexos que seguem esse tipo de isoterma apresentam-
se como complexos insoluveis em agua, ou seja, a solubilidade é reduzida com o

aumento da concentracao de CD.

As concentragdes do monoterpeno presente nas solugbes foram calculadas
utilizando-se as curvas analiticas previamente elaboradas (Anexo 1 a 4). Para os complexos
de inclusdo do monoterpeno com BCD, o comportamento é de acordo com a curva do tipo Bi
(Fromming et. al., 1994) em que a solubilidade do monoterpeno permanece inalterada ou até
que todas as moléculas sejam convertidas em complexos insoluveis em &agua.
Diferentemente dos complexos monoterpeno-CD, para o complexo de inclusdo
monoterpeno-HP-BCD a curva corresponde ao tipo A (Fromming et. al., 1994), formando

apenas complexos soluveis em agua. (Figura 6 a 9).
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Figura 6: Diagrama de solubilidade do citral com BCD e HP-BCD apds 72 horas de equilibrio.
Dados apresentados em média + d.p. (n=3).
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Figura 7: Diagrama de solubilidade do 3-mirceno com BCD e HP-BCD apés 72 horas de
equilibrio. Dados apresentados em média * d.p. (n=3).
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Figura 8: Diagrama de solubilidade do limoneno com BCD e HP-BCD apoés 72 horas de
equilibrio. Dados apresentados em média + d.p. (n=3).
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Figura 9: Diagrama de solubilidade do 1,8-cineol com BCD e HP-BCD apds 72 horas de
equilibrio. Dados apresentados em média + d.p. (n=3).

4.3. Avaliacao da porcentagem de monoterpeno presente nos complexos de
inclusao

4.3.1. Eficiéncia do processo de extracao

Ap6s as analises individuais das fracbes hexanicas por CG-EM observou-se a
recuperacao de 86% do monoterpeno presente nos complexos de inclusdo com CD na
primeira extracdo. Os resultados mostraram que foram necessarias quatro extracées para
que se esgotasse todo o analito presente nos complexos, fato evidenciado pela auséncia do
mesmo na quinta extracdo. Para a validacdo da metodologia analitica foi padronizada a
realizacdo de quatro extracboes prévias a injecdo das amostras no sistema cromatografico. A

Figura 10 mostra o perfil de extracdo do método aplicado.
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Figura 10: Porcentagem de monoterpeno extraida em relagdo ao numero de extracdes
realizadas.

4.3.2. Validagdo de Metodologia Analitica

a) Seletividade

E a capacidade que o método possui de medir exatamente um composto em presenca
de outros componentes como impurezas, produtos de degradacdo e componentes da matriz.
Analisando os cromatogramas obtidos observou-se a auséncia de interferentes no tempo de
retencéo dos picos referentes ao analito e padréo interno octadecano (Anexo 5 a 8).

Foi avaliada, também, a pureza de pico verificada pela correlagdo entre os espectros
de massas no comeco meio e fim da eluicao do pico do analito (Anexo 9 a 13). Observou-se,
para cada composto, 0 mesmo padrdao de fragmentacdo para os espectros de massas
avaliados indicando que nédo existem outras substancias co-eluindo juntamente com os picos
das substancias de interesse.

A partir dos dados analisados os métodos cromatograficos foram considerados
seletivos para a quantificacéo do citral, B-mirceno, limoneno e 1,8-cineol.

b) Intervalo e linearidade

A linearidade avalia a capacidade do método de demonstrar que os resultados obtidos
sao diretamente proporcionais a concentracao do analito na amostra dentro de um intervalo
especificado. Determinou-se 5 pontos de concentragdes diferentes para cada monoterpeno

em estudo e os resultados foram expressos de acordo com a razao obtida entre a area
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correspondente ao monoterpeno e a area do padrdo interno. Os dados podem ser
observados nas Tabela 10 a 13. A partir desses dados avaliou-se a regresséo linear. O
critério minimo aceitavel do coeficiente de correlagao linear (r) € de 0,99. As curvas obtidas
podem ser observadas nas Figura 11 a 14. Os valores de r obtidos para o citral, f-mirceno,
limoneno e 1,8-cineol apresentaram-se dentro do critério minimo aceitavel, portanto os

métodos analiticos foram considerados lineares para o intervalo especificado.

Tabela 10: Dados obtidos da curva analitica para o citral.

Ponto Concentracao (mg/mL) Razao1 Razdo2 Razao3 Média
60% 0,35 6,22 6,27 6,27 6,25
80% 0,47 8,53 8,37 8,47 8,46
100% 0,59 10,75 10,85 10,81 10,80
120% 0,71 12,98 12,90 12,95 12,95
140% 0,83 15,35 15,12 15,43 15,30
Equacao da Reta: y = 19,135x — 0,5379
r=0,9999
17 -
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w

Figura 11: Linearidade do método para quantificacdo do citral. Analise em triplicata para cada
ponto.
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Tabela 11: Dados obtidos da curva analitica para o 3-mirceno.

Ponto Concentracao (mg/mL) Razao1 Razao2 Razao3 Média
60% 0,14 2,23 2,15 2,21 2,20
80% 0,19 2,83 2,91 2,79 2,84
100% 0,24 3,65 3,53 3,53 3,57
120% 0,29 4,12 4,17 4,25 4,18
140% 0,34 4,87 4,76 4,91 4,85

Equacéo da Reta: y = 13,831x — 0,2081
r=0,9997

55 -

45 - é

0,12 0,17 0,22 0,27 0,32
Concentracao de B-mirceno {mg/mL)

Razao B-mirceno \ Padrao Interno

Figura 12: Linearidade do método para quantificacdo do 3-mirceno. Analise em triplicata para
cada ponto.

Tabela 12: Dados obtidos da curva analitica para o limoneno.

Ponto Concentracao (mg/mL) Razao 1 Razao2 Razao3 Média
60% 0,26 2,97 2,86 2,90 2,91
80% 0,35 3,72 3,71 3,74 3,72
100% 0,43 4,90 4,85 4,81 4,85
120% 0,52 6,32 6,35 6,31 6,33
140% 0,60 7,54 7,23 7,31 7,36
Equacgédo da Reta: y = 13,3218x — 0,7210
r=0,9957
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Razao limoneno \ Padrao Interno

Figura 13: Linearidade do método para quantificacdo do limoneno. Analise em triplicata para
cada ponto.

Tabela 13: Dados obtidos da curva analitica para o 1,8-cineol.

Ponto Concentracao (mg/mL) Razao 1 Razao2 Razao3 Média
60% 0,26 2,37 2,39 2,40 2,39
80% 0,34 3,39 3,30 3,31 3,34
100% 0,43 4,20 419 4,23 4,21
120% 0,51 4,88 4,89 4,96 4,91
140% 0,60 5,89 5,87 5,89 5,88

Equacgéo da Reta: y = 10,0352x — 0,1290
r=0,9988
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Figura 14: Linearidade do método para quantificacdo do 1,8-cineol. Analise em triplicata para
cada ponto.

c) Precisao

E a avaliacdo da proximidade dos resultados obtidos em uma série de medidas de
uma amostragem multipla de uma mesma amostra. Esta € considerada em trés niveis:
precisdo intracorrida (repetibilidade), precisdo intercorridas e precisdo interlaboratorial
(reprodutibilidade). Para a quantificacdo dos monoterpenos em estudo a precisao foi
determinada através dos testes de precisao intracorrida e precisao intercorrida. A precisdo
intracorrida avalia a repetibilidade do método analitico medindo a concordancia entre os
resultados dentro de um curto periodo de tempo com o mesmo analista e mesma
instrumentacao (minimo de 6 determinacdes a 100% da concentracao do teste).

A precisédo intercorrida determina a concordancia entre os resultados do mesmo
laboratério, realizando as determinacées em dias diferentes (minimo dois dias diferentes)
e/ou com analistas diferentes e/ou equipamentos diferentes. A precisdo foi realizada em 3
dias diferentes utilizando no primeiro dia o0s resultados obtidos em condicbes de
repetibilidade (n = 6) e nos outros dias analises em ftriplicata, totalizando 12 determinacoes.

Os resultados da precisao foram expressos (Tabela 14 a 17) como desvio padrao
relativo (DPR) ou coeficiente de variacdo (CV), ndo sendo admitidos valores superiores a
5%. Foi realizado o teste F para a comparacado dos resultados das 12 determinacgdes. Os
coeficientes de variacdo obtidos na andlise das replicatas dos complexos de inclusao
monoterpeno/CD foram inferiores a 5% e valores de F calculados menores que o tabelado
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mostrando que a diferenca entre os resultados obtidos néo é significativa e que os métodos
analiticos utilizados para a quantificacdo dos monoterpenos sao precisos.

Tabela 14: Resultados da precis&o intra e intercorrida para os complexos de inclusao

citral/CD.
Ensaios  Amostra Massa Razdo Citralipadrao % Inclusao em BCD
(mg) Interno
1 20,00 5,66 74,42
2 20,60 5,92 75,31
3 20,10 5,92 77,17
Pl 4 21,60 6,32 76,45
5 25,40 7,49 76,57
6 21,70 6,52 78,48
Média (n=6): 76,40%
Desvio padrao: 1,42
CV:1,90%
1 21,50 6,95 77,24
Dia 2 2 20,90 6,75 77,27
3 21,70 6,99 76,93
1 25,20 7,36 75,82
Dia 3 2 21,30 6,12 75,28
3 25,40 7,35 75,20

Média (n=12) 76,34%
Desvio padrao: 1,16
CV: 1,52%
Teste F: 2,14 < 5,05

Teste F realizado a 95% de confianca. Valor calculado menor que valor tabelado indica que a

diferenca entre os valores obtidos nas precisdo nao é significativa
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Tabela 15: Resultados da precis&o intra e intercorrida para os complexos de inclusao
B-mirceno/CD.

Ensaios  Amostra Massa Razao B-mirceno/padrao % Inclusao em

(mg) Interno BCD
1 12,30 3,79 94,79
2 11,50 3,48 92,64
3 10,00 3,12 94,88
Pa 4 10,10 3,11 93,50
5 10,50 3,27 94,94
6 10,00 2,99 90,75

Média (n=6): 93,58%

Desvio padrao: 1,67

CV:1,80%

1 10,80 4,22 96,13
Dia 2 2 10,30 3,97 95,30
3 10,40 412 97,65
1 10,90 3,58 94,34
Dia 3 2 11,20 3,61 92,64
3 12,10 3,92 92,42

Média (n=12) 94,17%
Desvio padrao: 1,87
CV:1,99%

Teste F: 1,49 < 5,05

Teste F realizado a 95% de confianga. Valor calculado menor que valor tabelado indica que a

diferenca entre os valores obtidos nas precisdo nao é significativa

33



Tabela 16: Resultados da precisao intra e intercorrida para os complexos de inclusao

limoneno/CD.
Ensaios  Amostra Massa Razao limoneno/padrao % Inclusao em

(mg) Interno BCD
1 23,30 5,12 77,81
2 21,40 4,39 74,12
3 20,40 4,22 75,17
Pl 4 20,70 4,28 74,98
5 19,00 3,98 76,79
6 20,50 4,34 76,62

Média (n=6): 75,92%

Desvio padrao: 1,28

Cv: 1,81

1 22,00 5,94 73,63
Dia 2 2 19,90 5,29 71,26
3 19,60 5,32 72,83
1 20,50 5,44 71,45
Dia 3 2 21,30 6,02 77,22
3 21,60 5,98 75,57

Média (n=12) 74,79%
Desvio padrao: 2,18
CV:2,92%

Teste F: 2,92 < 5,05

Teste F realizado a 95% de confianga. Valor calculado menor que valor tabelado indica que a

diferenca entre os valores obtidos nas precisdo nao é significativa
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Tabela 17: Resultados da precisao intra e intercorrida para os complexos de inclusao
1,8-cineol/CD.

Ensaios  Amostra Massa Razao 1,8-cineol/padrao % Inclusao em

(mg) Interno BCD
1 20,70 4,03 78,21
2 21,70 4,31 79,63
3 20,90 4,26 81,74
Pl 4 22,20 4,32 78,01
5 20,20 4,02 79,95
6 19,90 3,97 80,18

Média (n=6): 79,62%

Desvio padrao: 1,38

CV:1,73%

1 20,20 3,92 78,03
Dia 2 2 20,50 4,12 80,68
3 20,70 4,11 79,71
1 22,40 4,53 80,96
Dia 3 2 24,20 5,07 83,63
3 20,20 410 81,49

Média (n=12) 94,17%
Desvio padrao: 1,67
CV:2,01%

Teste F: 1,83 < 5,05

Teste F realizado a 95% de confianga. Valor calculado menor que valor tabelado indica que a

diferenca entre os valores obtidos nas precisdo nao é significativa

d) Exatidao

E a proximidade dos resultados obtidos pelo método em estudo em relagdo ao valor
verdadeiro. Varias metodologias para a determinacdo da exatiddo estdo disponiveis, tais

como: a utilizacdo de material de referéncia, comparacdo dos resultados obtidos com
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aqueles resultantes de uma segunda metodologia bem caracterizada, pelo método de adicao
de padréao ou pelo teste de recuperacéo.

O teste de recuperacdo € o0 mais simples de ser aplicado quando se tem
disponibilidade de um branco da matriz. O resultado é expresso pela porcentagem de

recuperacao, utilizando-se a seguinte férmula:

Cencontrada x 100

% recuperacao = —
p ¢ Cadicionada

Onde, C encontrada corresponde a concentracdo encontrada do analito na amostra
fortificada e C adicionada corresponde a concentracdo adicionada do analito na amostra
fortificada.

Os resultados obtidos podem ser observados nas
Tabela 18 a 21. Os métodos utilizados mostraram-se exatos, pois os valores das

médias da porcentagem de recuperagcdo encontram-se dentro dos parametros especificados
(80 a 120%).
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Tabela 18: Resultados obtidos na avaliacdo da exatiddo do método para quantificacdo do
monoterpeno citral.

Amostra \é::;jg: [(Ltgfn:if)a Citri;{l%i?iréo [1obtida Recuperacao (%)
(mL) Interno (mg/mL)
1 4,82 0,30 96,92
2 0,3 0,31 4,76 0,29 95,85
3 4,73 0,29 95,28
4 8,06 0,49 94,90
5 0,5 0,52 8,11 0,49 95,54
6 8,29 0,51 97,57
7 11,72 0,71 97,46
8 0,7 0,73 11,87 0,72 98,72
9 11,88 0,72 98,78
Média: 96,78%
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Tabela 19:Resultados obtidos na avaliacao da exatiddo do método para quantificacdo do
monoterpeno B-mirceno.

Amostra \écs):;)igt [(Lt;;:‘if)a mir?ea::/?ast-iréo [1obtida Recuperacao (%)
(mL) Interno (mg/mL)
1 2,25 0,15 102,49
2 03 0,14 2,29 0,15 104,29
3 2,20 0,14 98,99
4 3,39 0,23 95,78
5 0,5 0,24 3,21 0,22 90,50
6 3,22 0,22 90,74
7 475 0,33 97,76
8 0,7 0,34 4,76 0,33 97,86
9 4,60 0,31 94,64
Média: 97,01%
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Tabela 20: Resultados obtidos na avaliagdo da exatiddo do método para quantificagcdo do

monoterpeno limoneno.

Vol. Sol. [] tebrica ~ Razao [ ] obtida )
Amostra Es(:‘(:ﬂ)ue (mg/mL) Ilmor:ﬁ?;/::drao (mg/mL) Recuperacao (%)

1 3,62 0,26 83,96
2 03 0.26 3,68 0,26 85,69
3 3,67 0,26 85,40
4 6,13 0,41 94,00
5 0,5 0,43 6,11 0,41 93,66
6 6,10 0,41 93,48
7 8,47 0,60 96,18
8 0,7 0,60 8,59 0,61 97,67
9 8,57 0,61 97,42

Média: 91,94%
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Tabela 21: Resultados obtidos na avaliacdo da exatiddo do método para quantificacdo do
monoterpeno 1,8-cineol.

Vol. Sol. Razao 1,8- [ ] obtida

Amostra Estoque [(]njgfr:f)a cineol/Padréo Rec“g/e)fag‘?m
(mL) Interno (mg/mL) o
1 2,38 0,25 97,82
2 0,3 0,26 2,34 0,25 96,26
3 2,37 0,25 97,43
4 3,98 0,41 96,12
5 0,5 0,43 4,08 0,42 98,46
6 4,12 0,42 99,39
! 573 0,58 97,89
8 0,7 0,60 5,67 0,58 96,89
9 5,79 0,59 98,90
Média: 97,68%

e) Robustez

A robustez € a medida da capacidade do método analitico em resistir a pequenas
variagoes dos parametros analiticos, indicando confian¢a durante seu uso normal. A robustez
do método € avaliada através de parametros modificados e a respectiva determinacdo do
seu efeito (se houver) sobre os resultados a serem obtidos com a metodologia.

As respostas de cada experimento foram processadas no software Statistical0 e 0s
efeitos das variaveis principais e das intera¢des dos fatores 2 a 2 foram avaliadas a 99% de

confiancga (p=0,01) e erro puro.
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Figura 15: Grafico de Pareto para os efeitos das variaveis estudas para o citral a 99% de
confianca.

Na Figura 15 observa-se os resultados da robustez do método para quantificacédo do
monoterpeno citral. A linha vermelha no grafico representa o valor de 2,7180 correspondente
ao valor de tde student tabelado a 99% de confianca. Os valores de t obtidos para os efeitos
principais e para a interagdo dos efeitos 2 a 2 sdo menores, em mddulo, que o valor de ¢
tabelado, mostrando que os efeitos ndo séo significativos, portanto, 0 método pode ser
considerado robusto. A mesma analise foi realizada para os métodos analiticos para
quantificagdo dos monoterpenos B-mirceno, limoneno e 1,8-cineol. Analogamente a
discussao para o método do citral, os resultados obtidos mostram que os efeitos ndo sao
significativos e os métodos podem ser considerados robustos. Os graficos de Pareto para os

demais monoterpenos podem ser observados nas Figura 16 a 18.
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%2 :1.62134
1x3 Etmm

(1) Volume de hexano (mL) 779529
(2) Tempo de extragdo (min) -.722905
(3) Temperatura do injetor (°C) 16436305
2x3 - 420908
Es‘timativa-dos efei-tos ‘ ' p=0,01
t=27180

Figura 16: Grafico de Pareto para os efeitos das variaveis estudas para o 3-mirceno a 99%
de confianga.

(3) Temperatura do injetor (°C) j-zmsn
(2) Tempo de extragéo (min) -2,210033

1x3 --1.86736

(1) Volume de hexano (mL) --1.73761

2x3 [1,099373

1x2 2998289

Estimativa dos efeitos {>_=20.01

Figura 17: Grafico de Pareto para os efeitos das variaveis estudadas para o limoneno a 99%
de confianga.
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(2) Tempo de extragdo (min) 7 jz_231653
2x3 174911
1x3 | 1691914
(3) Temperatura do injetor (°C) - 58432
1x2 - 413272
(1) Volume de hexano (mL) 1456156
Estimativa dos efeitos 5’:;29‘701180

Figura 18: Grafico de Pareto para os efeitos das variaveis estudadas para o 1,8-cineol a 99%
de confianca

4.3.3. Porcentagem de incluséao

Apos validacdo de metodologia analitica, realizou-se a quantificacdo dos
monoterpenos presentes nos complexos de inclusdo em BCD e HP-BCD. Os resultados

podem ser observados nas Tabela 22 a 25.
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Tabela 22: Porcentagem de citral presente nos complexos de inclusdo em BCD e HP-BCD.
Analise em triplicata e resultados expressos em termos de média e CV.

Massa de
Amostra mi:?eiﬁ monmzf;:ndoe(mg) mon?;egrf eno in?;uds%\o
(mg) (tedrica) (experimental)
20,40 2,95 2,35 79,78
20,90 3,02 2,39 79,37
Média: 79,26
CV (%): 0,73
36,10 3,63 1,49 41,03
roorall T]E_:B%,)m . 3680 3,70 151 40,93
37,50 3,77 1,53 40,73

Média: 40,90
CV (%): 0,39

Tabela 23: Porcentagem de [-mirceno presente nos complexos de inclusGdo em BCD e
HP-BCD. Analise em triplicata e resultados expressos em termos de média e CV.

Massa de
Massa de Massa de monoterpeno % de
Amostra complexo monoterpeno (mg) (mg) incluséo
(mg) (tedrica) (experimental)
12,30 1,36 1,29 94,79
-mirceno/BCD
Rendimento: 73,7% 10,00 11 1,05 94,88
10,50 1,17 1,11 94,94
Média: 94,87
CV (%): 0,08
39,50 4,68 0,15 3,11
B-mirceno/HP-BCD
Rendimento: 66,7% /0 4,47 0,13 3,02
37,50 4,45 0,14 3,10

Média: 3,07
CV (%): 1,69
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Tabela 24: Porcentagem de limoneno presente nos complexos de inclusGdo em BCD e
HP-BCD. Analise em triplicata e resultados expressos em termos de média e CV.

Massa de
Massa de Massa de o
Amostra complexo monoterpeno (mg) mon?;egrf eno in é‘l’ udsz o

(mg) (tedrica) (experimental)

21,40 2,82 1,92 74,12
Limoneno/BCD
Rendimento: 70,2% 20,40 2,59 1,85 75,17
20,70 2,47 1,88 74,98
Média: 74,76
CV (%): 0,75
26,40 3,19 0,009 0,28
Limoneno/HP-BCD

Rendimento: 69,3% 25,80 3.12 0,009 0,28
26,80 3,24 0,009 0,29

Média: 0,29
CV (%): 1,90%

Tabela 25: Porcentagem de 1,8-cineol presente nos complexos de inclusdo em BCD e
HP-BCD. Analise em triplicata e resultados expressos em termos de média e CV.

Massa de
Massa de Massa de monoterpeno % de
Amostra complexo monoterpeno (mg) (mg) incluséo

(mg) (tedrica) (experimental)

20,70 2,65 2,07 78,21
1,8-cineol/BCD
Rendimento: 74,1% 21,70 2,78 221 79,63
22,20 2,84 2,22 78,01
Média: 78,62
CV (%): 1,12
28,10 3,43 0,67 19,47
1,8-cineol/HP-BCD

Rendimento: 67,1% 270 3.62 0.69 18,97
27,90 3,40 0,61 18,00

Média: 18,82
CV (%): 3,98
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Em todos os complexos de inclusao obtidos, observa-se uma maior porcentagem de
inclusdo nos complexos com BCD. Essa porcentagem de inclusdo pode ser explicada pelo
menor impedimento estérico e maior hidrofobicidade da cavidade da BCD. Ja nos complexos
de inclusdo com HP-BCD compostos mais apolares (3-mirceno e limoneno) praticamente né&o
apresentam interacdo com a cavidade interna quando comparados com o citral e o
1,8-cineol. O maior impedimento estérico promovido pelo grupo hidroxipropil e a presenca de
oxigénio na molécula convidada pode explicar essa diferenga na porcentagem de inclusao
(Kfoury et. al., 2014).

4.4. Calorimetria Diferencial de Varredura

Anadlises térmicas como a DSC sao bastante empregadas na caracterizacao de
complexos de inclusdo em estado sélido, fornecendo resultados qualitativos e indicativos da
formacdo do complexo de inclusdo. Os resultados sdo apresentados como termogramas
indicando a diferenga de calor absorvido nas amostras analisadas. As analises das CDs em
sua forma pura, do monoterpeno citral e dos complexos de inclusao citral-BCD e

citral-HP-BCD podem ser observadas na Figura 19.
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Figura 19: Termogramas de DSC para BCD (A); HP-BCD (B); citral (C) e complexo de
inclus&o citral-BCD (D) e complexo de incluséo citral-HP-BCD (E)

De um modo geral, CDs podem ser adquiridas com diferentes graus de hidratagao que
variam de acordo com a forma de acondicionamento da mesma. Essa hidratagdo pode ser
caracterizada pela presenca de agua na cavidade das CDs ou ocupando espagos
intersticiais. (Giodarno et. al. 2001).

O termograma da Figura 19A e 19B sao relativos as CDs (BCD e HP-BCD) em sua
forma pura. E possivel observar picos em 144,1°C e 164,2°C relativos & perda de agua de
solvatacao da cavidade da ciclodextrina.

O termograma da Figura 19C refere-se ao monoterpeno citral. Pode-se observar um
pico referente ao ponto de ebulicdo do citral em 228,2°C.

Ao analisar os termogramas das Figuras 19D e 19E, referentes aos complexos de
inclusao citral-BCD e citral-HP-BCD observa-se o desaparecimento dos picos referentes a
agua presente na cavidade das CDs bem como o pico referente ao ponto de ebulicido do
citral. Esse fato pode indicar a inclusdo do monoterpeno na cavidade das CDs, levando a
substituicdo da agua de hidratacdo e estabilizacdo do monoterpeno citral, uma vez que
houve um aumento do ponto de ebuli¢do do citral. (Fromming et. al. 1994).
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4.5. Microscopia eletronica de varredura

Ao analisar os complexos de inclusdo dos monoterpenos em CD e suas respectivas
misturas fisicas individualmente, ndao se observaram diferengas significativas entre as
amostras. Na discussdo a seguir serdo apresentados, a titulo de exemplo, os resultados
obtidos para os complexos de inclusao citral/CD. Os resultados de MEV para os demais
monoterpenos estudados podem ser observadas nos Anexo 14 a 16 e apresentaram
particulas com resultados similares aos discutidos a seguir para o citral.

As analises de MEV das ciclodextrinas puras de BCD e HP-BCD mostraram cristais
retangulares de tamanho entre 70 e 90um (Figura 20A) e esféricos de diametro entre 50 e
100um respectivamente (Figura 20B).

Figura 20: (A) CD em sua forma pura. Aumento de 100x (B) HP-BCD em sua forma pura.
Aumento de 100x

Com relagcdo as misturas fisicas citral/BCD e citral/HP-BCD pode ser observado a
formacao de aglomerados com os cristais da BCD e HP-BCD de formato irregular, porém,

conservando-se a morfologia das CDs em sua forma pura.

48



Figura 21: (A) Mistura fisica citral/BCD (1:1, m/m). Aumento de 100x. (B) Mistura fisica
citral/HP-BCD (1:1, m/m). Aumento de 100x

Durante a otimizacdo da metodologia analitica, dois métodos de secagem (por
precipitacdo e por atomizagdo em spray dryer) foram avaliados para o citral. As particulas
obtidas por precipitagdo do complexo de inclusédo citral/BCD também foram avaliadas por
MEV. Nos complexos preparados pelo método de precipitacdo pode se observar a formagéao
de particulas de tamanhos menores (10 a 20um) e ndo uniformes ocorrendo, também, a
perda da estrutura da BCD pura.

Figura 22: Complexo citral/BCD obtido pelo método de precipitagdo. (A) Aumento de 100x (B)
Aumento de 500x

A interacdo dos monoterpenos com HP-BCD promoveu a formagéo de complexos de
inclusédo soluveis em solu¢do aquosa dificultando a obtencao desses complexos pelo método
de precipitacdo sendo preparados adequadamente somente pelo método de atomizacéo.
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Nos complexos preparados pelo método de atomizacdo observou-se a formacdo de
particulas de tamanhos menores (1 a 5um) e de morfologia uniforme alterando a estrutura
pura tanto para a BCD como para a HP-BCD embora ainda aparega alguns cristais maiores
(70-80pm) e de formato irregular nos complexos com BCD. Através das imagens de
microscopia eletrénica pode-se afirmar que o método de secagem por atomizacao produz
particulas de tamanho menor e mais uniformes quando comparado com o método de

secagem por precipitagao.

Figura 23: Complexo de incluséo citral/BCD obtido pelo método de atomizagdo. (A) Aumento
de 100x (B) Aumento de 8000x. Complexo de inclus&o citral/HP-BCD obtido pelo método de
atomizacéao (C) Aumento de 100x (D) Aumento de 4000x
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4.6. Avaliacao da atividade bioldgica in vitro

4.6.1. Avaliacdo da atividade antibacteriana e antifungica

Empregando-se os ensaios microbiologicos verificou-se que o monoterpeno citral
apresentou melhor atividade frente as cepas de bactérias e fungos quando comparado com
os demais monoterpenos estudados na etapa de triagem. Observou-se, também, que, na
concentracdo e condicoes experimentais empregadas, o monoterpeno 1,8-cineol né&o
apresentou atividade biolégica frente as cepas indicadoras de bactérias e fungos
investigadas. Os resultados podem ser observados na Tabela 26. O monoterpeno citral
apresentou atividade sobre as bactérias Gram-positivas e as leveduras avaliadas. A
concentracao inibitéria minima (CIM) obtida para este monoterpeno frente S. mutans (ATCC
25175) foi de 1% (0,12uL/mL = 100ug/mL), 0,14uL/mL = 120ug/mL para S. aureus (ATCC
14458) e 0,09uL/mL= 75,0ug/mL para as cepas de Candida estudadas.

Para as demais etapas previstas neste estudo (avaliacdo da formacao do biofilme
bacteriano dos complexos de inclusdo monoterpeno-CD e da formulacdo de enxaguante
bucal contendo o monoterpeno ativo) o monoterpeno escolhido foi o citral, pois apresentou
melhor atividade antimicrobiana (CBM da ordem de 2,5uL/mL = 2250ug/mL e CIM na ordem
de 0,12uL/mL = 100ug/mL) para a indicadora S. mutans (ATCC 25175).
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Tabela 26: Atividade antimicrobiana para os monoterpenos citral, 3-mirceno, limoneno e
1,8-cineol frente as cepas indicadoras de bactérias e fungos.

CBM (pL/mL)*

Cepa indicadora Citral B-mirceno Limoneno 1,8-cineol
Staphylococcus aureus (ATCC 6538) 10,0 2,5 20,0 Resistente
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) 1,25 10,0 Resistente  Resistente
Echerichia coli (ATCC 10538) 0,625 10,0 20,0 Resistente
Streptococcus mutans (ATCC 25175) 2,5 Resistente  Resistente  Resistente
Candida albicans (ATCC 10231) 1,25 20,0 20,0 Resistente
Candida dubliniensis (ATCC 777157) 0,625 20,0 20,0 Resistente
Candida tropicalis (ATCC 157) 0,625 2,5 10 Resistente
Candida parapsilosis (ATCC 22019) 1,25 20,0 20,0 Resistente

* Resultados expressos em termos de concentracao biocida minima (CBM) em pL/mL como média de
analise em ftriplicata de cada diluicdo. 2Resistente = efeito antimicrobiano ndo observado até a maior
concentracao estudada de 20,0 puL/mL. Controle positivo: Bacitracina 200Ul/mL para bactérias e
cetoconazol 5mg/mL para fungos. Controle negativo:propilenoglicol:agua esterilizada (1:19, v/v).

4.6.2. Avaliagcdo da formagao do biofilme bacteriano

A avaliagdo da formagao do biofilme bacteriano foi realizada com o monoterpeno citral
isolado e complexado com BCD e HP-BCD. Foram preparadas trés amostras nas
concentracbes CBM/2; CBM e 2CBM. A formacgao do biofilme de S. mutans (ATCC 25175) foi

avaliada de forma visual em corpo de prova de vidro.
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Figura 24: Efeito do monoterpeno citral e amostras controle na formacao de placa bacteriana
frente a indicadora S. mutans (ATCC 25175). Monoterpeno citral nas concentragbes CBM/2
(A); CBM (B) e 2CBM (C). Controle positivo: Clorexidina 0,12% (D) e Controle negativo: Agua
destilada estéril (E) CBM citral = 2,5uL/mL

Nas Figuras 24A, 24B e 24C, apesar da turbidez presente nos tubos de ensaio,
observou-se a auséncia de formagéo de biofilme bacteriano no corpo de prova. A turbidez
pode ser explicada pela baixa solubilidade em agua do monoterpeno citral. A presenca do
biofime pode ser observada na Figura 24E que corresponde ao controle negativo
promovendo o crescimento bacteriano no periodo estudado. No tubo contendo controle
positivo (Figura 24D) observou-se uma solugéo limpida e auséncia de formacéo de biofilme

no corpo de prova.
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Figura 25: Efeito do complexo de inclusdo monoterpeno citral-BCD e amostras controle na
formacao de placa bacteriana frente a indicadora S. mutans (ATCC 25175). Complexo de
incluséo citral-8CD nas concentragées CBM/2 (A); CBM (B) e 2CBM (C). Controle positivo:
Clorexidina 0,12% (D) e Controle negativo: Agua destilada estéril (E) CBM citral = 2,5uL/mL

Apesar de observar-se a presenca de um precipitado branco caracteristico da baixa
solubilidade da BCD, a liberagéo do citral na solugdo contendo o micro-organismo S. mutans
promoveu uma atividade antimicrobiana nas trés concentra¢des avaliadas, fato evidenciado
pela auséncia da formagédo de biofiime quando comparados com o0s controles positivo e
negativo (Figura 25).

O mesmo pbde ser observado ao avaliar os complexos de inclusdo citral-HPBCD.
Ocorreu a inibicdo da formacdo do biofilme bacteriano nas trés concentracbes avaliadas,
além de se obter uma solucdo limpida e sem precipitado, caracteristico do aumento da
solubilidade em agua do monoterpeno citral quando complexado com HP-BCD. (Figura 26).
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Figura 26: Efeito do complexo de inclusdo monoterpeno citral-HPBCD e amostras controle na
formacao de placa bacteriana frente a indicadora S. mutans (ATCC 25175). Complexo de
incluséo citral-HPBCD nas concentragbes CBM/2 (A); CBM (B) e 2CBM (C). Controle
positivo: Clorexidina 0,12% (D) e Controle negativo: Agua destilada estéril (E).

CBM citral = 2,5uL/mL

De modo geral, o monoterpeno citral nas concentragbes CBM/2, CBM e 2CBM e
complexado ou ndo com CDs, apresenta atividade frente a formacao de biofilme bacteriano
do microrganismo S mutans (ATCC 25175), sendo o complexo de inclusdo citral-HPBCD
melhor incorporado em solucbes aquosas sem alterar a atividade bioldégica do monoterpeno
citral.

Formulagbes de enxaguante bucal contendo o monoterpeno citral também foram
submetidas a avaliacdo da atividade antibiofiime. Nesse estudo constatou-se que na
presenga do monoterpeno citral bem como de seus complexos de inclusdo em BCD e
HP-BCD na CBM/2 em formulagdo de enxaguante bucal, também ndo se observou
macroscopicamente aderéncia de bactérias no corpo de prova e os resultados foram
confirmados por microscopia eletronica de varredura e por analise microbioldgica dos corpos
de prova pela contagem de UFC/mL (Tabela 27).

Formulagdes contendo o monoterpeno citral foram avaliadas pelo grupo de pesquisa
do Laboratério de Tecnologia Fitofarmacéutica e Bioensaios do DBV/IB/UNICAMP e

verificou-se que ndo houve crescimento microbiano, o que indica que nessa concentracao o
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produto é bactericida. Ja os resultados das formulagdes controle (branco) indicaram que o
conservante pode estar agindo como coadjuvante frente a cepa indicadora estudada pois
mesmo na auséncia de citral o produto com conservante reduziu o niumero de colbnias
passando de 100 mil (controle sem conservante) para 132 colénias (controle com
conservante), entretanto quando o corpo de prova foi analisado pro MEV estas formulacdes
controle ndo inibiram a formacao da placa bacteriana. Os resultados podem ser observados
na Tabela 27.

Tabela 27: Avaliacdo do efeito na formacao de biofilme bacteriano e da atividade
antibacteriana do monoterpeno citral e da formulagdo contendo o monoterpeno citral.

Avaliacdo Microscopica da ~
¢ P Interpretacao frente

Amostras formacao de placa por Contagem de UFC/mL . .
e ao microrganismo
MEV (aderéncia)
Monotgg&r;; citral, - 0 Bactericida
OEC1:Formulacao
com conservante + - 0 Bactericida
citral, CBM/2
OES1:Formulagao
com conservante + - 0 Bactericida
citral, CBM/2
CDC1:Formulacao
com conservante + - 0 Bactericida

citral-pCD, CBM/2
HPC1:Formulacao
com conservante +

citral-HP-BCD, - 0 Bactericida
CBM/2

BC: Formulagao

Controle Branco + 132 Bacteriostatico

com conservante
BS: Formulagao

Sem efeito
Controle Branco + >10°

antimicrobiano
sem conservante

Controle negativo

Agua destilada + >10% Sem efeito inibitorio
esterilizada

*-: auséncia de aderéncia bacteriana; + presenca de aderéncia bacteriana. CBM citral = 2,5uL/mL
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A atividade antibacteriana do monoterpeno citral sozinho do seu complexo de inclusao
em CD (BCD e HPBCD) e dos enxaguantes bucais formulados também foi avaliada pelo
método de difusdo em agar frente a cepa de S. mutans (ATCC 25175). Os resultados podem
ser observados na Tabela 28.

Os maiores halos de inibicdo podem ser observados nos controles positivos (citral
25mm e clorexidina 34mm). Os enxaguantes bucais presentes atualmente no mercado
apresentam em sua formulagéo a clorexidina sendo um antimicrobiano eficiente no combate
ao S. mutans (ATCC 25175).

Apesar de nao se observar diferencas significativas, as formulagdes que apresentaram
melhores resultados frente a inibicdo do crescimento do S. mutans (ATCC 25175) foram
aquelas contendo o monoterpeno citral complexado com HP-BCD. Esse fato pode ser
explicado pelo aumento da solubilidade do citral em agua e de sua estabilidade quimica

(volatilidade) podendo otimizar a atividade antibacteriana desse monoterpeno.

57



Tabela 28: Atividade antimicrobiana pelo método de difusdo em agar (técnica do pogo em
camada dupla) das formulagbes de enxaguante bucal estudadas frente a indicadora
Streptococcus mutans (ATCC 25175).

Amostra Diametro dos halos de inibicao (mm)
Citral 100% 25
Citral CBM/2 -

Clorexidina 0,12% 34
Diluente -
BS -
BC -
OESH1 16
OECH1 15
OES2 15
OEC2 16
CDSH 16
CDCH1 17
CDS2 17
CcDC2 17
HPS1 18
HPCA1 18
HPS2 18
HPC2 18

*: Resultados expressos em termos de diametro (halo) de inibicdo do desenvolvimento microbiano, em milimetros. -: efeito
antimicrobiano nao observado. Amostras: citral 100%; citral na CBM/2; BS: Formulagdo sem principio ativo e sem
conservante, BC: Formulagdo sem principio ativo e com conservante, OES1: Formulagado contendo citral na CBM/2 e sem
conservante, OEC1: Formulagédo contendo citral na CBM/2 e com conservante, OES2: Formulagéo contendo citral na CBM e
sem conservante, OEC2: Formulagao contendo citral na CBM e com conservante, CDS1: Formulagéo contendo o complexo
citral-BCD na CBM/2 e sem conservante, CDC1: Formulagédo contendo o complexo citral-BCD na CBM/2 e com conservante,
CDS2: Formulagao contendo o complexo citral-BCD na CBM e sem conservante, CDC2: Formulagao contendo o complexo
citral-BCD na CBM e com conservante, HPS1: Formulagdo contendo o complexo citral-HPBCD na CBM/2 e sem
conservante, HPC1: Formulagdo contendo o complexo citral-HPBCD na CBM/2 e com conservante, HPS2: Formulagao
contendo o complexo citral-HPBCD na CBM e sem conservante, HPC2: Formulag@o contendo o complexo citral-HPBCD na
CBM e com conservante. CBM citral = 2,5uL/mL

4.7. Avaliacao da citotoxicidade em cultura de células

A avaliacdo da citotoxicidade para o citral foi realizada em estudos anteriores pelo
grupo de pesquisa do Laboratério de Tecnologia Fitofarmacéutica e Bioensaios do
DBV/IB/UNICAMP. Os resultados indicam que o para o citral a 250ug/mL= 0,28uL/mL
(concentracdo 2,3 vezes maior que a CIM do citral para a cepa indicadora de
S. mutans ATCC 15175) apresenta baixa citotoxicidade frente a cultura de queratinécitos
humanos (HaCat), apresentando numero de células viaveis de HaCat acima de 80%
(Figura 27).
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Figura 27: Efeito do citral na viabilidade de células de queratindcitos humanos (HaCat).
Valores expressos como média das analises em triplicata. O CV obtido nessas analises foi
menor que 5%.

Foram realizados, também, ensaios de citotoxicidade para as formulagées contendo
citral isolado e complexos de inclusdo citral-BCD e citral-HPBCD. As amostras foram
avaliadas a 250ug/mL. Os resultados indicam que para formulacbes do branco sem
conservante (BS) a viabilidade celular da HaCat foi de 95,0%. Para formulagbes do branco
com conservante (BC) a viabilidade celular foi de 80,0%. Para as formula¢des contendo citral
(OEC1), citral-BCD (CDC1) e citral-HPBCD (HPC1) a 250 ug/mL a viabilidade celular foi de
81,0%; 76,0% e 79,0% respectivamente indicando baixa citotoxicidade frente a cultura de
queratindcitos humanos (HaCat).

5. CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos permitiram concluir que os monoterpenos citral, limoneno,
B-mirceno e 1,8-cineol podem ser complexados em BCD e HP-BCD. Os dados destes
estudos mostraram que o método de secagem por atomizacdo promove maiores
rendimentos, eficiéncia de complexacdo e particulas menores e mais uniformes quando
comparado com o método de precipitacdo. Observou-se, também, que os monoterpenos
mais hidrofébicos (B-mirceno e limoneno) apresentaram maior afinidade pela BCD e a

presenca de oxigénio nas moléculas de citral e 1,8-cineol contribuiu para aumentar a
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interagdo dessas substancias com a HP-BCD. Analisando as isotermas de solubilidade
observou-se a formacdo de complexos de inclusao insoluveis com BCD. Ja os complexos
formados com HP-BCD apresentaram-se solUveis em agua mostrando que a solubilidade
desses monoterpenos pode ser alterada na presencga de CDs.

Analises complementares como a calorimetria diferencial de varredura dos complexos
de inclusdo com o monoterpeno mais promissor (citral) forneceram dados indicativos da
formacao dos complexos de inclusdo e aumento do ponto de ebuligdo do citral, levando a
uma maior estabilizacdo desse monoterpeno na forma complexada quando comparado com
sua forma livre.

As investigacdes dos efeitos antibacterianos indicam que a formulacao do enxaguante
bucal sem alcool contendo citral (na CBM/2) apresentou efeito antibiofilme in vitro no modelo
experimental utilizado. Tanto no ensaio de cultivo em meio de cultura apropriado como na
microscopia observou-se que a formulacédo evitou a formacéao do biofilme comparando com
os controles positivo (Clorexidina 0,12%) e negativo (ensaio somente com agua destilada;
formulacdo base sem o Oleo essencial e sem conservante e formulacdo base sem o 6leo
essencial e com conservante). Inicialmente verificou-se que o citral exerceu consideravel
atividade antibacteriana frente a indicadora S. mutans (ATCC 25175). Nas formulagdes de
enxaguante bucal preparadas com citral observou-se que macroscopicamente ndo houve
aderéncia a superficie sélida e no plagueamento do caldo verificou-se que nao houve
crescimento microbiano, o que indica que nesta concentracao o produto € bactericida. Ja os
resultados das formulagdes controle (Branco) indicaram que o conservante pode estar
agindo como coadjuvante frente a cepa indicadora estudada, pois mesmo na auséncia do
citral (principio ativo) o produto com conservante reduziu as colénias passando de 100 mil
(formulacdo controle sem conservante) para 132 col6nias (formulagdo controle com
conservante). Estes resultados foram confirmados pela analise por MEV da superficie sélida
do corpo de prova de vidro. Assim, os resultados mostraram atividade antibiofilme para as
formulacbes de enxaguante bucal contendo citral frente a S. mutans (ATCC 25175) que é
uma indicadora que se apresenta como agente importante na formacao do biofilme dentario
e no desenvolvimento de caries. O enxaguante desenvolvido no presente estudo ndo contem
alcool na sua formulagao e foi formulado contendo somente citral ou citral em complexo de
inclusdo com BCD e HP-BCD.
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O enxaguante bucal contendo o monoterpeno citral ou seus complexos de inclusdo em
CDs apresentaram efeito antibacteriano e baixa citotoxicidade frente a queratindcitos in vitro.
Entretanto, estudos mais detalhados in vitro e in vivo com estas formulagdes e com os
monoterpenos estudados e seus complexos de inclusdo em CDs devem ser realizados com
o objetivo de melhorar a estabilidade quimica, solubilidade, eficacia, o indice terapéutico e a
biodisponibilidade de maneira a adequéa-los para um possivel emprego profilatico e/ou

terapéutico, tais como:

Estudos de aderéncia e de toxicidade
. Estudos detalhados da influéncia do citral e dos complexos de inclusdo no
mecanismo de aderéncia e formacdo do biofilme podem ser realizados com o

objetivo de otimizar os efeitos das formulagcées de enxaguante bucal.

o Investigacdo do efeito biolégico frente a outros micro-organismos no modelo de

biofilme in vitro e in vivo;
o Avaliagao da toxicidade in vivo;

Estudos de tecnologia farmacéutica e de estabilidade
o As formulacbes foram testadas logo apds o preparo. Nao foram conduzidos estudos
de estabilidade para avaliar o teor de Citral presente e efeitos a longo prazo no
combate a formacgao de biofilme bacteriano.

o Realizacdo de estudos farmacotécnicos e de tecnologia farmacéutica empregando
outros sistemas de liberacédo sustentada.

. Estudos detalhados de analise estrutural dos complexos de inclusdo por técnicas
como Ressonéncia Magnética Nuclear, Espectroscopia no infravermelho etc. para
elucidacao dos mecanismos de interagcdo Monoterpeno-CD no complexo de incluséo.
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7. ANEXOS
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Anexo 1: Curva analitica utilizada para a quantificacdo do monoterpeno citral em analises de

solubilidade.
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Anexo 2: Curva analitica utilizada para a quantificagdo do monoterpeno 3-mirceno em
analises de solubilidade.
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Anexo 3: Curva analitica utilizada para a quantificacdo do monoterpeno (-limoneno em
analises de solubilidade.
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Anexo 4: Curva analitica utilizada para a quantificacdo do monoterpeno 1,8-cineol em
analises de solubilidade.
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Anexo 5: Cromatogramas obtidos apos injecao de hexano, matriz CD e padréo citral. (1)
neral: tempo de retengao 12,63min; (2) geranial: tempo de retengdo 13,44min; (3) padrao
interno octadecano: tempo de retencdo 22,50min.
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Anexo 6: Cromatogramas obtidos apds inje¢cdo de hexano, matriz CD e padrdo B-mirceno. (1)
B-mirceno: tempo de retengdo 5,22min; (2) padrdo interno octadecano: tempo de retencdo
11,14min.
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Anexo 7: Cromatogramas obtidos apds inje¢do de hexano, matriz CD e padrdo limoneno. (1)
limoneno: tempo de retencdo 6,89min; (2) Padr&o interno octadecano: tempo de retencdo
14,69min.
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Anexo 8: Cromatogramas obtidos apos injecdo de hexano, matriz CD e padro 1,8-cineol. (1)
1,8-cineol: tempo de retencdo 6,94min; (2) Padrao interno octadecano: tempo de retencdo
14,70min.
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Anexo 9: Espectros de massas obtidos no comego, meio e fim da eluicdo do pico referente

ao neral.
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Anexo 10: Espectros de massas obtidos no comeco, meio e fim da eluicdo do pico referente
ao geranial.

72



Espectro de Massas - Beta-Mirceno (Inicio da eluicao)

R.Time:5.20(Scan#:205)
MassPeaks:76
Group 1-Event 1
1
0T e
53 ” 107 121 138 207 281
ksl It g | mrrrrr ey rrrm | 0Lty G s o R it it
30 50 70 30 110 130 150 170 190 210 230 25 270
mwz

Espectro de Massas - Beta-Mirceno (Meio da elui¢ao)

R.Time:5,23(Scan#:209)
MassPeaks:84

Group 1 - Event 1

100

1

30 50 70 9 110 130 150 170 190 210 230 2% 270

mz
Espectro de Massas - Beta-Mirceno (Fim da elui¢io)

R.Time:5.27(Scan#:213)

MassPeaks:73

Group 1-Event 1

53 [ 79 1 405 121 136 207 281
30 50 70 90 110 130 150 170 190 210 230 250 270

mz

Anexo 11: Espectros de massas obtidos no comeco, meio e fim da eluicdo do pico referente
ao 3-mirceno.
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Anexo 12: Espectros de massas obtidos no comeco, meio e fim da eluicdo do pico referente
ao limoneno.
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Anexo 13: Espectros de massas obtidos no comeco, meio e fim da eluicdo do pico referente
ao 1,8-cineol.
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Anexo 14: (A) Complexo de inclusdo -mirceno/BCD obtido pelo método de atomizagao.
Aumento de 1000x (B) Complexo de inclusdo 3-mirceno/HP-BCD obtido pelo método de
atomizagédo de 4000x.

Anexo 15: (A) Complexo de incluséo limoneno/BCD obtido pelo método de atomizagéo.
Aumento de 1000x (B) Complexo de inclusdo limoneno/HP-BCD obtido pelo método de
atomizagdo de 4000x
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