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RESUMO

A pandemia advinda do novo coronavirus (COVID-19) tornou-se um dos grandes
desafios do século XXI. Devido ao seu alto poder de transmissdo, a COVID-19
promoveu o desenvolvimento de pesquisas cientificas visando estratégias eficientes
contra o agente viral, SARS-CoV-2. Neste sentido, o presente estudo teve como
objetivo avaliar a aplicacao de terpenoide em sistema microemulsionado inserido em
dipositivo sanitizante inovador contra microrganismos patdgenos. A metodologia se
deu através da obtencao de microemulsédo do ativo, 6leo vegetal e surfactantes ndo
ibnicos, e insercdo deste sistema em base saponeica, obtida por reacdo de
saponificacdo de Oleo alimenticio, soda caustica e alcool etilico hidratado,
incorporados a formulacao de dispositivo efervescente elaborado por modelagem. A
interacdo dos componentes foi avaliada por DSC. A estabilidade da microemulséo
desenvolvida foi avaliada em 3 diferentes condi¢des climaticas, 4°, 25° e 40° + 2 °C.
A microemulsdo e o dispositivo sanitizante desenvolvidos foram submetidos as
avaliacbes de qualidade fisico-quimicas e eficiéncia microbiologica. As interacdes
observadas na analise térmica, assim como as alteracdes de estabilidade verificadas
na microemulsao exposta ‘a 40° £ 2 °C, ndo provocaram alteracdo da aplicacéo final
do produto. A microemulsédo apresentou eficacia bacteriostatica, mas néo bactericida.
Entretanto, o dispositivo sanitizante contendo a microemulsdo apresentou efeito
bacteriostatico e bactericida, indicando sinergismo da acédo antimicrobiana. Desta
forma, os resultados permitem indicar o uso do produto final como Equipamento de

Protecéo Individual (EPI) e/ou coletiva (EPC), para o uso domeéstico e profissional.

Palavras-chave: SARS-CoV2. Saneante. Timol. Microemulsoes.



ABSTRACT

The pandemic from the new coronavirus (COVID-19) has become one of the great
challenges of the 21st century. Due to its high transmission power, COVID-19
promoted the development of scientific research aimed at efficient strategies against
the viral agent, SARS-CoV-2. In this sense, the present study aimed to evaluate the
application of terpenoid in a microemulsified system inserted in an innovative sanitizing
device against pathogenic microorganisms. The methodology was carried out by
obtaining a microemulsion of the active ingredient, vegetable oil and non-ionic
surfactants, and inserting this system in a saponeic base, obtained by the
saponification reaction of food oil, sodium hydroxide and ethyl alcohol 92° p/p,
incorporated into the formulation of an effervescent device developed by modeling.
Component interaction was evaluated by DSC. The stability of the developed
microemulsion was evaluated in 3 different climatic conditions, 4°, 25° and 40° = 2 °C.
The developed microemulsion and sanitizing device were submitted to physical-
chemical quality and microbiological efficiency evaluations. The interactions observed
in the thermal analysis, as well as the changes in stability observed in the
microemulsion exposed to 40° £ 2 °C, did not change the final application of the
product. The microemulsion showed bacteriostatic, but not bactericidal, efficacy.
However, the sanitizing device containing the microemulsion had a bacteriostatic and
bactericidal effect, indicating synergistic antimicrobial action. In this way, the results
allow indicating the use of the final product as Personal Protective Equipment (PPE)

and/or Collective Protection Equipment (EPC), for domestic and professional use.

Keywords: SARS-CoV-2.Sanitizing. Thymol. Microemulsions.
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1. INTRODUCAO

A pandemia causada pelo novo coronavirus (SARS-CoV-2), iniciada em 2019,
a COVID-19, compreendeu um dos maiores desafios do século XXI enfrentados pela
humanidade, com impactos inestimaveis, interferindo direta e indiretamente na saude
e na economia da populacdo mundial.

O virus corona (CoV) foi isolado pela primeira vez em 1937, e tornou-se
amplamente conhecido em 2002 por causar a Sindrome Respiratoria Aguda Grave
(SARS) em humanos. Esta infeccdo afeta gravemente o sistema respiratorio inferior,
acompanhada de febre e, muitas vezes, insuficiéncia respiratoria (FUNG et al., 2020).
No entanto, o SARS-CoV foi rapidamente controlado e apenas alguns paises como
China, Canada e Estados Unidos foram afetados (SCHWARTZ, 2020).

Dezoito anos apoés, em 2020, o SARS-CoV-2, foi rapidamente disseminado em
todo planeta. Apesar de ser uma variante menos letal entre os outros membros da
familia Coronaviridae, como o SARS-CoV e o0 MERS-CoV, este ultimo corresponde
ao virus causador da Sindrome Respiratoria do Oriente Médio, 0 novo coronavirus
teve maior potencial de transmissao (FAUCI; GATES, 2020).

A China foi o primeiro pais a relatar a doenca em 2019 e, em 11 de marco de
2020, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) classificou a doengca como pandemia.
Até o inicio de 2023, foram confirmados mais de 750 milhdes de caso da COVID-19,
com cerca de 6 milhdes de mortes em todo o planeta (WHO, 2023)

O primeiro caso da doenca foi descrito como pneumonia oriunda por patégeno
desconhecido, e foi relatado as autoridades de saude, na cidade de Wuhan, na China,
em 2019 (WHO, 2019). Logo apds, os casos comecaram a se espalhar rapidamente
por todo o mundo, com inicio na Asia continental. A partir de entdo, houve a
disseminacao para outros continentes (GISAID, 2020). No Brasil, o primeiro caso de
COVID-19 foi registrado em fevereiro de 2020, em Séo Paulo (MALTA et al., 2020).

Com o desconhecimento de medidas especificas de prevencéo ou tratamento,
bem como conter a rapida disseminacéo da doenca, a OMS recomendou a adocédo de
intervencgdes ndo farmacéuticas (INF), como a lavagem das maos, o uso de mascaras
faciais, restricbes sociais, e a intensificacdo de limpeza de rotina dos ambientes e
superficies (MALTA et al., 2020).
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Estados e Municipios adotaram o fechamento de instituicbes de ensino e
empresas fornecedoras de servigos ndo essenciais, e fecharam seus limites e
fronteiras. Muitos trabalhadores foram instruidos a realizar suas atividades laborais
em casa (home office). As autoridades publicas ordenaram penalidades para
instituicdes e individuos que ndo cumprissem as restrices impostas pela situacédo
sanitaria (FUNG; MALTA; 2020).

Estas medidas resultaram as mais amplamente adotadas e as mais eficazes
para evitar a propagacao da doenca. Em geral, os efeitos clinicos e comportamentais
desta obrigacao implicaram em mudancas no estilo de vida e afetaram a sailde mental
dos cidadaos (FAUCI, 2020).

Devido a falta de terapias especificas para a COVID-19, o tratamento foi
inicialmente baseado no controle sintomatico e no fornecimento de suporte ventilatorio
(ZHANG et al., 2020). A busca por antivirais impulsionou a comunidade cientifica a
encontrar tratamentos curativos através de farmacos ja conhecidos, com a geracao
de inumeros trabalhos cientificos, muitas vezes questionaveis (ZHANG et al., 2020).

A situacdo imposta pela COVID-19, elevou a relevancia pela busca de
eficiéncia ao combate aos agentes microbianos transmissivos, e possibilitou a
comunidade cientifica desenvolver sistemas inovadores, incluindo sistemas
microtecnolégicos com aplicacdo na area farmacéutica e afins, para aumentar a
biodisponibilidade e estabilidade de moléculas terapéuticas, favorecendo a interacao
e potencializacéo biolégicas (FAUCI, 2020).

Tendo em vista a relevancia diante a funcionalidade das microemulsdes
perante o cenario de transmissibilidade da COVID-19, o presente trabalho visou
avaliar a viabilidade de aplicacdo do timol em dispositivo domissanitario inovador, de
base saponeica e mecanismo de desintegracdo efervescente, para o combate de

microrganismos patdgenos em toaletes.

1.1 SABAO RECICLADO

Na antiga Babildnia, foram encontrados residuos com suspeita de ser um
produto saponaceo, com varias misturas de argilas, gordura animal e cinzas de

madeira, mas ndo se sabe até hoje, se realmente se tratava do sabdo propriamente
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dito. Apos esse periodo, no século IV, os povos celtas descobriram o verdadeiro sabao
ilustrado na bibliografia, onde se tratava de uma mistura de gordura animal, cinzas e
plantas. Era um produto considerado estranho, onde se utilizava somente para a
lavagem dos cabelos (OLIVEIRA et al., 2021), sendo muito utilizado no Império
Romano (UCHIMURA, 2021).

A partir do segundo século depois de Cristo (d.C.), o sabdo teve sua
importancia reconhecida como um produto de limpeza, que também servia para
higienizacdo do corpo, apds mencionado pelo médico grego Galeno. Sendo assim, o
sabao ganhou grande espaco, onde teve o marco da descoberta da troca do uso das
cinzas por soda caustica (Hidroxido de sédio - NaOH), dando inicio a modernizacéo e
industrializacdo para sua obtencdo e popularizacdo (OLIVEIRA et al.,, 2021;
ALBERECI, PONTES, 2004).

Dessa forma, a producdo do sabd&o aumentou consideravelmente, sendo
passada para as geracdes subsequentes, e utilizado cada vez mais na rotina diaria
da populacéo. Hoje o sabéo é conhecido como um produto tecnolégico, com grandes
possibilidades de inovacao, que viabiliza a incorporacédo de aditivos para melhorar sua
eficiéncia e ampliar sua utilizacdo (OLIVEIRA et al., 2021; SILVA et al., 2016; JR.
MARTINEZ et al., 2015; PEREIRA, 2007).

O sabéo também é considerado sustentavel e ecoldgico, pois € obtido através
da reciclagem de 0Oleos e gorduras alimenticias. Proporciona, assim, varios beneficios,
com a preservacdo do meio ambiente, visto que o 6leo descartado pode consistir em
alimentos de roedores, pode impermeabilizar o solo impedindo o crescimento e
desenvolvimento de plantas e pode afetar a vida aquatica, impedindo a oxigenacao.
Além disso, é ferramenta de economia doméstica, de baixo custo e facil acesso
(LOPES et al, 2021).

Apesar da facilidade de obtencédo, o uso da soda caustica na obtencdo do
sabdo, implica em cuidados. O NaOH é corrosivo e ndo é completamente consumido
na reacao de saponificacdo. Sendo assim, seu excesso permanece no produto final,
sabdo, em concentracdes elevadas pode provocar lesdes na pele humana (NETO et
al., 1997).



19

1.1.1 Saponificagéo

Ha mais de 2 mil anos o sabdo é produzido pela reacdo quimica de
saponificacdo. Esta reacdo consiste na hidrdlise alcalina de triglicerideos (presentes
em gorduras ou 6leos de animais ou vegetais) na presenca de uma substancia alcalina
(ex. NaOH), resultando na formacdo de sais de acidos graxos correspondentes
(sabdo) e glicerina (alcool glicerol) (OLIVEIRA et al., 2021; MARTINEZ JR et al., 2015).
Em geral, os &cidos graxos sao acidos de cadeia longa, compostas por 12 atomos de
carbono ou mais (FOGACA, 2021).

Oleo ou gordura + base inorginica — sabdo + glicerina
0 0
| Il
R—-C—-0-CH: R—C—ONa OH — CH:
0 l 0 |
I | + 3 NaOH — I = OH-CH:
R—C—0—CH: Soda R —C —ONa |
O ] Caustl\a OH o CH:
0
” | ” Glicerol
R—C—-0-CH:
R—C—0ONa"
Triglicerideo Sabdes

Figura 1. Reacdo de saponificagcdo para producdo de sabéo.
Fonte: Fogacga, 2021.

De acordo com Oxford Languages (2022), quimicamente, o sabdo compreende
em uma substancia detergente, um material originado através da mistura de sais de
sédio e de potassio juntamente com &acidos graxos. Cotidianamente, o sabdo é
utilizado com agua para lavagem e higienizacdo de maos, bem como locais e objetos
em geral. Os produtos utilizados na fabricacdo do sabdo comum sédo soda caustica,
alcool, além de 6leos ou gorduras animais e vegetais. A fabricacdo da obtencdo do
sabdo é muito simples. A reacdo quimica de saponificacdo ocorre entre um éster e
uma base, essa reacdo ocorre em meio aquoso e é favorecida pelo aquecimento,
resultando em glicerina e o sabao bruto.

Conforme enaltecem os autores Malesczyk e Polanczky (2017), a utilizacao
somente da agua, ndo possibilita a correta higienizacdo e remocdo adequada de
alguns tipos de sujeira, como, por exemplo, a gordura, uma vez que as moléculas de

agua tém afinidade pela area polar, sendo que o 6leo tem mais afinidade pela area
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apolar. Portanto, o sabdo sendo produzido com a prépria gordura garante uma dupla

personalidade com relacédo a polaridade.

a
Figura 2 Micela formada em torno da sujeira de um utensilio
Fonte: Oliveira et al., 2021.

Os sabbes continuem em caracteristicas polares e apolares, onde estas
moléculas quando entram em contato com substancias liquidas polares ou apolares
se dissolve e interagem com essas substancias liquidas ocorrendo assim uma
reducdo amplamente na tensdo superficial, funcionando perfeitamente como um
agente de limpeza (MALESCZYK E POLANCZKY, 2017).

1.1.2 ANVISA - Legislacao

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), através da Lei n°® 6360
de 23 de setembro de 1976 e da Resolucdo n° 184 de 22 de outubro de 2001,
regulamenta a fabricacdo e distribuicdo de produtos de limpeza, como o sabao
(BRASIL, 1976; BRASIL, 2001).

Estes produtos saneantes domissanitarios sdo destinados a higiene,
desinfeccdo ou desinfestacdo domiciliar, em ambientes coletivos e/ou publicos, em
lugares de uso comum e no tratamento da agua. Os produtos destinados a dissolver
gorduras, a higiene de recipientes e vasilhas, e as aplicacdes de uso doméstico sao
classificados como detergentes (BRASIL, 1976).

Os saneantes sdo também classificados em razdo do local, destino e/ou

restricdes de uso, como: de uso domiciliar; de uso institucional; de uso profissional e
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de uso restrito a hospitais. Assim, para cada local, o produto recebe classificacao de
acordo com o seu grau de risco (Risco | e Risco Il), conforme registro.

Os produtos de Risco | sdo os saneantes domissanitarios e afins em geral, que
ndo causam efeitos mutagénicos, teratogénicos ou carcinogénicos em mamiferos, sua
solucdo a 1% p/p apresenta valor de pH entre 2 e 11,5 (BRASIL, 2001). Enquanto os
produtos de Risco Il apresentam caracteristicas causticas e corrosivas, pH menor que
2 ou maior que 11,5, e aqueles com atividade antimicrobiana (BRASIL, 2001)..

Os desinfetantes e os produtos biolégicos a base de microrganismos, também
séo classificados como de Risco Il, e devem apresentar o requisito de serem
formulados com substancias que nao apresentem efeitos comprovadamente
mutagénicos, teratogénicos ou carcinogénicos em mamiferos (BRASIL, 2001).

O sabéo produzido com pH entre 8 e 10, se enquadra na classificacéo de Risco
[, e tem sua aplicacéo de uso domiciliar para limpeza e desinfec¢cdo. Quando o mesmo
se encaixa em Risco Il, em razdo de seu pH, geralmente, 0 seu uso é para
profissionais habilitados, em locais que se fagcam necessarios a sua aplicacao,
portanto, tendo o uso obrigatério de equipamentos de protecao individuais (EPI’s) e
cuidados no manuseio (BRASIL, 2001).

1.2 TECNOLOGIA DE MICROEMULSIFICACAO

As emulsdes podem ser classificadas como macroemulsdes, microemulsdes e
nanoemulsdes, apresentando diferenciacdo nos materiais e metodologias aplicadas
para sua obtencdo. Pesquisas tém demostrado um resultado de eficacia bem
significativo das microemuls@es contra uma gama de microrganismos, incluindo
bactérias, virus fungos e leveduras. Além disso, resultando na eficacia sobre a
integridade estrutural da membrana plasmatica, protegendo a substancia ativa ou
farmaco da luminosidade, umidade e calor (FARIA, 2023).

O termo microemulsdo foi dado por Schulman, 1959 por indumeras
investigacGes sobre as emulsdes transparentes e limpidas, esse termo € dado por
constituir goticulas nanométricas dispersas. As microemulsbes sao dispersoes
coloidais elaboradas a partir de tensoativos, fase oleosa, além de serem constituidas
por fase aquosa, muitas vezes com associacdo de co-tensoativo facilitando sua

solubilidade ou diminuindo as combinagdes destes liquidos (SOARES, 2011).
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Por serem sistemas termodinamicamente estaveis, sao facilmente obtidos, com
a formacao espontanea, e sem fornecimento de qualquer energia externa ou forca
mecanica. A microemulsao € limpida e de baixa viscosidade, além, de conter na sua
composicdo uma parte hidrofébica (solivel em 6leo) e hidrofilica (soluvel em agua),
sendo dificil distinguir ou diferencia-las pelo seu tamanho das goticulas da fase interna
(ASSIS, 2014).

As microemulsdes séo aplicadas a esses sistemas devido ao baixo custo e por
atuar como carreadores de substancias ativas (farmacos), o qual aumenta a vida util
de interesse, potencializando a sua estabilidade, por manter maior estabilidade
temporal e protegendo contra o meio (SOARES, 2011).

Existem varios metodos que podem ser empregados para a preparagao destes
sistemas, assim, podemos diferenciar os tipos de microgotas em emulsées multiplas
gue sdo turvas e necessitam de energia na sua preparagdo, tém aplicacéo
paralelamente a forga de adeséo a energia interfacial e sdo cineticamente instaveis e
as microemulsdes que apresentam cores claras e transparentes, se formando
espontaneamente, tendo baixa energia interfacial e s&8o termodinamicamente
estaveis. As emulsGes multiplas sdo muito utilizadas em varias areas das ciéncias
cosmética e farmacéutica demonstrando cada vez mais um sistema mais complexo
(OLIVEIRA et al., 2004).

As emulsdes em geral podem se diferenciar de uma formulagcéo 6leo em agua
(O/A), onde a textura é cremosa e geralmente apresenta condutividade elétrica muito
mais elevada que emulséo e a formulacédo agua em oOleo (A/O), geralmente sdo mais
gordurosas. As emuls@es ainda podem apresentar a forma bicontinua pelas suas
caracteristicas (OLIVEIRA et al., 2004). As estruturas estéo representadas na Figura

3.
(a) (b) (c)
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Figura 3. Representacdo esquematica das trés microestruturas de microemulsdes mais comumente
encontradas: (a) ME 6leo em agua (O/A) e (b) ME agua em éleo (A/O), empregando surfactante
anidnico e alcool de cadeia média, e (c) ME bicontinua.
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Fonte: Silva et al., 2015.

Sendo assim, € importante ressaltar a grande importancia em torno da
microtecnologia nas areas farmacéuticas, quimicas e biologicas, sendo possivel
aumentar a biodisponibilidade de moléculas terapéuticas, favorecendo a interacdo e

potencializacao biolégicas.

1.2.1 Uso de tensoativos

Os tensoativos sao fundamentais na formag&o da microemulséo, pois promove
a mistura dos liquidos imisciveis através da reducao da tenséo superficial, possuindo
carater anfifilico, com afinidade tanto para a fase oleosa quanto para a aquosa. Os
tensoativos ou surfactantes sdo produtos mais versateis da industria quimica, onde
suas moléculas anfifilicas s&o utilizadas em todas as areas industriais, desde
detergentes domésticos a lamas de perfuragdo e produtos alimentares a produtos
farmacéuticos (OLIVEIRA et al., 2004).

Dessa forma, os tensoativos irdo favorecer na formagao das microemulsdes
usados para estabilizar tais sistemas sendo assim, eles classificados em tensoativos
nao idnicos, catibnicos, zwitteribnicos e anidnicos. As combinacdes de tensoativos
ibnicos e anidbnicos sdao muito eficazes para aumentar a extensdo da regido da
microemulsdo (SA, 2020). Para a melhor escolha dos tensoativos leva-se em
consideracao a selegao do equilibrio entre as fases de equlibrio hidrofilico/lipofilico
(HLB) - que é a contribuicao relativa de fragmentos hidrofilicos e hidrofébicos da
molécula de surfactante, assim, surfactantes de baixo HLB (3-6) geralmente sao
favorecidos para a formagdo de microemulsdes agua-em-6leo (A/O), enquanto
surfactantes com altos HLBs (8-18) sao preferidos para a formagao de sistemas de
microemulsdo 6leo em agua (O/A). A juncao de dois tensoativos com diferentes
valores de HLB proporciona sistemas com maior estabilidade, tornando-se essencial
adicdo de tensoativos ndo ibnicos para melhorar a estabilidade da formulacao
(ALBUQUERQUE, 2020).

Os tensoativos nao idnicos sao conhecidos pelo fato das suas moléculas em

meio aquoso nao se ionizarem, além de serem compativeis quimicamente com quase



24

todos tensoativos e suas propriedades quase nao sao afetadas pelas variagées do pH
(ALBUQUERQUE, 2020). Dentre os tensoativos nao idnicos utilizados pela industria
quimica e farmacéutica destacam-se os nonilfenol etoxilado (Renex 95) e

dietanolamina de acido graxo de coco (Amida 60).

1.2.2 Nonilfenol Etoxilado (Renex 95)

O nonilfenol etoxilado (RENEX 95) € um surfactante ndo iénico que funciona
como eficiente surfactante de baixo valor econémico. Além da sua cadeia hidrofébica,
a qual é proveniente do grupo nonilfenol, sua parte hidrofilica (soluvel em agua)
encontra-se na cadeia de 6xido de etileno. Quando mais etoxilado, maior sera sua
acao hidrofilica, o que resultara na alteragao da sua solubilidade em agua com o seu
poder espumante, detergente e favorece seu uso como emulsionante, detergente,
solubilizante, umectante e desengraxante. Sao utilizados ha muitos anos, tanto na
industria, comércio, agricultura e aplicagdes domésticas, como em produtos de
limpeza (RODRIGUES, 2019).

A féormula do Renex atua reduzindo a tensao superficial facilitando sua
interagdo com outras substancias. A férmula geral do Renex esta ilustrada na Figura
4.

(OCH>CH3),OH

Figura 4 Representacéo da formula geral do Renex
Fonte: Campos et al., 2012.

1.2.3 Dietanolamina de Acido Graxo de Coco (Amida 60)



25

A amida 60, representada na Figura 5, € uma formula baseada em matérias
primas naturais e biodegradaveis e tem a denominacao comercial como dietanolamina
de acido graxo de coco, conhecida por ser um tensoativo ndo iénico. Uma das suas
principais funcdes é o espessamento, além de ser um interessante estabilizante de
espuma e agente emoliente. Aparentemente, € um liquido viscoso e de cor castanho
amarelado. As suas aplicagbes sao encontradas em formulagcbes de produtos
cosmeéticos, domissanitarios e industriais. Além de sua acdo tensoativa, apresentam
beneficios como: aumento de viscosidade do produto, reduzindo a agressividade dos
produtos quimicos nas méos, aumentando o poder de detergéncia e causando

melhora na formacgé&o de espuma e por estabilidade (RODRIGUES, 2019).

o
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Figura 5 Férmula geral da Amida 60
Fonte: Brasil Escola, 2023.

H.C—CH_—

1.3 MECANISMO DE EFERVESCENCIA NA DESINTEGRACAO

Os dispositivos efervescentes também usados como higienizadores existem no
mercado ha mais de 250 anos, o grande interesse por essa formula farmacéutica se
deu pelo interesse devido a dois fatores: o modo de preparo, por serem formas de
simples obtencdo e administracdo, e no uso oral, visa mascarar sabores
desagradaveis de alguns farmacos ou principios ativos, devido a formacdo de gas

carbonico (CO2). Durante todo o século XX, as misturas efervescentes mantiveram
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uma grande popularidade relativa, vindo a ganhar forca cada vez mais em nivel de
industria farmacéutica ja no século XXI (PERACINI, 2008).

Segundo a Farmacopeia Europeia, a definicdo de pos efervescentes é aquela
o0 qual os pOs ndo sao revestidos e geralmente contém &cidos e carbonatos, ou
bicarbonatos e reagem de forma rapida em contato com agua, resultando na liberacéo
de CO2 (SANTOS, 2011).

Para que se obtenha uma férmula farmacéutica efervescente € necessario ter
o controle ndo s6 das condicdes ambientais, mas também da melhor escolha da
matéria prima a ser utilizada no processo de armazenamento, secagem
encapsulacdo. Varios métodos sdo utilizados na producéo de efervescéncia, como a
granulacao por via umida, fusdo, granulacéo por leito fluidizado e compreensao direta
(DORDIO, 2012).

No processo de obtencdo por via seca, 0 agente efetor é por pressao -
representado pela resisténcia mecanica, nesta as forcas podem ser ativas ajudando
no processo de compactacdo ou residuais que atua apos a forca de compactacao.
Além de ter sua eficacia na remocéo de biofilmes, tem acéo satisfatoria sobre objetos
e superficies, proporciona uma melhor eficiéncia na rapidez e dispersao de ativos
(DORDIO, 2012).

1.4 INSUMO DE INTERESSE INDUSTRIAL (TIMOL)

As plantas sdo importantes fontes de moléculas biologicamente ativas que
apresentam papel no desenvolvimento de novos compostos com diferentes
aplicacdes biologicas (ALMEIDA, 2015). Os 6leos essenciais (OEs) sdo compostos
volateis, odoriferos e imisciveis, ou muito pouco misciveis em agua e atuam em
funcdes bioldgicas como metabdlitos secundarios importantes a sobrevivéncia das
plantas relacionadas aos mecanismos de defesa, microrganismos, insetos e animais
(REIS, 2020).

Os Oleos essenciais sdo formados principalmente por classes de ésteres de
acidos graxos, terpenoides como mono e sesquiterpenos, fenilpropanoides e alcoois
aldeidados (ALMEIDA; GHERARDI, 2020). Os terpenoides constituem a maior classe

encontrada em produtos naturais de plantas, sendo classificados pelo niamero de
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carbonos, em unidades teéricas de 5 carbonos, o isopreno (2-metil-1,3-butadieno)
presentes em sua estrutura (ALMEIDA, 2015). Estes metabolitos sdo ativos contra
varios microrganismos, devido ao carater lipofilico, cuja atividade antimicrobiana
ocorre por provocar alteracdo da permeabilidade da membrana (CASTRO, 2021).

O timol (2-isopropil-5-metil-fenol) é classificado como monoterpeno, volatil, com
baixa solubilidade em &gua e baixa palatabilidade devido ao seu sabor e cheiro
desagradaveis, com densidade de 0,96 g/cm® a 25°C e ponto de fuséo entre 49°C e
51°C, além de ser um principal constituinte de varios 6leos essenciais extraidos de
plantas arométicas (OLIVEIRA, 2016; SILVA, 2018). Encontrado em vérias espécies
de plantas da familia Lamiaceae (Thymus, Ocimum, Origanum e Monardagéneros) e
outras plantas, dando destaque a Thymus vulgaris.

Sua biossintese (Figura 6) deve-se a aromatizacdo do y-terpineno em p-
cimeno, seguido pelo processo de hidroxilacdo desse composto |, por meio de uma
rota alternativa do tipo triose fosfato/piruvato, diferente da via mevalénica, comum a
maioria dos monoterpenos aromaticos oriundos dos vegetais (OLIVEIRA, 2016).

O género Thymus tem sido tradicionalmente usado por sua potente atividade
bactericida, fungicida e virucida (SILVA, 2018). O timol € reconhecido por ter um
numero de propriedades farmacoldgicas, incluindo a atividade antimicrobiana e

antifangica, o que pode envolver efeitos sobre a membrana celular (CASTRO, 2021).

Timol

2

Ty
;A
1 &
R
Aromatizacio 6 ) o?

- Hidroxilagio

(S

)

y-terpineno p-cimeno
CioHyg CioHyy

Figura 6. Origem metabdlica do timol.
Fonte: Adaptado de Silva, 2018.

Vérios estudos validam os efeitos do timol e do 6leo essencial de T. vulgaris

em cepas bacterianas tipicas, como S. aureus resistente. Com o crescente problema
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de multirresisténcia aos patdgenos, o interesse pelos metabdlitos secundarios foi
intensificado (SAKKAS et al., 2016).

A atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais geralmente esta associada a
compostos como eugenol, alicina, timol e carvacrol e a substancias como o linalol,
sabineno, mentol, mirceno e camphene. Eles agem como agentes fendlicos,
perturbando a forca de prétons, o fluxo de elétrons, o transporte ativo e a coagulacéo
do conteudo celular (REIS, 2020; MATOS, 2021).

O timol atua principalmente contra bactérias Gram-positivas, Gram-negativas e
leveduras. O seu mecanismo de ac¢do compreende na ruptura da membrana
citoplasmatica dos microrganismos, aumentando a permeabilidade celular, causando
extravasamento do material celular e a desregulagéo da sua fungdo (MICHALSKA-
SIONKOWSKA et al, 2017).

A Fundacéo espanhola Eroski apontou que o timol pode ser empregado na
industria alimenticia como antibacteriano e antioxidante, semelhante ao 2,6-Bis-(1,1-
dimetiletil)-4-metilfenol) — BHA e ao ((1,1-dimetiletil)-4-metoxifenol) — BHT, dois

potentes antioxidantes sintéticos usados na alimentacéo (SILVA, 2018).

1.5 MICRORGANISMOS DE INTERESSE

O surto de doencas contagiosas oriundas de microrganismos, como bactérias,
fungos, virus e parasitas amedronta a populacdo e se alastra de forma rapida.
Destacando a higienizacdo das maos como a forma mais eficaz para a prevencao e
propagacédo de doencas infecto contagiosas (ZHU et al, 2019).

A pele das méaos é o maior reservatorio de diversos microrganismos, que sao
transferidos de um local para outro direta ou indiretamente. Sendo assim, a lavagem
das maos, com agua e sabdo, dificulta a propagacao destes contaminantes (MALTA
et al, 2020).

A pandemia da COVID-19 foi um dos maiores desafios vivenciados pela
humanidade durante o século XXI, ceifando mais de 6 milhdes de vidas humanas em
todo o planeta, em um curto espaco de tempo, e com um poder de transmissibilidade

assustador. A COVID-19, doencga causada pelo SARS-CoV-2, se propaga através de
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goticulas no ar, por meio de tosse, espirros e até mesmo da fala, causando infec¢des
do trato respiratorio e sindromes gripais (ZHU et al, 2019).

Segundo a OMS, protocolos de tratamentos eficazes foram criados para
proteger a salude da populagdo. Entre as principais medidas regulamentadas pela
OMS, passo primordial para evitar a contaminagéo por SARS-CoV-2, compreendeu o
ato de lavar adequadamente as maos com a utilizacdo agua e sabao ou higienizador
a base de alcool para eliminar virus e eventuais microrganismos nocivos a saude
humana (WHO, 2019).

A acao destes produtos no virus se baseia na desnaturacéo de glicoproteinas
presentes em sua camada mais externa, envelope viral. A desnaturagdo impede o
agente patdgeno de exercer suas funcdes bioldgicas, quimicas e fisicas. Embora o
sabdo tenha sido considerado o agente mais eficiente para a inativacdo do SARS-
CoV-2, o uso de desinfetantes, géis, cremes, toalhetes e liquidos contendo minimo de
60% p/p de alcool, foram muito Uteis. Os alcoois mais utilizados foram o etanol, o
propanol e o isopropanol (RAMOS; FERNANDES, 2020).

Além da grande preocupacdo na emergéncia sanitaria em destaque, existiu
também a preocupacdo da infeccdo transmitida por dejetos, transmissao entérica.
Durante o surto mundial da COVID-19, estudos relataram a elevada transmissao em
um edificio e em um voo, devido ao uso comum do toalete, que proporcionou a
transmissao fecal-oral. Esta conclusdo foi baseada na observacdo da presenca de
acido ribonucleicos do SARS-CoV-2 em aguas residuais (RAMOS; FERNANDES,
2020).

Portanto, microrganismos como as bactérias Gram-positivas, Gram-negativas,
parasitas, virus e fungos, mesmo apos horas, dias e até meses, apresentam altos
indices de contaminacdo de forma direta ou indireta, favorecendo maior capacidade
em colonizar superficies, ambientes e materiais (SANTOS et al., 2022).

Em uma pesquisa desenvolvida pelos autores Santos et al. (2022), adotando
como modelo a Universidade Federal de Sergipe (UFS), no campus universitario
localizado na cidade de Itabaiana, foi desenvolvido um mapa de risco no qual foram
adicionados os graus de risco de baixo, médio e alta intensidade de contaminacgéo por
virus.

O mapa apresentou as salas de aula, banheiros, laboratérios e auditério como
as areas de maior risco de contaminagdo. Estes locais s@o caracterizados pela alta

circulacdo de pessoas ao longo do dia, com contato direto em maganetas, corrimao,
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vidracas, bancadas, além de serem espacos com pouca circulacdo de ar. Nos locais
com pouca ventilagdo, o virus permanece altamente contagioso, e pode permanecer
de 6 a 7 dias. (WHO, 2019; TRIGGLE et al., 2021; SANTOS, 2022).

Além da disseminacdo da COVID-19, através do contato com as maos, outros
microrganismos patogrnos e foco do estudo em tela, também s&o originados navia
enterica e podem ser transmitidos pelo contato das méaos e disseminados nos
ambientes, como a Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Candida krusei
(DENAMUR et al, 2021; CHEUNG, BAE, OTTO, 2021; SOUZA, 2022).
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Escherichia coli € um membro comensal da microbiota intestinal de
vertebrados, bem como um patdégeno oportunista de mamiferos e aves. Em humanos,
sua prevaléncia é superior a 90% com concentracdo por grama de fezes de 107 a 10°
unidades formadoras de col6nias. Cepas de E. coli podem causar patologias extra
intestinais (infec¢cdes do trato urinario (ITUs), diversas infec¢bes intra-abdominais,
pulmonares, cutaneas e de tecidos moles, meningite neonatal (NBM) e bacteremia)
guanto patologias intestinais (DENAMUR et al, 2021).

Staphylococcus aureus € uma das causas mundiais mais frequentes de
morbidade e mortalidade devido a um agente infeccioso. Este patégeno pode causar
uma ampla variedade de doencas, variando de infecgcdes de pele moderadamente
graves a pneumonia fatal e sepse (CHEUNG, BAE, OTTO, 2021).

Candida krusei é uma espécie que vem ganhando destaque no cenario clinico
de infec¢bes oportunistas causadas por leveduras devido ao aumento do seu
isolamento em pacientes com candidemia, principalmente, em pacientes com doencas
neoplasicas hematoldgicas, neutropénicos, transplantados e em uso de terapia
profilatica com fluconazol e antimicrobianos de amplo espectro. Além disso, ha relatos
na literatura do isolamento desta espécie de algumas doencas, como a candidiase
oral e vulvovaginal, onicomicose, endocardite, osteomelite e pneumonia (SOUZA,
2022).
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2 OBJETIVOS

2.10BJETIVO GERAL

Avaliar eficacia microbiolégica do Timol microemulsionado inserido em

dispositivo sanitizante efervescente inovador.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Desenvolver e caracterizar microemulsdo contendo timol e surfactantes de uso
domissanitario (ME/TML);

e Avaliar a estabilidade fisico-quimica da ME/TML;

e Determinar concentracfes bacteriostatica e bactericida da ME/TML e do

dispositivo sanitizante contendo ME/TML.
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3 METODOS

3.1 MATERIAIS

Timol 99-101% (Sigma Aldrich, Alemanha e Dinamica, Brasil). Solventes
organicos para Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia- CLAE (J.T.Backer, México e
Dinamica, Brasil). Tensoativos n&o ionicos nonilfenol etoxilado - Renex 95 e
dietanolamina de acido graxo de coco - Amida 60 (Peter Paiva, Brasil). O 6leo de
girassol ( Salada, Brasil). Agua ultrapurificada obtida através do sistema Milli-Q®
(Merck Group, Alemanha). Sabouraud dextrose broth (Kasvi®), agar Sabouraud
dextrose (Merck®, USA), caldo Brain Heart Infusion (BHI) (Kasvi®), agar BHI (Kasvi®),

resazurina (Sigma®, Alemanha) e placa de microdiluigado em caldo tipo “U”, 96 pogos.

3.2 CONSTRUCAO DO DIAGRAMA DE FASES PSEUDOTERNARIO

A realizacdo do diagrama de fases pseudoternario (Figura 7) foi realizada para
conhecer as proporcdes de cada componente para obtencdo de microemulsao com
melhores caracteristicas de estabilidade.

A construcao do diagrama de fases foi realizada através dos vértices de fase
oleosa (Oleo de girassol), fase aquosa (agua) e mistura dos tensoativos (Renex 95 e
Amida 60, na proporcédo de 3:1 p/p, respectivamente), representando os componentes
puros sem adicao de ativo.

O preparo das misturas de tensoativos, ocorreu sob agitacdo magnética a 300
rotacées por minuto até obtencdo de aspecto homogéneo. Esta mistura permaneceu
durante um periodo de 24 horas. Foram testadas proporc¢oes de 1/9 a 9/1 (p/p).

Apés este periodo, o 6leo de girassol foi incorporado a mistura de tensoativos,
com manutencdo da agitacdo. Em seguida, agua ultrapurificada foi adicionada "a
mistura de 6leo e tensoativos. A adicdo de agua ocorreu de 1 em 1 mL, com auxilio
de uma micropipeta, até 20 mL, e de 10 em 10 mL, até 100 mL. Apds cada adicao,
as misturas foram mantidas em repouso por 60 segundos e analisadas visualmente
guanto ao aspecto de uma microemulsdo: presenca de efeito Tyndall e aspecto

limpido, transparente, sem formacdo de grumos e separacao de fases.
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A partir das proporgdes obtidas dos componentes tensoativos, fase oleosa e
fase aquosa, foram plotados os dados com o diagrama de fases pseudoternario. O

grafico foi construido com o auxilio do software Origin.
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Figura 7. Fotografias ilustrando os equipamentos e utensilios para o desenvolvimento do diagrama
de fases pseudoternario.
Fonte: Autora, 2023.

3.2.1 Tecnologia de Microemulsificacéo

O principio ativo foi incorporado na fase oleosa em diferentes propor¢cées na
microemulséo, em funcdo da solubilidade no éleo de girassol, previamente verificada.
Apos total solubilizacéo, foi adicionada a mistura de tensoativos (Renex 95 e Amida
60, 3/1 p/p, respectivamente). Posteriormente, na fase aquosa, foi utilizada a agua

ultrapura. As amostras foram preparadas com minimo de 15 dias de antecedéncia a

realizacao dos testes.
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3.3 OBTENCAO DE ME/TML COM DIFERENTES CONCENTRACOES

Varios testes foram realizados a fim de determinar diferentes concentracdes
para a preparagdo da microemulsdo, as quais foram colocadas em agitagdo
magneética, proporcionando maior afinidade entre os insumos. Os testes foram
realizados nessa seguinte ordem: Em um béquer de 50 mL foram adicionados 3 mL
de 6leo de girassol e o timol. Estes foram mantidos em agitagcdo mecéanica para que
ocorresse a solubilizacdo do ativo no 6leo fixo vegetal. Em outro béquer foram
adicionados 7 mL da mistura de tensoativos (Renex e Amida 60, 3/1 p/p,
respectivamente), e mantidos sob agitacdo constante. Apds a solubilizacdo dos
tensoativos, o 6leo de girassol foi vertido no béquer que continha os tensoativos ja
solubilizados sob agitacdo. Em seguida, adicionou-se 3 mL de agua ultrapura (fase
aquosa), com a obtencdo instantdnea de microemulsdo com caracteristicas
previamente descritas: efeito Tyndal presente, limpidez, transparéncia e auséncia de
grumos e auséncia de separacao de fases.

A Tabela 1 apresenta os insumos utilizados na producdo da microemulséo,

bem como suas respectivas fungoes.

Tabela 1. Componentes utilizados para produ¢édo da microemulséo.

INSUMOS FUNCAO
Timol Principio ativo
Renex 95 Tensoativo/Surfactantes
Amida 60 Tensoativo/Surfactantes
Oleo de girassol Fase oleosa
Agua ultrapura Fase aquosa

Fonte: Autora, 2023.

3.4 CARACTERIZACAO DA MICROEMULSAO

A microemulséo foi caracterizada considerando-se o0s parametros: tamanho
medio da goticula da fase interna, indice de polidispersividade (PDI), potencial Zeta,
pH, teor e analises morfolégicas por microscopia.
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3.4.1 Didametro hidrodinAmico médio e indice de polidispersividade (PDI)

O didametro hidrodindmico médio das goticulas e o PDI foram obtidos por meio
da técnica de espalhamento de luz dinAmico, em equipamento Zetasizer Nano ZS90
(Malvern, EUA), com diluicdo aquosa da amostra, na propor¢ao de 1:100 (p/v).

3.4.1.1 Potencial Zeta

O potencial zeta foi analisado pela determinacdo da mobilidade eletroforética
das goticulas da fase interna. As analises foram realizadas no equipamento Zetasizer

Nano ZS90 (Malvern, EUA), com diluicdo aquosa da amostra, na proporgao de 1:100
(p/v).

3.4.1.2 Mensuracéao do potencial hidrogeniénico (pH)

O pH da microemulsdo desenvolvida foi mensurado pela insercdo direta do
eletrodo proprio para amostras semissélidas acoplado ao potenciémetro digital
(Digimed, modelo DM-22), previamente calibrado com solu¢des tampao pH 4,00 e

7,00, a temperatura de 25°C.

3.4.1.3 Teor

As amostras foram diluidas em metanol e filtradas em seringas acopladas a
membranas de porosidade de 0,45 ym. Posteriormente, o ativo foi quantificado por
CLAE-UV, seguindo o método previamente validado.

A fase movel foi uma mistura de agua acidificada com acido fosférico a 0,01 M
e acetonitrila 73:27 (v/v), vazdo de 1 mL/min, temperatura do forno a 50°C e volume

de injecao de 30 uL. A fase estacionaria foi a coluna C18 (5 um -15 cm x 4.6 mm). O
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comprimento de onda utilizado foi de 278 nm. O ensaio foi realizado com duragéo total
de 23 minutos.

A validac@o do método analitico foi realizada com solug6es de timol na faixa de
concentragdo entre 6 pyg/mL a 20 pg/mL. O coeficiente de correlagéo linear (R?),
encontrado apos o calculo da regressao linear, foi de 0,991 e a Equacéo da reta: y =
21857x — 25418.

Alto coeficiente de correlagdo significa que os dados se ajustam bem a
regressao linear. Para métodos cromatograficos, a ANVISA recomenda um coeficiente
de correlacdo igual a 0,99 e o Instituto Nacional de Metrologia, Normalizacéo e
Qualidade Industrial INMETRO) um valor acima de 0,90 M.Ribani, C. Grespan Bottoli,
C.Collins et al.

3.4.1.4 Analise morfologica da ME/TML por microscopia optica

Foram analisadas as imagens obtidas em microscopia Optica através de um
microscopio Biolégico Binocular FLW - 1000 (FELDMANN WILD LEITZ), com

amostras previamente coradas com solucdo azul de metileno (IMPEX).

3.5 ESTUDO DE ESTABILIDADE FiSICO-QUIMICA DA ME/TML

O estudo de estabilidade da microemulsdo foi conduzido conforme
preconizado pelas diretrizes do ICH (ICH, 2003), RDC 01/2005 ANVISA e Guia para
a realizacao de estudos de estabilidade (ANVISA, 2005).

A microemulsdo desenvolvida foi exposta em diferentes condicbes de
temperatura, ambiente (25 °C * 2 °C), geladeira (4 °C £ 2 °C) e estufa (40 °C + 2 °C),
por 90 dias. As analises fisico-quimicas ocorreram nos dias 1°, 7°, 15°, 30°, 60° e 90°,
apOs exposicao. Foram avaliados o diametro hidrodinAmico medio, PDI, potencial

Zeta, pH e teor.
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3.6 ESCOLHA DA BASE SAPONEICA

Para a elaboracdo da base saponeica, foram elaboradas vérias formulacdes,
para obtencdo de sabdo solido com pH recomendado para produtos domissanitérios,
com classificacdo de Risco I, segundo a RDC n° 184/2001 da ANVISA, a fim de
proporcionar a higienizacdo, desinfecgéo e desinfestagdo em ambientes coletivos ou
publicos (ANVISA, 2010).

A Tabela 2 apresenta os insumos utilizados nos testes de saponificacdo para

obtencao da base saponeica, assim como as respectivas fungcdes destes compostos.

Tabela 2. Insumos utilizados na obtencdo das bases saponeicas e suas fun¢fes

INSUMOS FUNCAO
Soda caustica Base forte, reagente alcalino
Acido sulfénico Detergente, agente corretivo de pH
Alcool etilico hidratado 92° INPM Solvente organico, dissolucéo do
] ] Oleo fixo vegetal
Oleo de girassol Oleo fixo vegetal reciclado, reagente
Agua purificada Diluente da soda caustica

Fonte: Autora, 2023.

A base saponeica utilizada no estudo em tela foi obtida através reacédo de
saponificacdo, do 6leo fixo vegetal reciclado e solucdo aquosa de hidroxido de sodio
50% plv, proporcionando a formacéo de glicerina (alcool solivel em agua) e sais de
acidos graxos (sabao bruto). Entretanto, os insumos acido sulfénico ou alcool etilico
hidratado foram adicionados ao processo de obtencdo da base saponeica (Tabela 3),
afim de verificar beneficios no produto obtido na reacéo de saponificacéo.

Para obtencao da base saponeica, inicialmente a agua foi aquecida a + 30 °C
e adicionada aos poucos sobre escamas de soda caustica, com agitacdo manual com
auxilio de bastdo de vidro. Em seguida, a solucdo alcalina obtida foi vertida,
paulatinamente sobre o 6leo de girassol, previamente aquecido ‘a + 40 °C. Esta
mistura permaneceu sob agitacdo mecanica por cerca de 30 minutos, até obtencéo
de mistura homogénea.

Quando estipulado, foi adicionado acido sulfénico para ajuste do pH ou alcool
hidratado, com funcao dissolver o 6leo e agilizar a obtencéo da base saponeica. Em

seguida, o produto da reacdo de saponificacao permaneceu em repouso, por 45 dias
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(tempo de cura). Apds tempo de curado, foi selecionada a base saponeica com

aspecto fisico solido e pH entre 8 e 10.

Tabela 3. Formulacfes de sabdes em diferentes propor¢ées testadas.
OLEO DE GIRASSOL SODA CAUSTICA ACIDO SULFONICO ALCOOL AGUA

200 ml 40 ml 7 ml - 40 ml
200 ml 40 ml 13 ml - 40 ml
200 ml 40 ml 20 ml - 40 ml
200 ml 40 mi 100 ml - 40 ml
200 ml 40 mi 110 ml - 40 ml
200 ml 50 ml - - 50 ml
200 ml 50 ml 100 ml - 50 ml
200 ml 30 ml - - 30 ml
200 ml 28 ml - - 28 ml
200 ml 28 ml - 10 ml 28 ml
200 ml 28 ml - 5ml 28 ml

Fonte: Autora, 2023.
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3.6.1 Caracterizagéo da base saponeica

Para caracterizagdo da base saponeica foram realizados os testes de pH, teor
de umidade, teste de espuma e caracteristicas organolépticas.

3.6.1.1 pH

O pH da base saponeica foi determinado em triplicata, com fita de medicao de
pH (Merck), sobre a base previamente umectada com agua purificada.

3.6.1.2 Umidade

O teor de umidade da amostra (5g de base saponeica) foi analisado em
triplicata "a 105 °C, em estufa, em intervalos de 1 hora até manutencdo de peso

constante (Figura 8).

Figura 8. Fotografias ilustrativas do teste de umidade da base saponeica.
Fonte: Autora, 2023.
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3.6.1.3 Teste de espuma

No teste de espuma analisou-se a variagdo da altura da espuma conforme o
tempo. O teste, em triplicata, foi realizado em proveta com solugéo obtida a partir de
1 g da base saponeica dissolvida em 100 mL de agua purificada aquecida. Apés
arrefecimento da amostra, a proveta foi agitada por 10 segundos e o volume de
espuma aferido.

3.6.1.4 Caracteristicas organolépticas

As caracteristicas organolépticas analisadas para a base saponeica foram

aspecto, cor e odor.

3.7 AVALIACAO DE INTERACOES ENTRE COMPONENTES DA ME/TML E DO
DISPOSITIVO  SANITIZANTE POR CALORIMETRIA DE VARREDURA
DIFERENCIAL (DSC)

O estudo de compatibilidade dos insumos foi realizado através da calorimetria
de varredura diferencial (DSC) (MALVERN, 2023). Sob a atmosfera de nitrogénio e
vazdo de 50 mL/min, as amostras utilizadas passaram por um processo de
aquecimento de cerca de 10° C por minuto, até que aquelas compostas por timol
atingissem a temperatura de 80° C. Foram pesadas 5 mg de amostra em cadinhos de
platina realizando corridas das misturas.

A Tabela 4 apresenta as misturas analisadas, bem como as propor¢cdes

utilizadas de cada uma no presente estudo.
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Tabela 4. Misturas fisicas analisadas no estudo de DSC.

MISTURAS PROPORCAO p/p
TIMOL + ACIDO CITRICO 1/1
TIMOL + AMIDA 60 1/1
TIMOL + CARBONATO DE SODIO 1/1
TIMOL + OLEO DE GIRASSOL 1/1
TIMOL + RENEX 1/1

Fonte: Autora, 2023.

3.8 ELABORACAO DO DISPOSITIVO EFERVESCENTE

O dispositivo contendo diferentes bases, percarbonato de sédio,bicarbonato de
sodio ou carbonato de sodio, foram formuladas e testadas em diferentes proporcdes
das bases, bem como de &cido citrico, sabdo granulado e de microemulsédo, para

definicdo da formulacao.

Com o objetivo de melhorar a potencializacao da efervescéncia do dispositivo,
0 presente trabalho abordou trés pos, sendo eles: Percarbonato de sodio (PSD),
bicarbonato de sédio (BSD) e carbonato de sodio (CSD). Destes trés poés, foram
desenvolvidas sete formulacdes que posteriormente foram classificadas conforme as
caracterizacbes em torno do aspecto quebradico do dispositivo, excesso de

oleosidade, desintegracédo e evolucdo das bolhas durante a efervescéncia.

A Tabela 5 apresenta os insumos utilizados na producéo do referido dispositivo

efervescente, bem como a funcdo de cada um na formulacéo estudada.

Tabela 5. Insumos utilizados para producao do dispositivo efervescente

INSUMOS FUNCAO NA FORMULACAO
Percarbonato de sodio Oxidante
Bicarbonato de sodio Neutralizante
Carbonato de sodio Agente tamponente
Acido citrico Efervescente
Sabéo granulado Base saponeica
Timol Ativo

Microemulsao Sistema encapsulado
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Fonte: Autora, 2023.

Trés pés foram pesquisados, percarbonato de sédio (PSD), bicarbonato de

sédio (BSD) e carbonato de sédio (CSD), bem como o &cido citrico (ACT).

3.8.1 Processo de moldagem e secagem do dispositivo efervescente

Os sistemas multiparticulados foram moldados por metodologia simplificada
utilizando formas de silicone e dispositivo para moldagem fabricado por impressora
3D (Voolt3D). Foram utilizados filamentos comerciais de impressédo FDM (conforme
Figura 17), com 1,75 mm, ou seja, Poliacido latico (PLA) (lote 217.187.012) fornecido
pela 3D Fila (Belo Horizonte, Brasil). O processo de secagem foi em ambiente com
temperatura controlada, com umidade na faixa de 25 % e temperatura em torno de 20

°C, por 3 dias. As condi¢cdes ambientais foram aferidas por termohigrémetro (UNITY).

3.8.1.1 Producéao do lote

Apés a escolha da melhor execucao da formulacéo, foi produzido um lote de
36 unidades. Foram obtidos dispositivos com 18,12 g, de maneira a possibilitar a
insercdo de 4,12 g de microemulsao, valor calculado considerando a dissolucédo do

dispositivo em 100 mL de agua.

3.9 CARACTERIZACAO DO DISPOSITIVO EFERVESCENTE

O dispositivo efervescente foi avaliado visualmente quanto ao aspecto apés a
secagem. Para avaliacdo da efervescéncia e da desintegracdo, o dispositivo foi

colocado em um calice contendo 125 mL de agua destilada a 25 °C. O dispositivo
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efervesceste foi caracterizado conforme os parametros farmacotécnicos sendo eles:

peso médio, friabilidade, umidade, teor e tempo de desintegracao.

3.9.1 Peso médio

A determinacdo de peso foi realizada conforme descricdo para produtos em
dose unitéria. Inicialmente foi determinado o peso médio de 20 unidades do lote, e
entdo pesadas individualmente 20 dispositivos em balanca de precisdo analitica
(Shimadzu).

3.9.1.1 Friabilidade

A determinacédo de resisténcia mecanica foi realizada pelo teste de friabilidade.
Pesou-se 10 dispositivos com exatiddo em balanca de precisdo analitica, e estas
foram submetidas a acéo do aparelho friabildmetro (LABOR), em que foram efetuadas
100 rotacBes girando em torno de seu eixo a uma velocidade de 25 + 1 rotacGes por

minuto.

3.9.1.2 Umidade

Analisou-se o teor de umidade das amostras em triplicata conforme o item
3.6.1.2.
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3.9.1.3 Tempo de desintegracao

O teste de desintegracéo foi simulado conforme aplicagéo final do produto. O
dispositivo foi dissolvido em 100 mL de &gua destilada, e o tempo de desintegracéo

foi determinado por um crondémetro. O experimento foi realizado em triplicata.

3.9.1.4 Teor

O teor de timol foi obtido a partir da dissolugédo do dispositivo em 100 mL de
agua destilada, e apds a completa desintegracdo. A suspensao foi homogeneizada
com bastéo de vidro. Aliquotas de 100 pL foram coletadas e diluidas novamente em
metanol em baldo de 10 mL. As amostras foram filtradas em seringas acopladas a
membranas de porosidade de 0,45 ym. Posteriormente, o ativo foi quantificado por

CLAE-UV, seguindo o método previamente validado.

3.10 TESTES COM MICRORGANISMOS DA MICROEMULSAO E DO DISPOSITIVO
EFERVESCENTE

3.10.1 Estudo da Atividade Antimicrobiana por Ensaio de Disco-difuséo

O método de ensaio de disco-difusdo foi realizado utilizando protocolo
recomendado pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2012) com o0s
micoorganismos Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Candida krusei. Para
realizar o ensaio de disco-difusdo, com o auxilio de swab estéril, o in6culo ja com
microrganismo (100 pL ou 0,1 mL) foi semeado na superficie de uma placa de agar
Muller-Hinton, até a obtencdo de um esfregaco uniforme.

Apébs a secagem do indculo, foram aplicados discos de papel de filtro, com 6

mm de didmetro, impregnados com 20 pL dos produtos. Os testes foram realizados
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em triplicata, com controle positivo e negativo e as leituras foram realizadas apés 24
horas de incubacgéo a 37°C, por meio da medi¢&o dos halos de inibicdo do crescimento

em milimetros de diametro.

3.10.2 Determinacdo da Concentracdo Bactericida Minima (CBM) e da
Concentracdao Inibitéria Minima (CIM) pelo método de diluicdo em caldo

O método de diluicdo em caldo foi realizado utilizando protocolo recomendado
pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2015) com 0s microrganismos
Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Candida krusei. Foram realizadas diluicbes
em caldo LB dos in6culos microbianos na concentracdo de 0,5 na escala de Mc
Farland na ordem de 1:150 (100 pL ou 0,1 mL dos inéculos em 15 mL de caldo LB),
resultando em uma concentragdo de 1,0x108 UFC/mL.

Os produtos a serem testados foram diluidos em caldo LB em diferentes
concentragdes. Entdo, adicionou-se em Eppendorffs 100 pyL ou 0,1 mL do in6culo na
concentracédo de 1,0x10% UFC/mL e 100 pL ou 0,1 mL das diferentes concentragdes
dos produtos a serem testados, resultando em uma concentracdo final de bactérias
de 5,0x10° UFC/mL. Como controle positivo (com crescimento das bactérias) foi
utilizado 100 L ou 0,1 mL do inéculo na concentragdo de 1,0x108 UFC/mL e 100 pL
ou 0,1 mL de caldo LB. Como controle negativo (inibicdo do crescimento das
bactérias) foi utilizado 100 uL ou 0,1 mL de caldo LB e 100 pL ou 0,1 mL do produto
a ser testado.

Os testes foram realizados em triplicata. Os Eppendorffs foram incubados a
36,5°C por 18 horas e entdo as diluicbes foram semeadas em placas contendo agar
Padréo para Contagem (dgar PCA) e incubadas a 36,5°C por 18-24 horas (Figura 9).
A CBM foi determinada na menor concentracdo dos produtos a serem testados onde

foram observadas colénias nas placas.
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Figura 9. llustracdo dos equipamentos e utensilios utilizados no estudo mirdbiolégico (CIM e CBM).
Fonte: Autora, 2023.

De acordo com a CLSI (2015), a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) é
definida como a menor concentracdo de um agente antimicrobiano que impede o
crescimento de um microrganismo determinado por turbidez em testes de
sensibilidade por diluicdo em caldo. No caso dos produtos a serem testados, o contato
destes com o caldo LB deixou a solucéo diluida com aspecto leitoso e, portanto, com
elevada turbidez. Assim o método convencional de leitura da turbidez a 625 nm, apés
incubacdo das diferentes diluicbes do agente antimicrobiano com o indculo foi
inviabilizada nos testes.

Entdo, a metodologia para a determinacdo da CIM foi modificada de acordo
com Ristivojevi€ et al. (2016). Apos o periodo de incubacédo das diferentes diluicdes
do agente antimicrobiano com o inéculo, o método colorimétrico da resazurina sédica
0,01% (p/v) foi utilizado, aplicando-se 20 uL da solugao de resazurina em 100 pL das
diluicbes, para realizar a leitura visual dos resultados, em que a cor azul caracterizou
a inatividade bacteriana e a cor rosa o crescimento das bactérias (Figura 10). Portanto
a CIM foi definida como a menor concentracdo dos produtos a serem testados que
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inibiram o crescimento microbiano e apresentaram cor azul na presenca da resazurina
(Figura 11).

Figura 10. Ensaio de determinacéo de CIM utilizando a resazurina como indicador de viabilidade
celular.
Fonte: Autora, 2023.
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Figura 11. Reducao da resazurina em resorufina pelas enzimas oxido-redutases presentes nas
células vivas.
Fonte: SCHMITT et al., 2013.

Os microrganismos testados no estudo compreenderam em Escherichia Coli,
Staphylococcus aureus e Candida krusei. O primeiro trata-se de uma bactéria gram-
negativa, geralmente encontrada no trato gastrointestinal inferior dos organismos de
sangue quente. O segundo trata-se de uma bactéria gram-positiva, normalmente
encontrada na pele e nas fossas nasais, podendo gerar infec¢des graves, ja o terceiro
compreende em um fungo, encontrado em m imunocomprometidos e nagueles com
malignidades hematoldgicas (CHIPINGA, 2018).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 CONSTRUCAO DO DIAGRAMA DE FASES PSEUDOTERNARIO

O diagrama de fases pseudotérnario possibilita a identificacdo das regides
geradoras de microemuls6es com analise a presenca de seus componentes e niveis
de estabilidade. Na construcdo dos diagramas sobre os pontos geradores das
emulsdes, forma-se um triangulo equilatero, na qual sdo apresentados os locais de
formacéo das microemulsdes (MENDONCA, 2005).

[ = |Formagéo de microemulséo

1,00

0,00 0

Oleo de girassol

Gréfico 1. Elaboragéo do diagrama de fases pseudotérnario.
Fonte: Autora, 2023.

Com analise aos dados apresentados no Gréafico 1 do diagrama de fase
pseudoternério, contendo tensoativo (Renex + Amida 60) a zona de formacédo da
microemulséo selecionada para estudo compreendeu na que demonstrou 21,43 % de
Oleo de girassol, 50 % de tensoativos (Renex 95 e Amida 60 - 3/1 p/p), e 28,57% de
agua, uma vez que aregido é propicia para a formagcédo da microemulséo, previamente
podemos classificar a microemulsdo formada em O/A. O diagrama de fases foi
preparado a partir de nove ensaios, nas seguintes propor¢des: 1:9 até 9:1, sendo

formado de maneira espontanea. No processo de formulagdo foi observado um
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aspecto limpido e sistemas transparentes, o diagrama permitiu encontrar a regido de
obtencéo da ME com maior estabilidade: 21,43% de 6leo de girassol, 50% da mistura
de tensoativos (RENEX + AMIDA 60 3/1 p/p), e 28,57% de agua.

Normalmente, os sistemas microemulsionados podem ser diferenciados
visualmente dos outros sistemas, uma vez que 0s demais sistemas apresentam como
emulsdes liquidas opacas, emulsbes géis opacas, representadas por sistemas de
viscosidade elevada, ou com separacao de fases. J& os sistemas microemulsionados
liquidos séo caracterizados como sistemas transllcidos ou opticamente transparentes
(FORMARIZ, 2004).

Figura 12. Formacao da microemuls&o.
Fonte: Autora, 2023.

Em analise ao percentual das fases de formulacdo, observaram-se
semelhancas na fase aquosa e na oleosa, de tal maneira surgiu a necessidade da
realizacdo de um estudo morfolégico com o objetivo de verificar qual a microemulséao

originada.

Tabela 6. Obten¢&o de ME/TML com diferentes concentragdes.

Concentragao Tamanho PDI ZETA pH
timol mg/ml
M1 1 mg/ml 379,7 £277,7 0,164+0,0433 -37,83+0,125 10,81
M5 5 mg/ml 543,5+12,08 0,32433+0,0598 -36,97+2,245 10,65
M 10 10 mg/mli 588,3 +10,41 0,22633+0,0196 -31,23+0,531 10,55
M 15 15 mg/mi 599,4 +12,52  0,19567+0,0255  -30,4+0,356 10,74
M 20 20 mg/ml 561,9+7,537 0,254+0,0637 -37,2+0,163 10,79
M 25 25 mg/ml 568,1+28,04 0,022567+0,0361 -29,47+0,386 10,51
M 30 30 mg/ml 567,948,113 0,239+0,0131 -29,63+0,205 10,57

Fonte: Autora, 2023.

A formulacdo M30 (Figura 12), com 30 mg/mL de timol, apresentou PDI préximo

a zero (0,239 £ 0,0131), indicando distribuicdo de tamanho homogénea e potencial
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Zeta com carga negativa — 29,63 £ 0,205. O pH se manteve dentro dos parametros
estabelecidos para domissanitarios variando de 10,51 a 10,81. As caracteristicas
fisico-quimicas avaliadas nas ME/TML permitiram indicar a concentracdo maxima de
TML (30mg/mL).

4.3 ANALISE DA ME/TML 30MG/ML DE TML POR MICROSCOPIA OPTICA

A microscopia Optica foi utilizada com um corante hidrofilico, no intuito de
identificar as fases do sistema, para classificacdo do tipo de emulséo: 6leo em agua
O/A ou agua em Oleo A/O. Na Figura 13, apesar da colocardo azul observada em 13B
nao foi possivel realizar classificacdo do tipo de emulséo, pois o préprio veiculo do
corante pode proporcionar alteracfes na estrutura do sistema. Entretanto, como o
azul de metileno € um composto aromatico heterociclico solivel em agua e foram
observadas goticulas sem coloracao na fase interna (13B), 0s autores sugerem que
a ME/TML 30mg/mL de TML seja classificada como O/A (PEREIRA, 2019).

Figura 13. Microscopia éptica da microemulsado desenvolvida contendo 30mg/mL de timol. (A) sem
corante azul de metileno;(B) com corante azul de metileno.
Fonte: Autora, 2023.

4.4 ESTABILIDADE FiSICO-QUIMICA DA ME/TML

Os estudos de estabilidade acelerada da microemulsdo de timol foram

realizados no periodo de 90 dias, e a microemulsdo produzida sem os ativos também
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foi submetida aos processos. As amostras foram caracterizadas logo ap6s a producao
(dia 0), e nos dias 7, 15, 30, 60 e 90, em triplicata e em trés condicbes de
armazenamento: temperatura ambiente (25 °C £ 2 °C), geladeira, (4 °C £ 2 °C) e estufa
(40 °C % 2 °C). A estabilidade foi determinada pela avaliacdo das possiveis alteracdes
dos parametros de tamanho, PDI, potencial Zeta, pH e teor, conforme as ilustracdes

graficas a seguir.

ESTABILIDADE

50
-e- ME/TML - TEM.AMBIENTE

g -= ME/TML - GELADEIRA
P T I - ME/TML - ESTUFA
S
S -50-
g
o 4
Q 1 1 1 1 I

100 7 15 20 60 90

Tempo (dias)

Grafico 2. llustracéo gréafica do potencial Zeta da microemulsdo durante o estudo de estabilidade
acelerada na temperatura ambiente, geladeira e estufa
Fonte: Autora, 2023.

De acordo com o grafico em questdo observa-se a ME/TML apresentou

potencial Zeta com carga negativa de — 45,2 + 1,762.

ESTABILIDADE

1.5+
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0 7 15 30 60 20

Tempo (dias)

Gréfico 3. llustracao gréfica do PDI da microemulsao durante o estudo de estabilidade acelerada na
temperatura ambiente, geladeira e estufa.
Fonte: Autora, 2023.

Em analise ao gréafico a ME/TML apresentou PDI de 0,818 + 0,164.
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Gréfico 4. llustragdo gréfica do tamanho (nm) da microemulsédo durante o estudo de estabilidade
acelerada na temperatura ambiente, geladeira e estufa.
Fonte: Autora, 2023.

O Gréfico acima apresenta valores de tamanho de nanGmetros, observa-se a
ME/TML apresentou tamanho médio 561,93 + 6,2804 nm

TML
120+
e O
100+ . 7
~ 80 A 15
X
= 60 v 30
8 60
= a0 *
o 90
20+
Inanfind Angng  nafing
1 2 3

Gréfico 5. Resultados do teor de timol na microemulsdo durante o estudo de estabilidade acelerada
nos periodos de 0, 7, 15, 30, 60 e 90 dias.
Fonte: Autora, 2023.

Ja o Grafico 5 mostra o resultado do teor da microemulsdo e demonstra que a
concentracdo de timol permaneceu constante independente das condi¢cées na qual

foram realizados os testes, seja ela geladeira, temperatura ambiente ou estufa.
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4.5 ESTUDO DE ESTABILIDADE DA MICROEMULSAO EM 90 DIAS

A Figura 14 demonstra o aspecto da microemulsdo apdés os 90 dias de
exposicdo em diferentes condi¢Bes climaticas. O resultado demonstra que o
armazenamento a 4°C+2°C proporcionou uma melhor conservacdo das

caracteristicas fisicas.

0o 5
Gctadurun,

i

Figura 14. Microemulsao apés os 90 dias de armazenamento.
Fonte: Autora, 2023.

A exposicao a 40°C por 90 dias, provocou alteracdes da forma fisica (ME/TML
liquida). Entretanto, o envase utilizado pode ter contribuido para a formacédo das
alteracoes observadas, visto que ndo proporcionou fechamento hermético. As demais

alteracoes foram aceitaveis para a aplicacao final da ME/TML.

4.6 ESCOLHA DA BASE SAPONEICA

Atraveés do processo de saponificacao foram realizadas varias proporcdes a fim
de se obter um sabdo proximo a neutralidade no pH. ApoOs varias tentativas para
formulacdo de um sabdo ideal, foram testadas varias proporces com insumos
diferentes até que conseguisse chegar a uma base saponeica correspondente a
preconizacdo da RDC n° 184/2001 da ANVISA acerca dos domissanitarios.

A base saponeica foi produzida através da reacdo de saponificacdo, onde se
utilizam uma base forte e uma base fraca. Segundo o entendimento de Fernandes

(2009), os sabbes compreendem em sais de acidos carboxilicos formados por cadeia
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longa apolar com extremidade polar. Por meio de uma interagdo de meios polares e
apolares, as micelas promovem a higienizacdo. O processo de saponificacdo é
formado por reacdes de neutralizacdo entre 6leos (RIBEIRO e SERAVALLI, 2001).

De acordo com Barata (2003), as bases utilizadas na rea¢céo de saponificacao
determinam se o sab&o tera uma consisténcia mole ou dura.

Na formulacdo com a adicdo de 200 ml de 6leo de girassol, 40 ml de soda
caustica, 7 ml de acido sulfénico e 40 ml de &gua, o pH atingido foi de 12-14. Na
formulacéo ja na adicdo de 200 ml de 6leo de girassol, 40 ml de soda caustica, 13 ml
de acido sulfénico e 40 ml de agua, o pH atingido também foi de 12-14. Os mesmos
resultados foram constatados quando a quantidade de &cido sulfénico aumentou para
20 ml. Porém, na quantidade de 100 ml e de 110 ml de acido sulfénico, o pH atingido
foi de 7.

Na formulagéo com 200 ml de oleo de girassol, 50 ml de soda caustica e 50 ml
de agua, o pH atingido foi de 14. Caso seja adicionado 100 ml de acido sulfénico a
mistura, o pH sera de 12. Na diminuicdo da soda caustica de 50 ml para 30 ml ou 28
ml e da agua de 50 ml para também 30 ml ou 28 ml, sem a presenca do acido, o pH
sera de 9. Na formulacdo S4 adicdo de 200ml, com 28 ml de soda caustica, 10 ml de
alcool e 28 ml de agua, néo foi possivel se constatar o pH da solucéo, ja na reducéo
da quantidade do alcool de 10 ml para 5 ml, o pH atingido € de 8, sendo esta a
formulacao ideal.

O pH alcalino indica maior acdo de limpeza porque as micelas apresentam
maior afinidade como OH. Para fins dermatologicos o pH ideal devera ser cerca de
5,5, préximo do pH da pele (ALBINO, 2016). Segundo a ANVISA, o pH de sabdes para
limpeza deve estar na faixa de 8,5 - 10,5. Assim, todos os sabdes se apresentam de

acordo com a legislacéao.

Tabela 7. Resultado dos testes de formula¢do do sabdo em diferentes proporcoes.

OLEO DE GIRASSOL SODA CAUSTICA ACIDO SULFONICO ALCOOL AGUA
200 ml 50 mi 100 ml - 50 ml
200 ml 28 mi - 10 ml 28 ml
200 ml 28 mi - 5mi 28 ml

Fonte: Autora, 2023.
ApoOs selecionada a formulacdo que preconizava uma base saponeica

consistente e com o Ph adequado foram realizados o teste de espuma e umidade, e
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os resultados obtidos foram médias de 7,51 para umidade e 5,77 para indice de
espuma. A base saponeica dispensa uso do acido sulfénico para ajuste do pH e uso
do &lcool permite melhor forma fisica para a obtengéo do dispositivo

4.7 AVALIACAO DE INTERACOES ENTRE COMPONENTES DA ME/TML E DO
DISPOSITIVO  SANITIZANTE POR CALORIMETRIA DE VARREDURA
DIFERENCIAL (DSC)

As curvas de DSC mostraram a possibilidade de identificagdo de provaveis
incompatibilidades quimicas entre o timol nas misturas binarias, podendo considerar

seu pico de fuséo.

Timol

v

Timol + Oleo de girassol

L Timol + Amida 60

Timol + Acido Citrico

Timol + Carbonato de sodio

ﬁ%b
20 30 40 5 6 70 8 90
Temperatura (°C)

Grafico 6. Curva de DSC das misturas binarias.
Fonte: Autora, 2023.

Em analise do Grafico 6, € possivel evidenciar que as misturas binarias
permaneceram com o pico de fusdo estavel durante toda investigacdo de possiveis
interacdes fisicas, ndo causando interacdes entre os insumos, demostrando resultado
satisfatério nos componentes do dispositivo, sem deslocamento do pico de timol.

Portanto, notou-se que as misturas do timol com os tensoativos ndo apresentaram
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fusdo no ativo na temperatura, o que pode ser considerado uma protecédo a estes

tensoativos com a fusao do timol na temperatura de 51,3 °C.



58

4.8 FORMULACAO DO DISPOSITIVO EFERVESCENTE

Os dispositivos efervescentes compreendem em medicamentos néo revestidos
e geralmente compostas de carbonos, bicarbonatos e 4cidos. No mercado podem ser
encontradas em forma de tabletes ou p6 e sua reagcdo em contato com agua €
imediata. Quando sé@o a base de peréxidos alcalinos, ao serem dissolvidas em agua
transformam-se em solucdes alcalinas de peréxido de hidrogénio. Com a liberacéo de
gas carbdnico, sdo formadas bolhas que classifica sua efervescéncia
(VASCONCELOS, 2017).

Com o objetivo de melhorar a potencializacdo o mecanismo de efervescéncia
por desintegragdo do dispositivo, 0 presente trabalho utilizou sais basicos sendo 3 g
de carbonato de sédio e acidos fracos 3g de acido citrico destes, foram desenvolvidas
sete formulagdes que posteriormente foram classificadas conforme as caracterizacdes
em torno do aspecto quebradico do dispositivo, excesso de oleosidade, desintegracao
e evolucao das bolhas durante a efervescéncia.

Varios testes foram realizados para que pudéssemos chegar na melhor
potencializacdo da efervescéncia.

Conforme a Tabela 8, os insumos utilizados foram o Carbonato de sédio, Acido
citrico, sabao granulado e microemuls&o, com a quantidade de 39,3 g9,1ge 2gq,

respectivamente.

Tabela 8. Insumos da melhor composicéo producéo do dispositivo efervescente

INSUMOS QUANTIDADE
Carbonato de sédio 39
Acido citrico 39
Sabao granulado 1lg
Microemulsao 29

Fonte: Autora, 2023.

A formulacado ideal para a preparacdo do dispositivo efervescente foi com
adicdo de 3 g de carbonato de sédio, 3 g de acido citrico, com incorporacado de 2 g da
base soponeica e 2 g de microemulséo contendo timol. Com essa formulacao chegou-
se ao esperado - um mecanismo de efervescéncia para desintegracdo do dispositivo

e com potencialidade perante a formulacao desejada.
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A Figura 15 representa o ensaio de desintegracao do dispositivo efervescente,

enquanto que a Figura 16 representa o processo de modelagem adotado.

Figura 15. Dispositivo efervescente disposta em meio liquido.
Fonte: Autora, 2023.

Na busca pela melhor forma de execucéo, foram produzidas 36 unidades,
sendo cada uma com 18,12 g e que por fim possibilitasse a introducdo de 4,129 de
microemulsdo. Devido a lacuna em torno de estudos que venham a abordar a
producédo de dispositivos efervescentes como as do presente trabalho, os testes
seguiram as orienta¢des da RDC n°®59/2010, na qual aborda acerca de procedimentos
e requisitos para notificacdo e registro de produtos saneantes. Além do mais, foi
também seguido a RDC n° 47/2013 relacionada a fabricacdo destes produtos, bem
como as analises apresentadas pela Farmacopeia Brasileira 62 Edicdo para os

comprimidos.

Figura 16. Produgéo do lote do dispositivo.
Fonte: Autora, 2023.
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Para caracterizacdo do dispositivo efervescente, foram analisados peso médio,
friabilidade, umidade, teor e tempo de desintegracéo do lote produzido. Os resultados

estao expostos na Tabela 9.

Tabela 9. Caracterizacéo do dispositivo efervescente.
CARACTERIZACAO DO LOTE PRODUZIDO

PESO MEDIO
Média cV (%) UMIDADE (%)  FRIABILIDADE (%) DESINTEGRAGAO (T) PH
17,36+0,10 4,18 2,23+0,20 1,01 7 min 8,3+0,16

Fonte: Autora, 2023.

Em analise a Tabela 9, percebe-se que o peso médio do lote estudado foi de
17,36 £ 0,10, de tal maneira o coeficiente de variacéo 4,18% e o pH atingido foi de 8,3
+0,16.

Sobre a friabilidade, o lote obteve perda de 1,01% de peso (ANVISA, 2013). A
desintegracdo completa foi atingida no periodo de sete minutos, restando apenas
particulas de sabdo no fundo do béquer. Sendo assim, a avaliacao de peso médio e
tempo de desintegracao estdo fora dos limites especificados e a friabilidade mesmo
tendo ficado abaixo do limite de 1, % necessita de alteracdes da tecnologia de
obtencdo, como a alteracdo quantitativa e qualitativa de agente desintegrante e uso
de compressora automatica. A Figura 17 ilustra os equipamentos e utensilios usados
na determinacdo do peso médio do lote de dispositivo sanitizante desenvolvido

estudado.

/

Figura 17. Determiﬁagéo de peso médio do lote do dispositivo sanitizante.
Fonte: Autora, 2023.
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4.9 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO BACTERICIDA MINIMA (CBM) E
INIBITORIA MINIMA (CIM) PELO METODO DE DILUICAO EM CALDO

Na realizacao dos testes bioldgicos da microemulsao, foi possivel constatar que
o Escherichia coli (Figura 18A), que foi testado por 5 min, 10 min, 15 min e 20 min
obteve efetividade, jA o Staphylococcus aureus (Figura 18B), que foi testado pelo
mesmo periodo de tempo, ndo obteve efetividade. Quanto ao fungo Candida krusei
(Figura 18C), em andlise ao mesmo periodo de tempo, também foi constatada
efetividade, conforme a Tabela 10.

Tabela 10. Testes microbiologicos da microemulséo em diferentes tempos testados.

MICRORGANISMOS TEMPOS TESTADOS CONCLUSAO
Escherichia Coli / bactéria gram 5 min, 10 min, 15 min e 20 min Auséncia
negativa
Staphylococcus Aureus / bactéria gram 5 min, 10 min, 15 min e 20 min Presenca
positiva
Candida Krusei/ Fungo 5 min, 10 min, 15 min e 20 min Auséncia

Fonte: Autora, 2023.

Figura 18. Placas dos testes microbioldgicos para microemulsao desenvolvida.
A- Escherichia coli; B- Staphylococcus aureus; C- Candida krusei.
Fonte: Autora, 2023.

4.9 1 Microbiologia do Dispositivo Efervescente e Microemulsao

4.9.1.1 Eficacia microbiolégica e fungicida da microemulsdo e do dispositivo

efervescente

Nos testes microbianos da microemulséo e do dispositivo, especificamente no
periodo de 10 minutos, os resultados permanecem 0S mesmos tanto para a

Escherichia coli (Figura 19A), quanto para Staphylococcus aureus (Figura 19B) e



62

também Candida krusei (Figura 19C), demonstrando reducé&o de col6nias frente a S.

aureus com efeito bacteriostatico, de acordo com a Tabela 11.

Tabela 11. Testes microbiolégicos do dispositivo contendo Timol.

MICRORGANISMOS Tempos testados Concluséo
Echerichia coli / bactéria gram 10 min Auséncia
negativa
Staphylococcus aureus / bactéria 10 min Presenca
gram positiva
Candida krusei / Fungo 10 min Auséncia

Figura 19. Os microrganismos nos testes microbiolégicos apds contato por 10 minutos com a
microemulsdo desenvolvida.
A- Escherichia coli; B- Staphylococcus aureus; C- Candida krusei.
Fonte: Autora, 2023.

4.10 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA POR ENSAIO DE DISCO-DIFUSAO

Mesmo o timol tendo seus efeitos comprovados e descritos na literatura
cientifica, se observa no estudo que sua concentracdo tanto nos testes
microbiolégicos, fungicidas e bactericidas na microemulsdo e no dispositivo um
crescimento significativo frente a bactéria gram-positiva Staphylococcus aureus. No
entanto, frente a bactéria Escherichia coli gram-negativa e Candida krusei (fungo),
houve inibicAo nas placas destas bactérias e fungos, comprovando sua acao
bactericida e fungicida frente aos microrganismos testados, resultando em resultados
satisfatorios ao nosso estudo: S. aureus = CBM de 30 mg/mL de timol ou 1,0 g/mL de
composto; Candida krusei = CBM < 15 mg/mL de timol ou < 0,5 g/mL de composto; E.

coli = CBM de 18 mg/mL de timol ou 0,6 g/mL de composto.
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Ogicos para CBM.
Fonte: Autora, 2023.

Figurao. Testes microbiol

Diante o0s primeiros testes realizados para CBM, foram utilizadas
concentragdes de timol na quantidade de 0,4 %. Porém, € possivel observar que os
pocos apds coloragdo com resazurina mantiveram-se com a cor azul apés contato
com os microrganismos, percebendo-se que houve concentracao inibitéria minima
(Figura 21).

oo o alele.

Figur 21. Testes mirobiolégicop EBM :
Fonte: Autora, 2023.

ApoOs varias tentativas em diferentes concentracdes, observou-se que com
concentracfes 10x mais diluidas os resultados satisfatorios e efetivos frente a cada
microrganismo testado, com efeito bacteriostatico e bactericida o0s trés
microrganismos testados no nosso trabalho corroboram na preparacdo da nossa

microemulséo, a qual tem a liberacdo acoplada ao principio ativo.
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5 CONCLUSAO

O estudo permitiu a obtencdo de base saponeica, atendendo as
recomendacdes para produto saneante classificado com Risco |, conforme legislacao
sanitaria vigente. A base saponeica permite o reaproveitamento do 6leo alimenticio,
trazendo beneficios de forma sustentdvel ao meio ambiente, desperta interesse
industrial, devido a facilidade de obtenc&o, e permite a incorporacado de sistemas
tecnoldgicos inovadores afim de ampliar sua aplicacdo na limpeza de ambientes e
superficies.

A analise térmica através de DSC, indicou interacdo entre componentes
utilizados no estudo. Entretanto, a avaliacdo de estabilidade frente a diferentes
condicbes de temperaturas por 3 meses ndo evidenciou alteragcdes importantes.
Apenas a forma fisica da ME/TML foi alterada a partir do 15° dia de exposi¢cdo "a 40
°C. Entretanto, o teor de TML e o tamanho caracteristico de ME foram mantidos em
todas as condicbes avaliadas. Estes resultados demonstram a manutencdo da
aplicacao do produto final.

O dispositivo sanitizante elaborado por moldagem apresentou tempo de
desintegracéao fora dos limites (7 minutos) estabelecidos em compendio oficiais (2 min)
e elevado coeficiente de variacdo do peso. Sendo assim, melhorias da tecnologia de
obtencdo devem ser realizadas, como por exemplo, a insercdo de maior propor¢cao
e/ou adicdo de outro agente desintegrante e obtencdo do dispositivo por compresséao
automatica.

A ME/TML apresentou eficacia bacteriostatica, mas ndo bactericida. Entretanto,
o dispositivo sanitizante contendo ME/TML apresentou efeito bacteriostatico e
bactericida, indicando sinergismo da acao antimicrobiana. Desta forma, os resultados
permitem indicar o uso do produto final como Equipamento de Protecéo Individual

(EPI) e/ou coletiva (EPC), para o uso domestico e profissional.
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