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ZEIN/PVA NANOPARTICLES LOADED WITH EUGENOL AND CLOVE ESSENTIAL OIL: OPTIMIZATION OF SYNTHESIS
AND ANALYTICAL VALIDATION FOR EUGENOL QUANTIFICATION. Nanoparticles of zein (NPZ) stabilized with surfactant
polyvinyl alcohol (PVA), and nanoparticles of zein/PVA loaded with eugenol (NPZ-Eug) and the essential oil extracted from the
clove (Syzygium aromaticum) (NPZ-OC) were produced by nanoprecipitation method. The extraction method of essential oil of the
clove was carried out by the hydrodistillation technique, obtaining a content of 81.5% (m/m) of eugenol. The nanoparticle preparation
method was optimized using a one-factor-at-a-time design of experiments, where different levels of variables (zein concentration,
PVA concentration, and eugenol concentration) were explored. The best condition of synthesis was obtained with 0.3% (m/v) zein,
0.6% (m/v) PVA and 1.5 mg L' eugenol or essential oil of the clove, reaching NPs with acceptable propriety for stable nanoparticulate
systems: size particles (NPZ = 113, NPZ-Eug = 229 and NPZ-OC = 279 nm), polydispersity index (PDI < 0.26), and zeta potential
(= =30 mV). Loaded NPs showed encapsulation efficiency and drug-loading of 52 and 20% (NPZ-Eug), and 62, 27% (NPZ-OC),
respectively. The quantification method of eugenol was validated by analytical parameters. Finally, all NPs produced exhibited
good colloidal stability, confirming the effectiveness of PVA as a stabilizing agent, which had not been previously reported for these
systems. The results obtained provide promising prospects for further investigations into its potential application as a bioinsecticide

agent.
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INTRODUCAO

O dleo essencial do cravo-da-india, extraido dos botdes florais
secos da espécie Syzygium aromaticum (L.) Merr. & L. M. Perry,
familia Myrtaceae, ¢ constituido por uma mistura de compostos
voldteis, geralmente eugenol, 3-cariofileno, a-humuleno, acetato de
eugenila e 6xido de cariofileno, sendo o eugenol a substancia com
maior concentracgéo.' Nessa espécie, o eugenol pode ser encontrado
em grandes porcentagens em Oleos essenciais extraidos das folhas
(94-82%), pediinculos (90%) e botdes florais secos (88-78%).'~* Sendo
que, a producdo e acimulo das mistura de compostos voldteis depende
de vdrios fatores externos de estresse bidtico e abidtico na planta.*

O eugenol apresenta vdrias atividades quimiopreventivas,
como por exemplo, propriedade antibacteriana contra patdgenos
Gram-positivo (Bacillus subtilis; Staphylococcus aureus;
Bacillus cereus) e Gram-negativo (Escherichia coli; Salmonella typhi;
Pseudomonas aeruginosa),’ antifingica,® antioxidante,” larvicida,*®
herbicida,'* e repelente.!"'* Adicionalmente, a aplica¢do do eugenol
como pesticidas boténicos na agricultura pode ser uma alternativa
promissora.!>17

Pesticidas botanicos sdo produtos formulados com compostos
de origem natural, como 6leos essenciais com atuagdo inseticida,
fungicida, nematicida ou bactericida.'>!*!® Se comparados com os
pesticidas sintéticos, os botanicos apresentam baixa toxicidade nos
organismos, ndo contaminam o solo, os recursos hidricos, e costumam
apresentar baixa residéncia as pragas, além de apresentarem baixo
custo de producdo.'™! Atualmente, ja existem pesticidas botinicos
comercializados no Brasil, sendo o principal o 6leo de nim
(Azadirachta indica) conhecido como Azamax®.'”'” Além desse,

*e-mail: rrsantos @uesc.br

outros pesticidas botanicos também sdao comercializados em outros
paises, como por exemplo, aqueles baseados em 6leo essencial de
alho (Allium sativum L.), limoneno e linalool (Citrus sinensis L.),
oleo essencial de timol (Thymus vulgaris), 6leo essencial de mastruz
(Chenopodium ambrosioides) e até mesmo o dleo essencial do cravo-
da-india (S. aromaticum).'>'%%

No entanto, devido as caracteristicas fisico-quimicas dos 6leos
essenciais, como alta volatilizag¢do, baixa solubilidade em dgua
e degradagdo fotoquimica de alguns dos seus componentes, a
direta aplicagdo em ambientes abertos torna-se bastante limitada.!
Desta forma, o uso da nanotecnologia molecular, ou seja, o
nanoencapsulamento de compostos voldteis, € uma estratégia
promissora para viabilizar a aplicacdo dos 6leos essenciais em
ambientes abertos. O nanoencapsulamento de uma substancia
ativa pode ser obtido através da sua dissolug@o ou adsor¢do em
uma matriz nanoparticulada, a qual isola a substancia do meio
reacional e sua liberacdo ocorre de forma gradual ou sob resposta
a mudangas fisico-quimicas, como pH, temperatura, pressdo, entre
outras,”*? promovendo assim uma maior estabilidade fisico-quimica
a substincia ativa encapsulada.”

Geralmente, sistemas poliméricos nanoparticulados sdo
constituidos por matriz polimérica, substincia ativa que se pretende
encapsular, e um surfactante que tem a fung¢do de promover maior
estabilidade ao sistema nanoparticulado obtido.??

A zeina € uma proteina vegetal extraida do endosperma do
grao de milho. Estruturalmente, € constituida basicamente por
aminodcidos apolares com caracteristicas de formar diferentes
tipos de estruturas como fibras, filmes, compdsitos e sistemas
nanoestruturados.?*?’ Devido ao seu cardter apolar, a zeina ¢ uma
barreira eficaz contra a umidade, e possui alta resisténcia térmica e
a agentes oxidantes,” tornando-a uma matriz polimérica atraente
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para a producdo de nanoparticulas visando uma potencial aplicagdo
agricola.?-!

As nanoparticulas de zeina podem ser utilizadas como substratos
para o encapsulamento de diferentes componentes botanicos, seja com
6leos essenciais, como 6leo de citronela (geraniol e R-citronelal),
6leo de nim (A. indica),* 6leo de cravo (S. aromaticum),** ou com
substancias isoladas, como carvacrol,* terpinen-4-ol,* eugenol,* ou
misturas de geraniol e eugenol, e de geraniol e cinamaldeido.’” Esses
sistemas coloidais tém apresentado bons resultados perante o preparo
e a estabilidade coloidal.

O surfactante PVA € um polimero sintético ndo-idnico, soltvel
em 4gua e muito utilizado para promover a estabilidade coloidal
de diferentes sistemas nanoestruturados, como nanoparticulas
poliméricas (NPs),*3? nanofibras,* filmes *' e nanocompdsitos.** Na
produg¢do de nanoparticulas visando uma aplicacio farmacéutica, o
PVA ¢ amplamente empregado em NPs de dcido polildtico (PLA)
para sistemas de liberagdo controlada de drogas, porém o seu uso
no encapsulamento de 6leos essenciais ainda € pouco explorado.*+
No entanto, € possivel encontrar relatos de produgdes com resultados
bastante satisfatorios, como as NPs de PLA/PVA encapsuladas com
extrato de folhas de oliveira (Olea europea), com tamanho de 246 nm,
PDI de 0,21 e potencial zeta de —27 mV.*

A quantificagdo da substincia ativa encapsulada nas NPs ¢
um pardmetro importante e que deve ser avaliado, uma vez que,
a partir dessa informacdo sdo obtidos os valores de eficiéncia
de encapsulamento (%EE) e drug loading (%DL) do sistema
nanoparticulado, os quais irdo influenciar diretamente a aplicabilidade
das NPs produzidas.'”#

Neste contexto, o presente artigo tem como principal objetivo
desenvolver novos sistemas nanoestruturados baseados em NPs
de zeina incorporadas com Oleo essencial extraido do botdo floral
do cravo-da-india (S. aromaticum) (OC) e também com o eugenol
(Eug), e estabilizadas com o surfactante PVA, visando uma potencial
aplicac@o como pesticidas botinicos. Além disso, o método analitico
para a quantificacdo do eugenol incorporado nas NPs foi também
desenvolvido e devidadamente validado de acordo com as normas
de agéncias regulatdrias: Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) e Instituto Nacional de Metrologia, Normalizagdo e
Qualidade Industrial (INMETRO).

Neste trabalho, o 6leo essencial do cravo-da-india (OC), assim
como o eugenol (Eug) foram incorporados em nanoparticulas
poliméricas (NPs) de zeina utilizando o dlcool polivinilico (PVA)
como agente surfactante.

PARTE EXPERIMENTAL
Materiais e reagentes

Zeina (20 kDa), dlcool polivinilico (PVA) hidrolizado 99%
(89-98 kDa) e eugenol (99%) foram obtidos da Sigma-Aldrich.
O cravo-da-india, botdes florais da espécie S. aromaticum, foram
adquiridos j4 secos em feiras livres localizados na regido de Valenga
(BA, Brasil) (13°22° 50” S e 39° 4’ 56” W) em fevereiro/2020. Os
solventes empregados foram de grau analitico.

Extracéo do 6leo essencial do cravo-da-india

O material vegetal (60,02 g) foi submetido ao processo de
extrag@o por meio da técnica de hidrodestilacdo com o adaptador de
Clevenger por 240 h.'#¢ Em seguida, foi feita a separagdo liquido-
liquido do hidrolato com éter etilico (Synth) e a fase organica tratada
com Na,SO, anidro (Synth). Depois, concentrada levando a obtencio
do dleo essencial do cravo-da-india (OC). O teor do 6leo essencial
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foi expresso em percentual a partir da razdo entre a massa de dleo
obtida e 100 g massa de material vegetal seco (% m/m).*

Analise do 6leo essencial do cravo-da-india

Andlise cromatogrdfica

A composi¢cdo quimica quantitativa foi avaliada através
da cromatografia a gds acoplada ao detector de ionizagdo de
chama (CG-DIC) usando o cromatdégrafo gasoso (Shimadzu
QP2010) equipado com coluna capilar de silica fundida VF5-ms
(30 m x 0,25 mm) com fase estacionaria 5% fenil - 95%
dimetilpolisiloxano (0,25 um de espessura de filme), utilizando hélio
6.0 como gas arraste e fluxo de 1,0 mL min™' (10 psi). As temperaturas
do injetor e detector foram de 250 e 280 °C, respectivamente. Foi
injetado 1,0 uL de solugdo em CHCl,; (Vetec) a 10% no modo split
(1:20). A temperatura da coluna teve inicio a 140 °C, permanecendo
nessa temperatura por 3 min, seguida de acréscimo de 8 °C min’!
até 280 °C; sendo mantida nessa temperatura por 5 min perfazendo
o tempo de 10 min. A identificagdo dos componentes majoritarios
presentes no OC foi realizada em um CG-MS (Varian Saturno 2000),
usando as mesmas condicdes da andlise CG-DIC. Sendo a temperatura
da linha de transferéncia 250 °C, manifold 50 °C e trap 150 °C por
40 min. O modo de operacdo foi de impacto elétrico de 70 eV a
uma velocidade de varredura de 1 s!' dentro de uma faixa de 40 a
450 Da e uma taxa de amostragem de 1,2 scan s!, com analisador
do tipo fon trap. Nas mesmas condi¢des da andlise foram injetados
padrdes de hidrocarbonetos alcanos C8-C26 (Sigma) usados para o
cdlculo do Indice Kovats. O padrio de fragmentacio dos compostos
foi comparado com aqueles presentes na base de dados fornecidos
pelo equipamento (NIST 08) e com os dados da literatura (Tabela 1S,
material suplementar).*

Determinagdo do teor do eugenol no OC usando UV-visivel

O teor de eugenol no OC foi determinado utilizando a técnica
de espectroscopia de absor¢do eletronica molecular na regido
do UV-Vis. Foi preparado uma curva analitica de padronizagdo
externa em etanol 85% (v/v) (Synth) (faixa de concentracido do
eugenol = 15-57 pg mL'; y = 0,017x + 0,0265; R* = 0,996). Os
espectros eletronicos foram registrados em um espectrofotdmetro
NOVA 1600 UV na faixa de 200-800 nm, e o valor da absorbancia
(A =280 nm) foi utilizado para a constru¢ao da curva analitica.

Preparacio das NPs de zeina vazias e incorporadas com
eugenol e d6leo de cravo

As NPs de zeina vazias (NPZ), também chamadas NPs controle,
foram produzidas utilizando o método de nanoprecipitacdo ja
descrito na literatura com algumas modifica¢des.* Inicialmente, uma
suspensdo de zeina 1% (m/v) foi preparada com etanol 85% (v/v)
e deixada sob agitacdo magnética a temperatura ambiente. Em
seguida, essa suspensdo foi aquecida por 15 min (75 °C). Apds
resfriar, a suspensdo foi submetida a filtragdo utilizando filtros de
seringa Millex® (0,45 pum) para a remogao de material particulado. Na
sequéncia, 1 mL desta solucdo de zeina foi rapidamente misturada, sob
agitacio magnética IKAMAG®RT 10 power, com 60% da velocidade
de agitagdo médxima), em 9 mL de uma solucdo de dlcool polivinilico
(PVA) 0,5% (m/v), preparada previamente com dgua destilada e pH
ajustado (4,0) com HCI (1,0 mol L'). A suspensao nanoparticulada
(NPZ) foi formada imediatamente, e permaneceu sob agita¢do por 2 h
em temperatura ambiente. Por fim, as NPZ foram transferidas para
tubos e o volume final ajustado para 10 mL com dgua.

Para a produgdo das NPs incorporadas com o eugenol (NPZ-Eug)
e com o 6leo essencial de cravo (NPZ-OC), o mesmo procedimento
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descrito acima foi empregado, com a diferenga de que o OC e o
Eug foram misturados previamente a solugio de zeina. Na Figura 1
¢é apresentado um esquema representativo para a produg@o dos trés
sistemas nanoparticulados.

Otimizac¢ao univariada do preparo das NPs

A otimizagdo do preparo das NPs foi investigada utilizando
métodos univariados, ou seja, as varidveis foram avaliadas
individualmente, fixando-se um dos parametros e variando-se o
outro em diferentes niveis (Tabela 1).* Estudos explanatérios foram
realizados previamente para investigar o melhor tempo de agitacio
das NPZ (1, 2, 3 ¢ 4 h) e também o volume adicionado da fase
organica (0,8; 1,0; 1,2 e 1,4 mL de solugdo de zeina) a fase aquosa
(solugdo contendo o surfactante PVA). Posteriormente, o efeito
das concentragdes de reagentes (zeina, PVA e Eug) foi avaliado
individualmente. O raio hidrodinamico (Z-average), indice de
polidispersdo (PDI) e potencial zeta foram utilizados como respostas
para a otimizacao.

Determinacio do tamanho da particula, indice de
polidispersao e potencial zeta

As NPs obtidas foram caracterizadas por espalhamento dindmico
de luz (DLS) e espalhamento eletroforético de luz (ELS) utilizando
um equipamento Zetasizer Nano-ZS Zen 3600 (Malvern Instruments
Ltd., UK). As amostras de NPs foram diluidas por um fator de
dilui¢@o de 200x com dgua deionizada e filtradas com filtros de
seringa Millex (45 um). Na sequéncia, as leituras das amostras foram
registradas em triplicata para a obten¢ao da distribui¢cao do tamanho
das particulas (calculadas por intensidade do espalhamento da luz),
raio hidrodinamico (Z-average), indice de polidispersdo (PDI), e
potencial zeta.

1mL
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Zeina

9mL
fase aquosa

PVA

gvf

Agitacao
moderada

T: ambiente.

b NPZ
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Determinacio do eugenol incorporado, e calculo da eficiéncia
de encapsulamento e drug loading

O eugenol incorporado nas NPs (NPZ-Eug e NPZ-OC) foi
determinado indiretamente utilizando um método espectrofotométrico
de absor¢do molecular na regido do UV-Vis (A = 280 nm), o qual
foi analiticamente validado neste trabalho (descrito logo abaixo).
Resumidamente, as amostras de NPZ-Eug e NPZ-OC foram
ultracentrifugadas utilizando filtros Amicon® (Ultra-4, 30 kDa), as
NPs retidas no filtro foram lavadas com dgua, e o eugenol residual
(livre) presente no sobrenadante foi quantificado.3>3*°

O Eug residual foi quantificado a partir da equagdo da reta da
curva analitica de padronizagdo externa (faixa de concentragio
15-57 uyg mL*, equacdo y =0,015x + 0,0442, R*=0,990). A eficiéncia
de encapsulamento (%EE), Equagdo 1, e o drug loading (%DL),
Equacdo 2, foram calculadas a partir da massa de Eug residual,
Mg,y d€terminada experimentalmente, e da massa de Eug, myg, g
massa de OC, mg,, € massa de zeina, m,,,, todas utilizadas no
preparo das NPs.”!

zeina?

m(lolal) EugouOC mEug(livrc)

%EE = x 100

)

m(lolal) Eug ou OC

m - m )
oDL = [ (total) Eug ou OC Eug(livre) } %100

@)

zeina

Validaciao do método analitico para a determinacéo do eugenol

O método analitico utilizado para a determinacdo do eugenol foi
devidamente validado seguindo as normas de agéncias regulatérias
ANVISA e INMETRO.>>% Os pardmetros analiticos avaliados foram
seletividade, linearidade, exatidao, precisdo, limite de detecgdo (LOD)
e limite de quantificagdo (LOQ).

1mL
fase organica

o VK

9mL
fase aquosa

Zeina
+ Eug ou OC
PVA |
Agitacao ’M m :
moderada 2h i i ;1 :
p —_— | {
T: ambiente ® NPZ-Eug NPZ-OC i

Figura 1. Esquema representativo do preparo das NPs de zeina vazias (NPZ) (a): (i) adicdo da fase aquosa (solugdo de dlcool polivinilico, PVA) no béquer;

(ii) adi¢do da fase organica (solugdo etandlica de zeina) a fase aquosa; (iii) agitagdo moderada em temperatura ambiente. Esquema representativo do preparo

das NPs incorporadas (NPZ-OC e NPZ-Eug) (b): mesmo procedimento das NPZ, alterando apenas a etapa da fase orgdnica (ii) em que o eugenol (Eug) ou

dleo essencial de cravo-da-india (OC) é adicionado

Tabela 1. Niveis investigados para cada varidvel do preparo das amostras de NPs

Experimento / Amostra de NPs [Zeina] (% m/v)

[PVA] (% m/v) [Eug] (mg mL")

1°/ NPZ 0,1;0,2;0,3; 0,4; 0,5
2°/NPZ 0,3
3° / NPZ-Eug 0,2
4° | NPZ-Eug 0,4

0,5 -
0,1;0,2; 0,3; 0,4; 0,5; 0,6 -
0,4 09;1,4;1,9;24;2.8;35
0,4;0,6; 0,8 2,0

PVA = dlcool polivinilico. Eug = eugenol. NPZ = nanoparticulas de zeina vazias. NPZ-Eug = nanoparticulas de zeina incorporadas com eugenol.
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Seletividade

A solucdo estoque de eugenol (6000 ug mL") foi preparada
em etanol 85% (v/v) e diluida em diferentes concentracdes (15 a
57 ug mL1). A curva de padronizagdo externa foi preparada em dgua
(pH 4,0), enquanto que a curva de adicdo de padrdo foi preparada
utilizando o préprio sobrenadante das NPZ-Eug também em 4gua.
A seletividade do método foi avaliada através da comparagdo do
coeficiente angular das duas curvas de calibragio.’>>* O tratamento
estatistico foi realizado aplicando o teste F (Fisher-Snedecor) que
avalia a homogeneidade da variancia e, o teste ¢ (Student) que faz
comparagdo entre médias.**

Linearidade

A linearidade das curvas de calibragdo foi avaliada a partir do
coeficiente de varia¢do (R?) pelo método dos minimos quadrados. A
homogeneidade dos dados foi confirmada visualmente por meio dos
gréficos de residuos, e também do gréfico de valores experimentais
versus preditos.?>>*

Exatiddo

A exatiddo foi obtida por meio de ensaios de fortificacdo e
recupera¢do do Eug nas NPZ-Eug e nas NPZ-OC em trés faixas
de concentragdo do Eug: baixa (25 ug mL"), média (30 pg mL™")
e alta (35 ug mL") em triplicada. A taxa de recuperagdo (%REC)
foi calculada de acordo com a Equacdo 3 e apresentada em forma
de média da %REC e desvio-padrio, onde: C1 € a concentracio
do analito na amostra fortificada, C2 € a concentragdo do analito
na amostra, e C3 € a concentrac¢do do analito adicionado a amostra
fortificada.>>>*

%REC = (Clgfzjxloo 3)

Precisdo

A precisdo intermedidria foi avaliada em trés faixas de
concentracdo do Eug: baixa (15-20 ug mL™"), media (30-40 ug mL")
e alta (50-60 pg mL"). Todos os pontos foram preparados em dgua
(pH 4,0), e o espectro eletrdnico foi registrado em trés dias diferentes.
Os resultados estdo apresentados em forma de desvio-padréo relativo
(DPR%), utilizando a Equacdo 4. Onde, X ¢ a média das absorbancias
de cada ponto nos dias diferentes e ¢ € o desvio-padrao.

DPR% = [3jx 100 )
(o)

A repetibilidade foi avaliada utilizando-se trés réplicas
independentes de diferentes pontos da curva analitica de padronizacdo
externa (baixa, média e alta concentragdo). Os espectros eletronicos
(n =9) foram registrados no mesmo dia.

Limite de detec¢do (LOD) e limite de quantificacdo (LOQ)

Os parametros LOD e LOQ foram avaliados a partir do registro
de réplicas independentes das NPZ preparadas na mesma condi¢do
das NPs encapsuladas. Os valores do LOD e LOQ foram calculados
a partir das Equagdes 5 e 6, respectivamente.’>% Onde, o € o desvio
padrdo, e S € o coeficiente angular (slope) da curva de padronizagdo
externa.

LOD =33 x (gj )

LOQ =10 x (g] 6)
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RESULTADOS E DISCUSSAO
Oleo essencial do cravo-da-india

A extragdo do OC foi realizada em 240 min, com teor de
7,9% (m/m). O rendimento da extracdo deste 6leo pode variar entre
2,2 e 12,0% (m/m).>>>-7 Isto ocorre devido aos estresses bidticos e
abidticos que influenciam na produgdo e acimulo dos metabdlicos
secunddrios.

A partir das andlises cromatograficas (Figura 1S, material
suplementar) e espectrometria de massas (Figura 2S, material
suplementar) foi possivel identificar trés compostos no OC (eugenol,
B-cariofileno e acetato de eugenila), sendo o eugenol, o componente
majoritdrio. O eugenol foi aquele que apresentou o pico (6,2 min)
com maior drea do cromatograma (88,4%), seguido pelos picos do
B-cariofileno (0,6%) em 7,3 min, e acetato de eugenila (11,0%)
em 8,6 min. O teor de eugenol no OC também foi quantificado por
espectrometria de absor¢do molecular no comprimento de onda de
280 nm (Figura 3S, material suplementar). A curva externa em EtOH
85% ¢ apresentada na Figura 4S, material suplementar, e os resultados
corroboram com os dados da andlise cromatografica do CG-DIC
(Figura 1S, material suplementar), sendo o eugenol a substincia
majoritaria no OC (81,5% m/m). Esses resultados também foram
similares aos encontrados na literatura com a mesma parte vegetal
da S. aromaticum."8

Preparacao e analise do tamanho das NPs de zeina

Nanoparticulas sdo suspensdes coloidais, ou seja, particulas
dispersas em uma mistura de soluto e solvente,’® podendo ser
facilmente identificadas visualmente devido a formagdo de uma
suspensdo de colorag@o opalescente, tipica de suspensdes coloidais.
Na Figura 2 € possivel observar também o efeito Tyndall das amostras
de NPZ, confirmando assim a natureza nanoparticulada da amostra.
O efeito Tyndall € um fendmeno que acontece quando a incidéncia
de um feixe de luz sobre a amostra promove um tipico espalhamento
difuso da luz devido a presenca de particulas dispersas no solvente.
Este espalhamento s6 ocorre quando existe a propagacio do feixe
da luz em amostras particuladas (suspenséo) ou solugdes coloidais.*

Figura 2. Efeito Tyndall na amostra de NPs de zeina vazia (NPZ)

A distribui¢do de tamanho das particulas e a distribuicdo do
potencial zeta dessa amostra de NPZ também foram analisadas
utilizando um equipamento Zetasizer®. A distribuicdo de tamanho
indicou uma tnica curva gaussiana com raio hidrodinamico (Z-average)
de ~ 280 nm e PDI = 0,3. Estes resultados ficaram bastante préoximos as
NPZ jé reportadas na literatura, porém estabilizadas com os surfactantes
Pluronic F-68 (141 nm)* e lectina (216 nm).* Para o PDI, deseja-se
valores menores que 0,2, pois quanto menor este indice, maior € a
homogeneidade da distribui¢do de tamanho das particulas.®!
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J& para a distribui¢ao de potencial dessa amostra, o valor obtido
(-39 mV) estd adequado para sistemas nanoparticulados, e similares
aos reportados com Pluronic F-68 (31 mV)* e lecitina (-22 mV).¥
Uma vez que o PVA € um surfactante ndo-io6nico, o sinal negativo
do potencial zeta das NPZ € atribuido aos aminodcidos anionicos
presentes na superficie das NPs.? Valores de potencial zeta acima de
30 mV (em mddulo) sugerem boa repulsio eletrostatica entre as NPs,
e portanto pode ser um indicativo de boa estabilidade coloidal.**¢

Os bons resultados explanatdrios aqui obtidos com as NPZ
estabilizadas com o surfactante PVA, até entdo nunca reportados na
literatura, motivaram uma investigagao sistematizada da sintese dessas
NPs objetivando a produgio de particulas com menores tamanho
(< 200 nm), baixo PDI (< 0,2) e elevados valores de valores de
potencial zeta (> [30| mV), garantindo assim uma maior estabilidade
para o sistema coloidal 83

Otimizacao univariada do preparo das NPZ e NPs
incorporadas

O tempo de agitacdo das NPZ foi o primeiro pardmetro a
ser investigado, e os resultados indicaram que as amostras que
permaneceram menos tempo sob agitacdo (1 e 2 h) foram aquelas que
apresentaram os menores tamanho de particulas e com maiores valores
de potencial zeta (em médulo) (dados ndo apresentados). Desta forma,
o tempo de 2 h foi o escolhido para dar continuidade na otimizagao
dos préximos pardmetros. Assim que as duas fases (organica e aquosa)
sdo misturadas ocorre rapidamente a formacdo das nanoparticulas.
No entanto, a suspensio deve permanecer sob agitagdo por um tempo
adequado para que parte do solvente organico utilizado seja evaporado
da suspensao coloidal. Para as suspensdes coloidais de NPZ, € relatado
na literatura que as particulas de zeina sdo formadas com um tempo
de 0,16 s quando misturadas sob forte agita¢do.®

O volume da fase organica adicionada a fase aquosa foi o
segundo parametro investigado. Neste caso, foi observado um
pequeno aumento no tamanho no valor do PDI em funcdo do
aumento do volume da fase organica. Curiosamente, a amostra de
NPZ preparada com 0,8 mL de fase organica apresentou elevados
valores de PDI (> 0,5), e duas curvas gaussiana de distribui¢do de
tamanho (Figura 5S, material suplementar), sugerindo a formacao
de NPs com baixa homogeidade de tamanho. Apesar das demais
amostras preparadas apresentarem uma Unica curva de distribui¢ao
de tamanho (dados ndo apresentados), optamos por escolher o volume
1,0 mL para preparar os préximos ensaios, uma vez que foi esse que
apresentou o menor valor de PDI.

Efeito da concentragdo da zeina

O efeito da concentragdo de zeina sob as diferentes respostas
das NPZ estd apresentado na Figura 3. E possivel observar que com
o aumento da concentragdo de zeina, o valor de PDI sofreu grandes
oscilagdes sem apresentar uma tendéncia definida. Por outro lado,
0 Z-average aumentou significativamente de 100 para 250 nm com
o aumento da concentracdo de zeina, enquanto que o potencial zeta
diminuiu de =35 mV para —20 mV. A diminuicdo do valor em médulo
do potencial zeta sugere uma dimuini¢do da repulsdo eletrostatica
das NPs com o aumento da concentragio de zeina, indicando que a
concentracdo do surfactante para este sistema néo estd adequada para
evitar a formagdo de aglomerados nanoparticulados.

Apesar dos valores de PDI obtidos para algumas dessas amostras
estarem relativamente elevados (PDI > 0,3) € relatado na literatura o
mesmo para NPs formadas com matrizes de origem natural.*> Sendo
assim, a condi¢do de 0,2% (m/v) de zeina foi a escolhida como melhor
condi¢ao para esses conjuntos de varidveis investigadas, considerando
também que ela apresentou um valor de PDI < 0,2.
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Figura 3. Efeitos das respostas Z-average (nm), indice de polidispersdo (PDI)
e potencial zeta (mV) em fung¢do da concentragdo da zeina nas NPZ preparadas
com 0,5% (m/v) de PVA

Efeito da concentragdo do PVA

A partir dos resultados obtidos com a varia¢do da concentracio
de PVA (Figura 6S, material suplementar) foi possivel observar
que os melhores resultados (menor Z-average, menor PDI e maior
potencial zeta) foram aqueles obtidos com as maiores concentragdes
do surfactante, [PVA] > 0,4% (m/v). Esse comportamento ja
era esperado, uma vez que a presenca de surfactante favorece a
estabilidade do sistema coloidal. Isto acontece porque o surfactante
tem a func¢do de controlar as for¢as presentes na superficie das NPZ,
como por exemplo, cargas, forca idnica, pH e efeitos repulsivos.
Para que haja esse equilibrio de forcas eletrostéticas € preciso que
as cargas superficiais das NPZ sejam contrabalanceadas com a
presenca do surfactante.®* Como o PVA ¢ um surfactante ndo-i6nico,
a estabilidade atuard por meio de efeito estéricos na superficie das
NPs.® Assim, o equilibrio dos efeitos repulsivos estd diretamente
atrelado ao parametro do potencial zeta, o qual apresenta o potencial
elétrico efetivo das NPs. Sendo assim, a condi¢do de 0,4% (m/v) de
PVA foi considerada a mais adequada para o preparo das NPZ nessas
condi¢des empregadas.

Efeito da concentragdo do eugenol

Na Figura 4 € apresentado o efeito da concentracdo de eugenol na
preparacdo das NPs incorporadas (NPZ-Eug). Para esse pardmetro,
utilizou-se as condi¢des da otimizagdo das NPZ (vazias) descritas
anteriormente, [zeina] = 0,2% (m/v) e [PVA] = 0,4% (m/v). A
partir dos resultados foi possivel observar que, com o aumento da
concentragao do eugenol, os valores de Z-average e PDI ndo sofreram
grandes variagdes se considerarmos o desvio-padrido das medidas.
Além disso, ao comparar com os resultados para as NPs vazias (NPZ)
os tamanhos e PDI foram similares.

No entanto, com o aumento da concentragdo de eugenol para
2,0 mg mL", o valor do potencial zeta apresentou uma redugao,
em moddulo, de =42 mV para -3 mV. Essa variagcdo pode ser um
indicativo da baixa estabilidade coloidal das NPs encapsuladas
(NPZ-Eug), sugerindo que a razio entre as concentracdes do sistema
(matriz, surfactante e substancia ativa) ndo estd em equilibrio
de cargas para gerar um sistema coloidal estdvel. Sendo assim,
considerando esses resultados, concentragdes de eugenol inferiores
a 2,0 mg mL"! sdo as mais indicadas para a preparagdo de NPs
nessas condi¢des.

Considerando a significativa redu¢do do potencial zeta
com o aumento da concentragdo de eugenol, conforme descrito
anteriormente, resolvemos investigar se o aumento da concentragdo da
zeina para 0,4% (m/v) poderia proporcionar melhores resultados para
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Figura 4. Efeitos das respostas Z-average (nm), indice de polidispersdo (PDI)

e potencial zeta (mV) em fung¢do da concentragdo do eugenol nas NPZ-Eug
preparadas com 0,2% (m/v) de zeina e 0,4% (m/v) de PVA

o sistema incorporado. Neste caso, investigamos também diferentes
concentracdes do surfactante PVA (0,4%; 0,6%; 0,8% m/v), dados
apresentados na Figura 7S, material suplementar. As NPZ-Eug
produzidas com os melhores resultados (150 nm e —30 mV) foram
aquelas preparadas com a condi¢@o de [PVA] = 0,8% (m/v). O melhor
resultado foi obtido com uma razdo de [PVA]/[zeina] = 2, o qual
também corresponde ao melhor resultado obtido para as NPZ variando
o PVA na condicdo anterior (Figura 6S, material suplementar),
sugerindo por fim, que a razdo de surfatante/matriz tem um papel
importante na producdo de NPs estdveis.

Vale salientar que esse fato, do uso do PVA apresentar uma
melhora significativa na obtengdo de tamanhos nas NPs, ndo € isolado.
Vehapi et al.* sintetizaram NPs de quitosana estabilizadas com PVA
e encapsuladas com 6leos essenciais de orégano (Origanum vulgare)
e oliva. Como resultado, foi observada uma tendéncia na redugdo do
tamanho das NPs & medida que a concentra¢do do PVA aumentou.
Esses resultados evidenciam que a presenca do PVA favorece o
aumento da estabilidade do sistema coloidal. No entanto, vale a pena
ressaltar que elevadas concentragdes de PVA podem influenciar nas
propriedades farmacéuticas de sistemas coloidais® e causar efeitos
colaterais no organismo.*

Andlises das NPs de zeina otimizadas, e cdlculo da eficiéncia de
encapsulamento e drug loading

Uma vez definido as melhores condi¢des dos pardmetros de
sintese das NPs, novas amostras de NPs de zeina vazias (NPZ) e
NPs incorporadas com o eugenol (NPZ-Eug) foram preparadas

(NPZ-OC) também foram preparadas nas mesmas condi¢des das
NPZ-Eug otimizadas (Tabela 2).

A amostra de NPZ otimizada apresentou valores de tamanhos,
PDI e potencial zeta apropriados para sistemas nanoparticulados. Na
Figura 8S, material suplementar, € apresentado como exemplo, tipicas
distribuicdes de tamanho e potencial zeta para a amostra de NPZ.
Os resultados aqui obtidos (Tabela 2) sdo similares aos reportados
na literatura para NPs de zefna estabilizadas com os surfactantes
Pluronic F-68, lecitina e tetradecil trimetil amdnio (TTA), os quais
apresentaram tamanhos na faixa de 100 e 300 nm.***’ No entanto,
para as NPs incorporadas (NPZ-Eug e NPZ-OC), os valores médios
do tamanho das NPs foram significativamente maiores, se comparados
com as NPs vazias (NPZ). Geralmente, a incorpora¢@o de principios
ativos em NPs poliméricas promove o aumento do didmetro das
particulas.®” Curiosamente, o valor de potencial zeta das NPZ-OC
(=21 mV) foi um pouco menor em médulo se comparado com as
das NPZ-Eug (=31 mV). Essa redug¢éo do potencial zeta pode estar
relacionada a presenga dos diferentes compostos quimicos, pois além
do eugenol, o 6leo de cravo € constituido por B-cariofileno e acetato
de eugenila.!”® Por fim, os baixos valores de PDI (~ 0,25) para os
trés sistemas de NPs indicam auséncia de agregados particulares
nas amostras.

Vale salientar também que os trés sistemas nanoparticulados
produzidos (NPZ, NPZ-Eug e NPZ-OC) de fato apresentaram boa
estabilidade coloidal, pois nenhuma sedimentacdo significativa
foi observada ao longo dos 210 dias de monitoramento visual
para as NPs que foram armazenadas sob refrigeracdo (Figura 9S,
material suplementar). Diferentemente dos primeiros experimentos
explanatdrios das NPZ, que foram produzidas com concentragdo de
0,4% (m/v) para zeina e PVA, e que apds 56 dias armazenadas em
temperatura ambiente apresentaram a sedimentacdo de todo o material
particulado (Figura 10S, material suplementar). Sugere-se entdo que
essas amostras de NPs sejam armazenadas sob refrigeracio, uma vez
que baixas temperaturas favorecem a estabilidade do sistema coloidal.
Estudos de monitoramento de NPZ estabilizadas com Pluronic F-68
foram realizados em diferentes temperaturas (4 e 20 °C), e os
resultados confirmaram essa hipdtese levantada, pois as amostras
armazenadas em temperatura ambiente apresentaram a precipitacao
das NPs apés 60 dias.™

A quantificagdo do eugenol presente nas NPs incorporadas
foi realizada a partir do método indireto, onde a quantificagdo do
principio ativo foi realizada com o sobrenadante apds as NPs terem
sido purificadas por ultracentrifugacdo com auxilio de filtros Amicon®.
O método analitico de quantificacdo do eugenol foi realizado por

Tabela 2. Distribui¢do de tamanho, raio hidrodindmico (Z-average), indice de polidispersao (PDI), potencial zeta, eficiéncia de encapsulamento (%EE) e drug
loading (%DL) das NPs de zeina vazias (NPZ), NPs de zeina encapsuladas com eugenol (NPZ-Eug) e 6leo de cravo (NPZ-OC)

Parametros NPZ NPZ-Eug NPZ-OC
[Zeina] (% m/v) 0,3 0,3 0,3
Varidveis [PVA] (% m/v) 0,6 0,6 0,6
[Eug] ou [OC] (mg mL") - 1,5 1,5
Tamanho (nm) 151£43 292 + 105 305 + 85
Z-average (nm) 113 £55 229 + 83 279 £ 63
Respostas PDI 0,25 + 0,02 0,26 0,02 0,25 + 0,04
Potencial zeta (mV) -31+6 -28+6 -21+9
%EE - 52,1 2,1 61,6+ 1,4
%DL - 19,819 27,2+09

Valor + desvio padrdo (n > 3).
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espectrofotometria UV-Vis (A = 280 nm) utilizando uma curva
analitica de padronizagao externa (Tabela 2S, material suplementar)
e, consequentemente, a eficiéncia de encapsulamento (%EE)
e o drug loading (%DL) puderam ser calculados a partir das
Equacdes 1 e 2.5! Os resultados estdo resumidos na Tabela 2.

Os valores de %EE obtidos para as NPZ-Eug (n =5) e NPZ-OC
(n = 5) foram de 52,1 + 2,1% e 61,6 = 1,4%, respectivamente.
No entanto, maiores valores %EE ¢ reportado na literatura para
outros sistemas de de NPs de zeina/dleo essencial, tais como timol
(91,8%),>° carvacrol (88,5%), 6leo de alho (99,8%),** 6leo de
citronela (geraniol e R-citronelal) (94,4%)* e mistura de geraniol e
eugenol (99%).>” Uma possivel explica¢do para os elevados valores
de %EE frequentemente relatados na literatura € a auséncia da etapa
de ultracentrifugacio das NPs, a qual tem o propdsito de remover
a substancia ativa livre da matriz nanoparticula. Outros parametros
que também influenciam a eficiéncia de encapsulacio (%EE) estdo
relacionados a concentracdo da matriz, do surfactante e da substancia
ativa, bem como a solubilidade desses reagentes e a quantidade de
solvente presente na suspensio coloidal. 34

O %DL indica a quantidade do principio ativo carregado nas
NPs por unidade de massa. Entretanto, a maioria dos sistemas
nanoparticulados tem %DL relativamente baixo (< 10%).283%3 A
obtencdo de NPs com elevados valores de % DL acaba se tornando
um grande desafio por conta das grandes varidveis que se deve
investigar. Os valores de %DL obtidos para as NPZ-Eug e NPZ-OC
foram 19,8 £ 1,9 € 27,2 + 0,9%, respectivamente. Uma hipdtese para
os satisfatdrios valores obtidos pode ser devido ao sinergismo obtido
do principio ativo, surfactante (PVA) e matriz proteica (zeina) durante
o processo da obtencdo das NPs. A técnica de nanoprecipita¢do
estd fundamentada no encapsulamento da substancia ativa durante
a formagdo das NPs e tem como caracteristica o uso da matriz um
polimero ou macromolécula, favorencedo a obtengdo de %DL
proximos a 30%.%

Validacio do método analitico para a quantificacio do eugenol
das NPs

A quantificagio do eugenol incorporado as NPs pode ser realizada
por diversas técnicas instrumentais, como cromatografia liquida,*
e espectroscopia eletronica de absor¢do molecular na regido do
UV-Vis.”%"! Independentemente da técnica empregada € necessdrio
que o método analitico utilizado seja devidamente validado de acordo
com as normas estabelecidadas pelas agéncias reguladoras.’>>*’> No
presente trabalho, os pardmetros de desempenho analitico descritos
a seguir foram avaliados através de um método espectrofotométrico.

Seletividade

A seletividade avalia a extensao que um método pode determinar
o analito em uma mistura sem interferéncias.™ Para essa andlise
potenciais interferentes sdo adicionados a amostra e somente depois
o analito de interesse € quantificado. Outra forma de avaliar este
parametro € através da andlise do paralelismo das curvas analiticas de
padronizacdo, ou seja, comparando estatisticamente os coeficientes
angulares das equagdes das retas de duas curvas analiticas de
padronizagdo: adi¢do de padrdo e padronizacdo externa.’*”

As duas curvas analiticas estdo apresentadas na Figura 5. Entre
as curvas foi observado o comportamento paralelo, isto ocorreu uma
vez que os coeficientes angulares das equacdes das duas curvas sdo
semelhantes. Para confirmar o paralelismo entre as curvas analiticas
foi realizado um teste F (Fisher-Snedecor) e teste 7 (Student), os quais
avaliam a homogeneidade da variincia, e fazem comparagao entre as
médias, respectivamente (Tabela 2S, material suplementar).”* Desta
forma, confirmamos que o método desenvolvido € seletivo, e portanto
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a amostra ndo possui interferentes quimicos, os quais poderiam
dificultar a quantificagio do eugenol.’!'*7!
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Figura 5. Valida¢ao do método analitico: curva de padronizagdo ex-
terna (y = 0,015x + 0,0442, R> = 0,990) e curva de adi¢do de padrdo
(y = 0,015x + 0,0434, R* = 0,991), ambas preparadas em dgua com pH
ajustado para 4,0

Linearidade

A linearidade em um método analico indica se as respostas
da curva analitica sdo diretamente proporcionais a concentra¢ao
do analito na amostra, dentro de uma certa faixa de aplicagdo.”>’
A equacgdo da reta da curva analitica de padronizagdo mostrou
ser estatisticamente significativa e com valor de coeficiente de
correlacdo adequado (R?>>0,99).7 A faixa de trabalho utilizada para a
quantificacdo do eugenol (15-57 ug mL") mostrou ser linear, uma vez
que a analise gréfica dos residuos da equacio da reta de padronizacao
externa (Figura 11Sa, material suplementar) indicou homogeinidade
dos dados. Por fim, a porcentagem de resposta a curva analitica estd
dentro da faixa de 90-110% (Figura 11Sb, material suplementar)
confirmando que o modelo € linear e adequado para ser utilizado na
faixa de trabalho investigada (Figura 11Sb).>*

Exatiddo e Precisdo

A exatidao e a precisdo tém como finalidade estimar até que
ponto os erros sistematicos afetam um método analitico.> A exatiddo
representa o grau de concordancia entre os resultados individuais
encontrados no ensaio e um valor de referéncia aceito como
verdadeiro.™ Assim, através de ensaios de recuperagdo foi possivel
avaliar que o método analitico utilizado € exato para os dois sistemas
nanoparticulados (NPZ-Eug e NPZ-OC), uma vez que a porcentagem
de recupercdo (%REC) para as trés faixas de concentracdo de eugenol
apresentaram valores dentro do intervalo de 80-110% (Tabela 3S,
material suplementar), atendendo as normas do INMETRO.

A precisdo do método analitico representa a dispersdo de
resultados entre ensaios independentes e repetidos de uma mesma
amostra.>*™ Nessa pesquisa foram realizados ensaios de repetibilidade
e precisdo intermedidria para avaliagdo deste parametro. Para a
repetibilidade foram realizadas medidas sucessivas da mesma
amostra, nas mesmas condi¢des (mesmo analista, mesmo instrumento,
mesmo local) e em diferentes niveis de concentrac@o (baixa, média
e alta). Para a precisdo intermedidria a mesma amostra foi analisada
no mesmo laboratério e em dias diferentes.’>** Assim, os resultados
obtidos (Tabela 3S, material suplementar) apresentaram valores
de desvio padrdo relativo pequenos e aceitdveis (%DPR < 5),
confirmando que o método € preciso.”
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Limite de detec¢do (LOD) e limite de quantifica¢do (LOQ)

O limite de deteccdo (LOD) e o limite de quantificacdo (LOQ)
foram obtidos por meio dos parametros da curva analitica (coeficientes
angular e linear). O LOD representa a menor concentracdo do analito
que pode ser detectada, porém que ndo pode ser quantificada com
precisdo. Enquanto que o LOQ representa a menor quantidade do
analito que pode ser quantificada com aceitdvel precisdo e exatiddo
nas condi¢Oes experimentais estabelecidas.**>* Os baixos valores
encontrados para o LOD (2,2 ug mL") e 0 LOQ (6,7 pug mL™") indicam
que a técnica de espectroscopia UV-Vis € adequada para a detectagio e
quantificagio do eugenol nas amostras de nanoparticuladas analisadas.

CONCLUSAO

Neste trabalho apresentamos o preparo de NPs de zeina
carregadas com eugenol (NPZ-Eug) e 6leo essencial do cravo-da-india
(NPZ-OC) utilizando o método da nanopreciptagdo. As varidveis do
preparo das NPs de zeina vazias (NPZ) foram otimizadas utilizando
um planejamento univaridvel, e um novo método analitico para
a quantificacdo do eugenol incorporado as NPs foi devidamente
validado. O surfactante PVA utilizado na formulagdo dos trés
sistemas nanoparticulados (NPZ, NPZ-Eug e NPZ-OC), até entdo
nunca reportados na literatura para NPZ, garantiu a estabilidade
coloidal dos sistemas nanoparticulados. Por meio da otimizagao
foi possivel obter amostras de NPs com distribuicdo de tamanho
inferior a 300 nm (Z-average), valores de potencial zeta (~ -30 mV)
adequados para sistemas nanoparticulados estdveis, e concluir que
a razdo da concentrag@o surfactante (PVA) e matriz (zeina) tem um
papel importante na estabilidade das NPs. As NPs incorporadas
(NPZ-Eug e NPZ-OC) apresentaram valores satisfatorios de eficiéncia
de encapsulamento (EE > 50%) e drug loading (DL = 30%).
A quantifica¢@o do eugenol incorporado nas NPZ-Eug e NPZ-OC foi
realizada por técnica espectrofotométrica UV-Vis, e a validagdo do
método analitico empregado demonstrou ser simples, preciso e exato,
atendendo as exigéncias das agéncias reguladoras, e assegurando a
confiabilidade dos resultados. Por fim, os promissores resultados aqui
obtidos abrem perspectivas para novos estudos visando a aplicacio
desses sistemas nanoparticulados como potencial agente bioinseticida.

MATERIAL SUPLEMENBTAR

O material suplementar estd disponivel em http://quimicanova.
sbq.org.br em formato pdf, com acesso gratuito.
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