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Douglas Eduardo Soares Pereira

CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA E ATIVIDADE ANTIBACTERIANA
DO OLEO ESSENCIAL E EXTRATO BRUTO DE Gallesia integrifolia
INCORPORADOS EM NANOFIBRAS ELETROFIADAS COM
ETILCELULOSE

RESUMO: Gallesia integrifolia, conhecida popularmente como pau-d'alho, ¢ uma planta
nativa da América do Sul e presente na Mata Atlantica. Suas folhas, frutos e flores
possuem oOleo essencial (OE) e extrato bruto (EB) com alto potencial bioldgico
antioxidante, antimicrobiano e anti-inflamatério. Este estudo, investigou o potencial da
eletrofiagdo para o desenvolvimento de novos biomateriais baseados em nanofibras (NFs)
de etilcelulose (EC), incorporadas com oleos essenciais (OEs) e Extratos Brutos (EBs)
das flores, frutos e folhas de G. integrifolia. As NFs obtidas foram caracterizadas por
técnicas de Microscopia Eletronica de Varredura; Andlise Termogravimétrica;
Calorimetria Diferencial de Varredura; Angulo de Contato; Espectroscopia de
Infravermelho com Transformada de Fourier; Analises Mecanicas, bem como as
atividades antibacterianas em caldo das NFs. Morfologicamente, ambas as abordagens
produziram NFs homogéneas, embora com variagdes dimensionais: as NFs com OEs
apresentaram didmetros menores (217 - 250 nm) comparadas as NFs com EBs (253 - 351
nm). Quimicamente, os estudos revelaram perfis distintos. As fibras com EBs mostraram-
se ricas em compostos fenolicos e flavonoides, com predominancia de rutina (> 100 pg.g
! para a flor, fruto e folha), conferindo capacidade antioxidante, especialmente no EB da
folha no ensaio 2,2-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfonico) (ABTS) —20,91 uM
trolox equivalente mg"!' EB e flor com o ensaio 2,2-difenil-1-picril-hidrazina (DPPH)
(3,32 mg.mL"") e ensaio de redu¢do do ferro (ferric reducing antioxidant power) (FRAP)
(0,45 puM sulfato ferroso mg! EB). J4 as fibras com OEs destacaram-se pela presenca de
grupos tiol (S-H) e dissulfeto (S-S), caracteristicos de compostos organossulfurados. Nas
propriedades mecanicas, a incorporacdo dos OEs aumentou a rigidez e o carater
hidrofébico das NFs. Em contraste, a adicao dos EBs alterou a molhabilidade de forma
variada: enquanto as NFs com EB de flor e folha mantiveram-se hidrofobicas (> 90°), a
incorporagdo do EB do fruto tornou a membrana hidrofilica (< 90°) e altamente
intumescivel. O destaque de ambos os estudos foi a atividade antibacteriana das NFs
superior ao controle positivo (Estreptomicina). Contra Staphylococcus aureus, a NF com
OE da folha inibiu 55,50% do crescimento e a com EB da folha inibiu 44,35%, enquanto
a Estreptomicina inibiu apenas 2,83%. Contra Escherichia coli, os resultados foram ainda
mais expressivos: a NF com EB do fruto atingiu 75,34% de inibi¢do e a com OE da folha
alcancou 66,00%, superando a Estreptomicina (58,29%). Conclui-se que as nanofibras de
etilcelulose incorporadas atuam como carreadores eficientes para os bioativos de G.
integrifolia. Seja através da acdo antioxidante dos extratos brutos ou da poténcia
bactericida dos 6leos essenciais, estas NFs representam alternativas promissoras para o
desenvolvimento de curativos e dispositivos médicos, agregando valor biotecnoldgico a
biodiversidade vegetal.

Palavras-chave: Pau d’alho. Nanofibras eletrofiadas. Etilcelulose. Atividade
antibacteriana. Biomateriais.



Douglas Eduardo Soares Pereira

PHYSICOCHEMICAL CHARACTERIZATION AND ANTIBACTERIAL
ACTIVITY OF THE ESSENTIAL OIL AND CRUDE EXTRACT OF Gallesia
integrifolia INCORPORATED INTO ETHYLCELLULOSE ELECTROSPUN

NANOFIBERS

ABSTRACT: Gallesia integrifolia, popularly known as garlic tree, is a plant native to
South America and found in the Atlantic Forest. Its leaves, fruits, and flowers contain
essential oil (EO) and crude extract (CE) with high antioxidant, antimicrobial, and anti-
inflammatory biological potential. This study investigated the potential of electrospinning
for the development of new biomaterials based on ethylcellulose nanofibers (NFs)
incorporated with essential oils (EOs) and crude extracts (CEs) from the flowers, fruits,
and leaves of G. integrifolia. The obtained NFs were characterized by Scanning Electron
Microscopy; Thermogravimetric Analysis; Differential Scanning Calorimetry; Contact
Angle; Fourier Transform Infrared Spectroscopy; Mechanical Analyses, as well as the
antibacterial activities of the NFs in broth. Morphologically, both approaches produced
homogeneous NFs, although with dimensional variations: NFs with OEs presented
smaller diameters (217 - 250 nm) compared to NFs with EBs (253 - 351 nm). Chemically,
the studies revealed distinct profiles. Fibers with EBs showed richness in phenolic
compounds and flavonoids, with a predominance of rutin (> 100 pg.g-1 for the flower,
fruit, and leaf), conferring antioxidant capacity, especially in the EB of the leaf in the 2,2-
azinobis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) (ABTS) assay — 20.91 pM trolox
equivalent mg-1 EB and flower with the 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazine (DPPH) assay
(3.32 mg.mL-1) and ferric reducing antioxidant power (FRAP) assay (0.45 uM ferrous
sulfate mg-1 EB). Fibers with OEs stood out for the presence of thiol (S-H) and disulfide
(S-S) groups, characteristic of organosulfur compounds. In terms of mechanical
properties, the incorporation of essential oils (EOs) increased the rigidity and
hydrophobic character of the non-ferrous membranes (NFs). In contrast, the addition of
essential oils (EBs) altered wettability in various ways: while NFs with flower and leaf
EB remained hydrophobic (> 90°), the incorporation of fruit EB made the membrane
hydrophilic (< 90°) and highly swollen. The highlight of both studies was the superior
antibacterial activity of the NFs compared to the positive control (Streptomycin). Against
Staphylococcus aureus, the NF with leaf EO inhibited 55.50% of growth and the one with
leaf EB inhibited 44.35%, while Streptomycin inhibited only 2.83%. Against Escherichia
coli, the results were even more impressive: the nanofiber with EB from the fruit achieved
75.34% inhibition, and the one with OE from the leaf reached 66.00%, surpassing
Streptomycin (58.29%). It is concluded that the incorporated ethylcellulose nanofibers
act as efficient carriers for the bioactive compounds of G. integrifolia. Whether through
the antioxidant action of the crude extracts or the bactericidal potency of the essential
oils, these nanofibers represent promising alternatives for the development of dressings
and medical devices, adding biotechnological value to plant biodiversity.

Keywords: Garlic tree. Electrospun nanofibers. Ethylcellulose. Antibacterial activity.
Biomaterials.



CAPITULO I*

NANOFIBRAS ELETROFIADAS A BASE DE ETILCELULOSE
INCORPORADAS COM EXTRATOS BRUTOS DE Gallesia integrifolia:
CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA E ACAO ANTIBACTERIANA

RESUMO: Este estudo investigou as propriedades fisico-quimicas e antibacterianas de
nanofibras (NFs) eletrofiadas com etilcelulose (EC) incorporadas com extratos brutos
(EB) das flores, frutos e folhas de Gallesia integrifolia. As NFs foram obtidas pelo
método de eletrofiacao, o material obtido foi caracterizado pelas técnicas de Microscopia
Eletronica de Varredura, Analises Térmicas ¢ Mecanicas, bem como as propriedades
antibacterianas em caldo das NFs. A composicdo quimica dos EB analisada por
cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas de alta
resolugdo (HPLC-MS/MS) apresentaram composicao rica em fendlicos, flavonoides,
com rutina (> 100 pg.g! para a flor, fruto e folha). O EB da flor exibiu maior capacidade
antioxidante nos ensaios 2,2-difenil-1-picril-hidrazina (DPPH) (3,32 mg.mL™") e ensaio
de reducao do ferro (ferric reducing antioxidant power) (FRAP) - 0,45 uM sulfato ferroso
mg™!' EB, enquanto o da folha se destacou no ensaio 2,2-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-
acido sulfonico) (ABTS) - 20,91 uM trolox equivalente mg' EB). As NFs de EC
apresentaram didmetro na escala de 253 a 351 nandmetros. A incorporagao dos EB
modificou a molhabilidade e o grau de intumescimento, tornando a membrana com EB
fruto mais hidrofilica e altamente intumescivel, enquanto as NFs de flor ¢ folha
permaneceram hidrofobicas e menos suscetiveis a perda de massa. As NFs demonstraram
atividade antibacteriana contra Staphylococcus aureus com destaque para a NF
incorporada com EB da folha com inibigdo de 44,35 % frente a 2,83 % da Estreptomicina
e Escherichia coli para a NF incorporada com o fruto obtendo 75,34 % de inibigao frente
a 58,29 % da Estreptomicina, efeito associado ao alto teor de flavonoides e compostos
organossulfurados. Conclui-se que as nanofibras de EC incorporadas representam
material promissor para aplicagdes biotecnoldgicas com propriedades antibacterianas.

Palavras-chave: Pau d’alho, Nanofibras eletrofiadas, Etilcelulose, Flavonoides.

*Este capitulo foi redigido e formatado em conformidade com as normas de
publica¢do do periodico International Journal of Biological Macromolecules,
conforme as diretrizes apresentadas em anexo.



1. Introducao

As infecg¢des bacterianas sdo um dos principais problemas de satde, devido ao
aumento da resisténcia microbiana frente aos antibidticos disponiveis, frequentemente
exigindo tratamentos prolongados [1,2]. Materiais com atividade antimicrobiana eficaz ¢
de interesse da area médica [3,4]. Esses materiais devem liberar agentes antibacterianos
carregados de forma sustentavel, proporcionando atividade antimicrobiana enquanto
mantém uma concentracdo saudavel para a reabilitagdo tecidual, principalmente, quando

ha rompimento da epiderme e da derme causada por uma agressao [4,5].

Nesse sentido, observa-se uma crescente inser¢ao de polimeros, em especial na
medicina, de origem bioldgica sendo utilizados como veiculo de transporte para
moléculas bioativas com potencial antimicrobiano, bem como antioxidante. Com isso o
desenvolvimento de materiais para liberagao sustentada de farmacos depende da selegao

de polimeros adequados e da implementagao de métodos de producao viaveis [6-8].

Entre as diversas plataformas antibacterianas como hidrogel e 6xido metélico, as
nanofibras (NFs) eletrofiadas apresentam vantagens, como melhor porosidade e
propriedades mecanicas para absorver exsudatos teciduais e permitem a permeagao de ar,
levando a uma melhor recuperacao de feridas [9, 10]. A eletrofiacdo € um método simples
e eficiente para a producdo de nanofibras (NFs) [11,12]. Matrizes eletrofiadas
demonstram versatilidade na incorporacdo de diversos compostos bioativos, tais como
antioxidantes [13], antibioticos [14] e 6leos essenciais (OE) [15]. Destaca-se ainda, o

potencial para a imobilizagdo de extratos brutos (EB).

A etilcelulose (EC) ¢ um polimero natural biodegradavel de baixo custo derivado
da celulose, demonstrando ser um material promissor na producdo de NFs em diversas
aplicacdes, especialmente na area biomédica. As vantagens da EC residem em sua
natureza atoxica e hidrofobica, combinadas com alta flexibilidade, termoplasticidade e
excelente resisténcia mecanica. Tais atributos, somados a sua eficacia na liberagao
controlada de substancias incorporadas, como a incorporagdo de extrato da casca de
laranja amarga [16], garantem a viabilidade técnica e econdomica para o desenvolvimento

de novas NFs [17].

Pesquisas recentes demonstraram o potencial do uso de derivados de plantas como

material para curativos. Por exemplo, Mohebian et al. [18] utilizaram a técnica de
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eletrofiacdo para criar NFs compostas de EC/hidroxipropilmetilcelulose incorporadas
com Aloe vera. As NFs produzidas demonstraram biocompatibilidade, aumento da
proliferacdo, adesdo celular e atividade antibacteriana contra cepas de Staphylococcus

aureus € Escherichia coli.

Gallesia integrifolia (Spreng.) Harms, pertencente a familia da Phytolaccaceae ¢
uma planta endémica do Brasil e esta distribuida na Amazonia, Caatinga, Cerrado e Mata
Atlantica [21]. Popularmente conhecida como “pau d’alho” devido ao forte odor de alho
caracteristico dos compostos de enxofre presentes em todas as partes da planta. Possui
propriedades etnofarmacoldgicas diversas, sendo tradicionalmente utilizada no
tratamento de reumatismo, bronquite, asma, pneumonia, tosse, doengas do sistema
linfatico, verminose, otite e tumores de prostata [22]. Estudos realizados com OE ¢ EB
de G. integrifolia indicaram que a planta possui uma ampla gama de propriedades
medicinais como potencial anti-inflamatério, antiproliferativo e antitumoral [23],
antifungico [21,24], antiviral [25], antitilcera [26] e antimicobacteriano [22]. Entretanto
pouco se conhece sobre a eletrofiagdo de G. integrifolia, principalmente do EB, sendo

este o objetivo do presente trabalho.

Os OE e extratos brutos (EB) sdo amplamente usados na industria de cosméticos
e farmacéutica devido as suas propriedades antioxidantes e antimicrobianas. Um exemplo
sdo os terpenos, compostos abundantes nesses OE, que atuam facilitando a penetragdo de
agentes ativos na pele [20]. Em um estudo recente, NFs foram obtidas por eletrofiacao
utilizando o polimero Ecovio® (mistura de poliadipato-co-tereftalato de butileno — PBAT
e poliacido latico — PLA) contendo OE extraidos da flor, fruto e folha de Gallesia
integrifolia [12]. Conforme reportado por Alexandre et al. [12], essas membranas
biodegradaveis  apresentaram  atividade  antimicrobiana  frente  a Candida

albicans e Pseudomonas aeruginosa.

O objetivo deste trabalho foi produzir pelo método de eletrofiagdo NFs de EC
incorporadas ao EB da flor, fruto e folha de pau d'alho, com possiveis aplica¢des
terapéuticas e medicinais. As propriedades morfologicas, térmicas, mecanicas e
antibacterianas dessas NFs contra bactéria Gram-positiva (Staphylococcus aureus) e
Gram-negativa (Escherichia coli) foram investigadas. Ressalta-se que este ¢ o primeiro

trabalho que utiliza EB da planta G. integrifolia para a obtencao de NFs eletrofiadas.
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2. Materiais e métodos

2.1. Material vegetal

As folhas, flores e frutos foram coletadas de um exemplar adulto de G. integrifolia
obtidas na regido noroeste do estado do Parana, nas coordenadas Latitude: 23°46'16"S e
Longitude: 53°19'38"0O, no Centro Municipal de Educagao Infantil Rachel de Queiroz da
cidade de Umuarama — Parana - Brasil. As flores foram coletadas nos meses de marco e
abril de 2022, os frutos no més de julho de 2022 e as folhas no més de outubro de 2022,
sendo coletadas pela manha entre 08h00 e 10h00. A espécie foi cadastrada no Sistema
Nacional de Gestao do Patrimdnio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado
(SisGen) sob o n° AB832D3. Uma amostra encontra-se depositado no Herbario da

Universidade Estadual do Oeste do Parand (UNIOESTE) sob o nimero 1716.

2.2. Preparagdo do extrato bruto

Foi utilizado separadamente 300 g de flores, 314 g de frutos e 360 g das folhas
secos a temperatura ambiente, os quais foram fragmentados a granulometria de 850 pm.
Em seguida, foram submetidos ao processo de macera¢do dindmica com renovagdo do
solvente (Alcool etilico — 96° GL) até o material vegetal ser totalmente esgotado. O
filtrado foi entdo concentrado sob pressao reduzida em um evaporador rotativo (Tecnal
TE-210) a 40° C até a obtengdo dos extratos brutos [27]. O rendimento foi calculado a
partir da razdo entre a massa (g) do material vegetal seco pela massa (g) do extrato obtido

e expresso em porcentagem (%).

2.3. ldentificacdo quimica dos extratos brutos das flores, frutos e folhas de G. integrifolia
por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas de alta

resolu¢ao (HPLC-MS/MS)

Os EB de G. integrifolia foram analisados por cromatografia liquida de alta
eficiéncia acoplada a espectrometria de massas (HPLC-MS/MS) (Shimadzu® modelo
8050 MS e Nexera® X2 HPLC), equipada com uma fonte de ionizagdo por eletrospray
(ESI). A ESI foi utilizada nos modos negativo e positivo, com varredura no modo de

monitoramento de multiplas reacdes (MRM). O detector MS/MS foi operado em modo
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de varredura por 15 minutos. A energia de colisdo foi de 15 V (positiva) e 30 V (negativa).
A tensdo de interface utilizada foi de 3 kV, corrente de 7 pA, temperatura de 300 °C e
vazdes de gas de nebulizagdo e gas de secagem foram de 3 L min' e 10 L min,
respectivamente. Argonio foi usado como gas de colisdo a uma pressao maxima de 20
mPa. A separagdo cromatografica foi realizada usando uma coluna C18 (5 pm, 150 x 4,6
mm, Shimadzu®). As fases mdveis foram: dgua Milli-Q acidificada com 0,1% (v/v) de
acido formico (A) e MS grau metanol (Merck® (Darmstadt, Alemanha)) (B). Elas foram
operadas em modo gradiente linear: 1 - 9 min (20% B), 10 - 15 min (40% B) e 16 - 30
min (10% B), a uma vazdo de 0,5 mL min', a 40 °C. As amostras foram filtradas
(membrana hidrofobica de fluoreto de polivinilideno - PVDF , tamanho de poro 0,45um
e 25mm de didmetro) e o volume de injegdo foide 1 pL. Curvas analiticas (10 - 250 pg/L)
foram obtidas para os seguintes compostos: catecol, morina, isovanilina, acido géalico,
quercetina, hidroxibenzaldeido, naringenina, siringaldeido, acido clorogénico, acido
siringico, acido protocatecuico, acido vanilico, acido salicilico, vanilina, acido ferulico,
acido p-hidroxibenzdico, naringina, 4cido p-cumadrico, 4cido cafeico, aldeido coniferilico,
acido sindpico, siringaldazina, catequina, sinapaldeido, luteolina, rutina, teobromina,
epicatequina, baicalina, crisina, acido quinico, acido malico, caempferol, cumarina,

cafeina, acido resorcilico, acido nicotinico e acido fumarico [28].

2.4. Ensaios de sensibilidade para determinag¢do da Concentragdo Inibitoria Minima

(CIM) dos extrtatos brutos das flores, fruto e folhas de G. integrifolia

2.4.1. Microrganismos e preparo do inoculo

A atividade antibacteriana dos EBs foi testada em doze bactérias pertencentes
ao laboratorio de biotecnologia de produtos vegetais e microrganismo
Unipar/Umuarama-PR. As cepas de bactérias Gram-positivas foram Staphylococcus
aureus ATCC 29213, Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228), Staphylococcus
aureus Newprov 0023, Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Bacillus cereus (ATCC
12228) e Listeria monocytogenes (ATCC 7644). As cepas de bactérias Gram-negativas
foram Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), Shigella sonnei (ATCC 25931),
Escherichia coli Newprov 0022, Staphylococcus Typhi (ATCC 19214) Escherichia coli
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(ATCC 25922), Esterobacter cloacae Newprov 0083. O indculo foi preparado através de
dilui¢do da massa celular bacteriana a partir do cultivo de 24 h. A concentragao final de
células bacterianas foi ajustada de acordo com a Escala 0,5 de McFarland (1,5 x 108 UFC
mL") em solugdo salina estéril 0,9% e apos realizada a leitura em espectrofotometro
(Spectra Max Plus384) a 625 nm para confirma¢do da concentragdo. A seguir, foi feita
dilui¢do da suspensdo 1:10 em meio da cultura Mueller Hinton Caldo (Kasvi®) obtendo-

se um indculo 1,5 x 103 UFC mL"".

2.4.2. Atividade antibacteriana pelo método de microdilui¢do em caldo e determinag¢do

da concentragao inibitoria minima (CIM) e da concentragdo bactericida minima (CBM)

A concentragdo inibitdria minima (CIM) para cada microrganismo frente aos
EBs foi realizada por meio da técnica de microdilui¢do em caldo usando microplacas de
96 pocos. Para cada microrganismo, foi realizada uma suspensdo padronizada em
solugdo salina conforme descrito no item 2.4./. A CIM foi realizada de acordo com o
método de microdilui¢do em caldo do CLSI [29] com modificagdes para produtos
naturais. Os EB foram testados nas concentragdes entre 0,019 e 20,00 mg mL'. Apos a
diluicao seriada, 50 pul do indculo foi adicionado a cada pogo e submetido a incubagao
a35° Cpor 24 h. A leitura foi realizada com a adi¢ao de 20 pL de revelador 2,3,5-cloreto
de trifeniltetrazolio (Reatec®) a 1,0% em cada pogo seguida de incubagdo das
microplacas a 35° C por 20 min. A CIM foi definida pela menor concentragdo que
resultou na inibicdo do crescimento visual de acordo com o revelador. Foi utilizado
como controle positivo o antibiotico Estreptomicina (Sigma®) (0,0097 - 0,5 mg mL)
[67]. Apos a leitura, 2 pLL de cada pogo foi cultivado em meio de cultura Mueller Hinton
Agar e incubadas a 35 °C por 24 h para determinag¢do da concentragdo bactericida

minima (CBM) do EB frente aos microrganismos estudados.

2.5. Determinagdo da capacidade antioxidante

2.5.1. Determinagdo da atividade antioxidante utilizando o potencial antioxidante de

redugdo férrica (FRAP)
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A preparacdo do reagente FRAP seguiu a metodologia de Benzie e Strain [33],
modificada por Rufino et al. [34], na qual foram combinados 25 mL de tampao acetato
(0,3 M), 2,5 mL de solugao aquosa de 2,4,6-Tris(2-piridil)-estriazina (TPTZ—10 mM),
2,5 mL de solugdo aquosa de cloreto férrico (20 mM) e 3 mL de agua destilada. A
solugdo reagente consistiu em 10 pL dos EB das flores, frutos e folhas de G. integrifolia
nas concentragdes de 1,00, 0,75, 0,50 € 0,25 mg mL! € 290 pL do reagente FRAP em
cada pogo da microplaca. A mistura foi colocada no leitor de microplacas SpectraMax
Plus384 ¢ mantida a 37 °C por 30 minutos. A absorbancia foi lida a 595 nm. A
porcentagem de atividade antioxidante foi calculada usando uma curva padrao de sulfato
ferroso (0-2000 puM). A atividade antioxidante foi expressa em uM de sulfato

ferroso/mg de amostra.

2.5.2. Atividade antioxidante na eliminacdo do radical DPPH

A metodologia descrita por Rufino ef al. [34] foi utilizada para determinar a
capacidade de eliminag¢do do radical livre DPPH. Aliquotas de 10 uL dos EB das flores,
frutos e folhas de G. integrifolia em diferentes concentragdes (1,0, 0,75, 0,5 e 0,25 mg
mL™") e 290 uL de solugao metandlica de DPPHe (60 uM) foram adicionadas a um leitor
de microplacas SpectraMax Plus384 e mantidas por 30 minutos. A absorbancia foi
medida a 515 nm. Para o controle negativo, foram utilizados 10 uL de metanol na
solu¢do de DPPH (60 uM). A capacidade antioxidante total dos extratos e fragdes foi
calculada utilizando uma solugdo padrao de quercetina (60 uM) como referéncia de
100%. Com base na correlacdo entre a absorbancia e a concentracdo da amostra
antioxidante, determinou-se a concentragdo necessaria para reduzir 50% dos radicais

livres (ECso).

2.5.3. Método ABTS

Para determinar a atividade antioxidante utilizando o método do radical ABTSe",
foi utilizada a metodologia descrita por Rufino et al. [34]. Inicialmente, o radical
ABTSe+* foi formado a partir da reagdo de 5,0 mL de ABTS 7 mM com 88 pL de
persulfato de potassio 140 mM, os quais foram incubados a temperatura ambiente e ao

abrigo da luz durante 16 horas. Apds esse periodo, 1 mL da solugdo foi diluido em etanol
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até se obter uma solugdo com absorbancia de 0,70 nm + 0,05 nm a 734 nm. Foram
utilizadas microplacas com 96 pocos para realizar a andlise, sendo adicionados a cada
poco 10 uL dos EB das flores, frutos e folhas de G. integrifolia (nas concentragdes de
1,0, 0,75, 0,50 e 0,25 mg/mL) e 290 uL da solucao contendo o radical ABTS+". A
mistura foi colocada no leitor de microplacas SpectraMax Plus384 e a absorbancia foi
determinada apds 30 minutos de reacdo. O antioxidante sintético Trolox foi utilizado
como solucao padrao nas concentragdes de 100, 500, 1000, 1500 e 2000 uM em etanol.
Todas as leituras foram realizadas em triplicata e os resultados foram expressos em mM

de Trolox por grama de extrato.

2.5.4. Teor de Fenois Totais

O teor de fendis totais presentes nos EB das flores, frutos e folhas de G.
integrifolia foi determinado por espectroscopia na regido do visivel, utilizando o método
de Folin-Ciocalteu [68]. As amostras dos extratos foram diluidas em metanol na
concentracdo de 1,0 mg/mL. A solucdo reagente consiste em 155 pL de solucdo de
Folin-Ciocalteu, 125 pL de solugao de carbonato de sddio, seguidos de 20 uL. da amostra
diluida (1 mg/mL) em cada poco da microplaca. A mistura foi deixada em repouso na
auséncia de luz por 60 min e a leitura realizada em leitor de microplacas SpectraMax
Plus384 a 760 nm, em triplicata. A curva de calibragdo foi obtida utilizando sete

dilui¢des de acido gélico (0-100 pg/mL).

2.5.5. Teor de Flavonoides

O teor total de flavonoides foi determinado pelo método colorimétrico de cloreto
de aluminio [69]. Os EB das flores, fruto e folhas de G. integrifolia foram solubilizados
em metanol para obter concentragdes de 1,00, 0,75, 0,50 ¢ 0,25 mg/mL. Uma aliquota
de 0,5 mL dos EB foi misturada com 0,5 mL de solugao de cloreto de aluminio a 2%
(p/v) em metanol e mantida a temperatura ambiente por 10 minutos. A leitura de
absorbancia foi determinada a 425 nm. A solucao de cloreto de aluminio foi usada como
controle analitico. A concentrag¢do de flavonoides foi calculada de acordo com a curva
padrao da quercetina (5 - 40 pg/mL). Os resultados foram expressos em pg de

equivalentes de quercetina por mg de EB.
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2.6. Preparacdo da solu¢do polimérica

Solugdes poliméricas foram preparadas dissolvendo 1,0100 g de Poli
Etilcelulose (Sigma-Aldrich) em 2,5 mL de tetrahidrofurano (Neon, Brasil) ¢ 7,5 mL de
dimetilacetamida (Sigma-Aldrich). A essa solucao foi adicionado EB de G. integrifolia,
extraido da flor, fruto e folha. A proporcao utilizada para os EB foi de 10% (0,1000 g)
em relagdo a massa do polimero. A solucdo foi mantida sob agitagdo magnética por 24
h a 20 °C e, em seguida, submetida ao processo de eletrofiagdo [12]. Estudos

comparativos foram realizados com membranas poliméricas sem adi¢do de EB.

2.7. Parametros para eletrofia¢do

A eletrofiacdo foi realizada em um eletrofiador com coletor rotativo de 20 cm a
1000 rpm, a = 20 °C, umidade relativa do ar = 30 %. As solug¢des foram colocadas em
uma seringa de vidro graduada de 10 mL, de acordo com a quantidade de cada solugdo, e
acoplada a uma agulha de diametro interno de 0,7 mm. A seringa foi anexada a uma
bomba de ejegdo com fluxo de 0,73 - 0,98 mL h™! e tensdo de 18-20 kV. O coletor rotativo
foi posicionado alinhando-se a ponta da agulha a uma distancia de 15 cm. Esses

parametros também foram encontrados nos trabalhos de Goes, Hardt e Antunes [30-32].

2.8. Caracterizagdo das nanofibras

O estudo morfolégico das NFs foi obtido usando microscopia eletronica de
varredura (MEV) equipamento Zeiss EVO MA10. As amostras das NFs foram fixadas no
porta amostras com fita dupla face de carbono e metalizadas com uma fina camada de
ouro, metalizador QUORUM. O diametro médio das NFs foi determinado utilizando o
programa de processamento de imagem ImageJ (versdo 1.51) totalizando 100 medi¢des

para cada amostra.

A analise de Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC) foi realizada em
equipamento Shimadzu DSC 60. Aproximadamente 6 mg das amostras foram utilizadas,
aquecendo-se de 30 °C a 300 °C com razdo de aquecimento de 10 °C min-' sob fluxo de

nitrogénio (N2) com vazdo de 50 cm® min™'.
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A estabilidade térmica foi avaliada via Andlise Termogravimétrica (TGA)
utilizando o equipamento termogravimétrico Perkin Elmer (modelo STA 6000).
Aproximadamente 5 mg das amostras foram aquecidas de 30 °C a 600 °C com razao de

aquecimento de 10 °C min’!, sob fluxo de nitrogénio (N2) com vazdo de 50 cm® min™'.

Para observar possiveis alteragdes na superficie das fibras ap6s a incorporagao do
EB, foram realizadas analises nos espectros de Infravermelho com Transformada de
Fourier (FTIR). Os espectros de FTIR das membranas produzidas foram obtidos com o
modulo de Reflectancia Total Atenuada (ATR) em um dispositivo Perkin Elmer (modelo
Frontier). Obtendo os espectros na faixa de nimeros de onda de 4000-400 cm™!, com

resolu¢do de 2 cm™! e um total de 8 acumulagdes.

A Espectroscopia de Fluorescéncia de Raios X por energia dispersiva (EDX) foi
determinada utilizando o equipamento Shimadzu EDX-7200 com faixa de medi¢do do
Naii a Ugo, com voltagem de 4 kV a 50 kV e corrente 1 pA a 1000 pA. A radiacdo X
detectada ¢é especifica dos nimeros atdmicos dos elementos constituintes da amostra,
possibilitando identificagdo e a quantificagdao da concentracao elementar. Foram obtidas
as concentragdes aparentes dos elementos, bem como calculadas as médias das

porcentagens (%).

A resisténcia mecanica das NF foi determinada utilizando uma maquina universal
de ensaios Biopdi/ Brasil. Os filmes foram cortados em tamanho padrdo com dimensdes
de 60 mm x 10 mm. A espessura das amostras foi mensurada com um medidor de
espessura analodgico Mitutoyo, NO.730, 5 vezes em diferentes locais da amostra. Uma
célula de carga de 100 N foi usada para realizar o teste de tragdo com velocidade de
deslocamento 5 mm min™!, a+ 25 °C e umidade relativa de + 30 %. Os parametros obtidos
pela analise foram o Mddulo de elasticidade em MPa, a Tensdo de ruptura em MPa e o

Alongamento em %, e a média desses parametros foi obtida por quintuplicata.

As medi¢des de angulo de contato foram realizadas utilizando um microscopio
USB com ampliacdo de 10 vezes ligado a um computador. Para a andlise uma gota de
agua destilada de 5 pL foi depositada sobre a superficie das NFs. A gota formada foi
monitorada por um periodo tempo de 0 segundos a 300 segundos a temperatura ambiente.

A partir das imagens, o angulo de contato foi determinado por meio do angulo entre a



18

tangente da interface liquido/ar e a tangente entre a interface solido/ar, utilizando o

programa ImagelJ (versdo 1.51).

O grau de intumescimento e perda de massa das NFs foram realizadas a partir do
corte em circulos de 3 cm de didmetro e pesadas (Ms), foram mergulhadas em solugao
tampao fosfato pH 5,75 a temperatura ambiente. Apds 24 h as NFs foram retiradas da
solugdo e com papel filtro retirou-se o excesso superficial da solucdo, em seguida, pesou-

se (Mm) novamente as NFs. O grau de intumescimento foi calculado pela equacao (1).

Intumescimento (%) = | Mm — Ms | x 100 (D)

M;

Para calcular a perda de massa das NFs, apos o estudo de intumescimento as NFs
foram completamente secas na dessecadora a 25 °C por 24 h e pesadas (Mr) novamente.

A perda de massa foi calculada pela equacao (2).

Perda de massa (%) =| Ms-Mr | x 100 2)

M

2.9. Atividade antibacteriana das NFs

A atividade antimicrobiana foi realizada utilizando microplacas de 24 pocos.
Para cada microrganismo, foi realizada uma suspensao padronizada em solu¢do salina
(NaCl). Foram testadas 2 cepas bacterianas Staphylococcus aureus (29213) e
Escherichia coli (25922). Os microrganismos foram provenientes do Laboratdrio de
Biotecnologia de Produtos Vegetais e Microrganismos da Universidade Paranaense.
Para os ensaios foi preparada uma diluicao da massa celular bacteriana a partir do cultivo
de 24 h. A concentracao final de células bacterianas foi ajustada de acordo com a Escala
0,5 de McFarland (1,5 x 10 UFC mL™") em solugdo salina estéril 0,9% e realizada a
leitura em espectrofotdometro (Spectra Max Plus) a 625 nm. A diluicao foi realizada em

suspensdo 1:10 em meio da cultura Mueller Hinton Caldo (Kasvi®) e adicionado a
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microplaca [29]. Nos pocos foram adicionados 990 pL de meio Mueller Hinton Caldo,
os discos (6 mm de didmetro) das NFs de EC incorporados com EB das flores, fruto e
folhas de G. integrifolia, mais 10 uL de indculo. Foram usados como controle o meio
puro com indculo (controle +), os discos da NF de EC pura com indculo, controle
comercial discos de Estreptomicina com in6culo, meio e os filmes impregnados sem
adi¢dao do indculo. A avaliagdo do crescimento das bactérias foi realizada por leitura
espectrofotométrica (Spectra Max Plus 384) dos meios de cultivo em um comprimento
de onda de 600 nm. O valor real do crescimento dos microrganismos foi calculado pelos
valores de absorbancia ap6s 24 h e 48 h, utilizando como branco o meio de cultura isento

do indculo e expressos em porcentagem (%).

2.10 Analise estatistica

Todos os testes foram realizados em triplicatas, bem como os ensaios
antimicrobianos. Os resultados foram submetidos a analise de varidncia (ANOVA), e as
diferengas entre as médias determinadas pelo teste de Tukey (p < 0,05) pelo programa

Statistica® 8.0.

3. Resultados e Discussido
3.1 Composigdo quimica dos extratos brutos

Os extratos brutos apresentaram coloracao verde escura e forte odor de alho,
com rendimento de 20,95% para flores, 15,10% para frutos e 11,70% para folhas. A
composicdo quimica dos extratos brutos foi realizada por HPLC-MS/MS (Tabela 1),
sendo possivel verificar a presenca de compostos fendlicos, vitaminas, alcaloides,
flavonoides e acidos carboxilicos simples, apresentando os compostos quimicos e suas
concentragdes em pg.g' para cada parte da planta. A anélise demonstrou uma
variabilidade significativa na distribui¢cao dos compostos quimicos entre o EB das flores,
frutos e folhas, com exceg¢do para a rutina (> 100 pg.g’") que é o composto majoritéario
em todas as partes da planta analisadas. No entanto, outras substancias apresentam uma

distribuicao mais especifica, como o acido malico, acido nicotinico, vanilina e acido p-
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hidroxibenzoico no EB das flores, sendo o 4cido salicilico (28,14 pg.g™') exclusivo desse
EB. Para o EB dos frutos a catequina (16,19 pg.g!), acido galico (13,60 pg.gt),
epicatequina (19,17 pg.g!) e acido resorcilico (10,61 pg.g') que sdo exclusivos desta
parte da planta. A vanilina (65,03 pg.g™") foi a mais abundante no EB das folhas, seguida

pelo 4cido malico (41,23 pg.g!), mas esse EB ndo apresentou um composto exclusivo.

Os compostos nos EB da flor, fruto e folha de G. integrifolia identificados por
Silva et al. [25] sdo semelhantes aos relatados neste estudo, sendo aminoacidos, saponinas
triterpénicas, glicosideos triterpénicos, flavonoides, vitaminas, acidos organicos e
compostos organossulfurados, como dissulfeto de dipropila e dissulfeto de dibenzila. No
entanto, a andlise por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria
de massa (HPLC) baseou-se na utilizacdo de banco de dados de massas e ndo uma curva

analitica de padrao apresentada neste trabalho.

Tabela 1. Composi¢do quimica do extrato bruto (EB) das flores, frutos e folhas de G. integrifolia por

HPLC-MS/MS.
Composto Flor (ng.g™") Fruto (ng.g™") Folha (ug.g™")
Isovanilina 9,442+ 0,31 8,36 °+ 0,58 9,552+ 0,00
Hidroxibenzaldeido 2.28°+0,13 2,935+0,21 5,67%+0,15
Seringaldeido 437°+£0,36 7,07°+0,19 8,122+ 0,22
Acido Clorogénico 6,262+ 0,16 434°+0,03 3,74¢+ 0,27
Coniferil Aldeido 1,33+0,13 0,55°+ 0,04 2,322+£0,21
Acido sinapico 6,25°+ 0,52 7,222+ 0,37 6,78+ 0,12
Catequina n.d. 16,19+ 0,73 n.d.
Cafeina 0,95+ 0,05 0,94%+ 0,06 1,202+ 0,11
Acido nicotinico 4428+ 0,68 43,46°+ 0,45 26,55°+ 0,51
Acido galico n.d. 13,60 + 0,40 n.d.
Acido siringico 14,222+ 0,42 14,402+ 0,73 5,59+ 0,07
Acido vanilico 29,822+ 0,95 13,11°+0,17 8,15°+ 0,35
Acido salicilico 28,14 £2,59 <0,5 <0,5
Vanilina 43,25¢+0,24 54,88°+ 1,67 65,032+ 1,65
Acido ferrulico 41,09°+ 0,55 85,60*+0,99 35,27°+0,92
Acido p-hidroxibenzoico 40,382+ 1,05 13,79°¢+0,27 19,45+ 0,11
Acido p-cumarico 16,982+ 0,35 10,96°+ 0,26 15,99°+ 0,81
Acido caféico 3,002+ 0,05 3,90+ 0,11 1,90°+ 0,13
Rutina >100 >100 >100
Epicatequina n.d. 19,17+ 0,77 n.d.
Acido quinico 7,32+ 0,07 9,10*+ 0,06 6,40¢+0,18
Acido malico 83,63%+ 1,40 19,17¢+0,77 41,23%+0,88
Acido resorcilico n.d. 10,61 + 044 n.d.
Acido fumarico 24,12°+0,16 31,212+0,03 12,45¢+£0,70

*QOs valores representam a média e o desvio padrdo (+) realizados em triplicata. As letras indicam diferenca significativa entre os

valores pelo Teste de Tukey (p < 0,05). n.d.: ndo detectado.
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3.2 Atividade antibacteriana dos extratos brutos das flores, fruto e folhas de G.

integrifolia

A Tabela 2 apresenta os valores de CIM e CBM obtidos pelo EB das flores, frutos
e folhas de G. integrifolia. Os menores valores de CIM para o EB das flores foi de 20,00
mg mL! para todas as bactérias analisadas, para as folhas foram de 20,00 mg mL! para
S. aureus, S. epidermidis, E. coli, L. monocytogenes, S. aureus, E. coli e E. cloacae
Newprov e para os frutos foram para todas as bactérias 20,00 mg mL"!' com excecdo da
E. cloacae Newprov que foi maior que 20,00 mg mL"!. Para o CBM do EB das flores,
frutos e folhas para todas as bactérias foram maiores que 20,00 mg mL™! (Tabela 2), para
estreptomicina variou de 0,04 a 0,34 mg mL-!. Sendo assim, o ensaio CBM demonstrou
ser bacteriostatico contra todas as cepas utilizadas, uma vez que inibiu o crescimento das
cepas bacterianas selecionadas. Estudos realizados por Arunachalam et al. [36,37],
apresentaram para o EB hidroetanolico das cascas do caule de G. integrifolia CIM de 0,40
mg mL ! para S. aureus (25923), > 0,80 mg mL"! para S. epidermidis (12228), 0,40 mg
mL" para Pseudomonas aeruginosa (27853) e de 0,20 mg mL"! para Escherichia coli
(25922). Constatando que a acdo dos EBs foi bacteriostatica, relataram que o potencial
farmacologico das cascas desta espécie se deve a presenca de substancias acido gélico,
rutina e morina, identificadas por analise de comparagdo com padrdes por HPLC, bem
como compostos de enxofre e taninos. Associando os resultados de Arunachalam et al.
[36, 37] com o presente estudo, o CIM (20,00 mg mL") do EB de G. integrifolia das
folhas, frutos e flores (Tabela 2) foram maiores, apresentando caracteristica

bacteriostatica.
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Tabela 2. Concentragdo inibitoria minima (CIM) e concentragéo bactericida minima (CBM) de EB de G.
integrifolia da folha, fruto e flor e controle positivo estreptomicina.

EB Folha EB Fruto EB Flor Estreptomicina
. (mg.mL™") (mg.mL™") (mg.mL™") (mg.mL™")
Bactéria
CIM CIM CIM CIM
CBM CBM CBM CBM
Gram-positiva
S 20213 20,00 + 0,00° 20,00 + 0,00° 20,00 + 0,00° 0,09 + 0,052
- aureus ( ) > 20,00 > 20,00 > 20,00 0,06 + 0,05
> 20,00 20,00 + 0,00 20,00 + 0,00 0,003 + 0,00°
S. aureus Newprov (0023) > 20.00 > 20,00 > 20,00 0.09 + 0,05
> 20,00 20,00 + 0,00 20,00 + 0,00 0,01 + 0,00
B. cereus (12228) > 20,00 > 20,00 > 20,00 0,29 +0,19
20,00+ 0,00° 20,00 + 0,00 20,00 + 0,00 0,01 + 0,00
§. aureus (25923) > 20,00 > 20,00 > 20,00 0,35+ 0,25
. . 2644 20,00+ 0,00° 20,00 + 0,00 20,00 + 0,00 0,01 + 0,00
- monocytogenes (7644) > 20,00 > 20,00 > 20,00 034 +0.27
o 20,00+ 0,00° 20,00 + 0,00 20,00 + 0,00 0,03 + 0,00
S. epidermidis (12228) > 20,00 > 20,00 > 20,00 0,21 + 0,07
Gram-negativa
S, sonnei (25931) > 20,00 20,00 + 0,00 20,00 + 0,00 0,004 + 0,00°
: > 20,00 > 20,00 > 20,00 0,25 + 0,35
A 20,00+ 0,00° 20,00 + 0,00 20,00 + 0,00 0,001 + 0,00°
E. coli Newprov (0022) 20,00 £ 0,00 > 20,00 > 20,00 0,15+0,10°
. > 20,00 20,00 = 0,00 20,00 = 0,00 0,02 + 0,03
P. aeruginosa (27853) > 20,00 > 20,00 > 20,00 023 +0,24
_ > 20,00 20,00 = 0,00 20,00 = 0,00 0,01 + 0,00
S. Typhi (19214) > 20,00 > 20,00 > 20,00 0,09+ 0,14
A 20,00 £0,00° 20,00 % 0,00 20,00 £ 0,00 0,01 + 0,00
E. coli (25922) > 20,00 > 20,00 > 20,00 0,04 + 0,02
20,00 £ 0,00 > 20,00 20,00 = 0,00 0,03 + 0,00
E. cloacae Newprov (0083) > 20,00 > 20.00 > 20,00 0.13 £ 0,00

*As médias seguidas por letras diferentes na mesma linha para CIM ou para CBM diferem pelo Teste de Tukey (diferenca significativa) teste
(p < 0,05). Bacillus cereus; Enterobacter cloacae Newprov, Escherichia coli; Escherichia cloacae Newprov, Listeria monocytogenes;
Pseudomonas aeruginosa; Salmonella aureus; Staphylococcus aureus; Staphylococcus aureus Newprov,; Staphylococcus epidermidis;
Staphylococcus sonnei; Staphylococcus Typhi. EB: extrato bruto.

3.3 Atividade antioxidante

A atividade antioxidante dos EB das flores, frutos e folhas de G. integrifolia esta
representada na Tabela 3, na qual relaciona a atividade antioxidante usando os métodos

DPPH, FRAP ¢ ABTS. O EB da flor demonstrou a maior capacidade antioxidante no
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teste DPPH, evidenciada pelo menor valor de ECso (3,32 mg.mL™), o que indica a maior
poténcia de sequestro de radicais livres, apresentou maior poder redutor no ensaio FRAP
(0,45 uM FeSOsmg™"). O EB da folha foi significativamente mais eficaz no ensaio ABTS
(20,91 uM trolox mg™!). Analisando a composi¢do quimica dos EB (Tabela 1), a presenca
de substancias consideradas antioxidantes padrdo utilizadas em diversos protocolos,
como rutina, vanilina, catequina, epicatequina, acido galico, entre outros, foi evidente. A
rutina em trabalhos recentes, demonstrou importante efeito antioxidante [38],
principalmente com Silva ef al. [35] que identificou sua presenga nos EB da flor, fruto e

folha de G. integrifolia e revelou sua potente atividade antioxidante celular.

Tabela 3. Capacidade antioxidante do extrato bruto das flores, frutos e folhas de Gallesia integrifolia.

Amostra DPPH! FRAP? ABTS?
EB Flor 3,32+ 0,22° 0,45+0,01° 16,07 + 0,694°
EB Fruto 4,17 +£0,95¢ 0,41 £0,01°¢ 10,51 £ 0,001°¢
EB Folha 4,62 +0,62° 0,41 £0,01¢ 20,91 £ 0,0012
Quercetina 0,001 0,012 - -
Trolox - 9,17+0,01* -

*EB: extrato bruto. *Os valores representam a média + desvio padrio realizados em triplicata. As letras indicam diferenca significativa
entre os valores pelo Teste de Tukey (p < 0,05). 'DPPH: EC50 (mg.mL™"). 2FRAP: uM sulfato ferroso mg"' EB. *ABTS: uM trolox
equivalente mg"' EB.

As Tabelas 4 ¢ 5 detalham o teor de fenois totais e oteor de flavonoides,
mostrando que o EB da flor tem o maior teor de fenois totais (35,59 + 2,19 ng EAG mg"
1, seguido pelo EB do fruto (25.29 + 0,66 ug EAG mg™) e, por fim, pelo EB da folha
(22.17 £ 1.28 ug EAG mg™). O teor fenolico superior do EB da flor corrobora com sua
performance destacada nos ensaios de DPPH e FRAP. O teor de flavonoides mostrou que
o EB da folha (242.97 pug.mg!) possui a maior concentragdo em todas as analises
avaliadas, sendo um forte indicativo da relacdo com sua composicao quimica (Tabela 1),
alta concentragdo de vanilina (65,027 pg.g™') e rutina (>100 pg.g'). Sdo compostos
conhecidos por serem altamente eficazes via transferéncia de elétrons, o principal

mecanismo avaliado pelo ensaio ABTS, no qual apresentou potente atividade.
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Tabela 4. Teor de Fenois Totais (ug de equivalente de acido galico/mg de EB).

Amostra 1 mg 0,75 mg 0,5 mg 0,25 mg

EB Flor 35,59 +2,19Aa 17,01 + 1,29Ba 7,34+ 1,41Ca 1,44 £0,31Da
EB Fruto 25,29 + 0,66Ab 8,46+ 1,01Bc 2,53 +0,70Cb 0,41 + 0,06Db
EB Folha 22,17 £ 1,28Ab 12,32+ 0,16Bb 4,23 +£1,25Cb 0,90 + 0,34Dab

*EB: extrato bruto. Os valores sdo a média e o desvio padrao (+) do experimento realizado em triplicata. Foi empregado a analise de
variancia (ANOVA), e comparagdes multiplas de Tukey com significancia de (p<0.05) para a analise estatistica. Valores com letra
maitscula para andlise em linha, e letra minuscula para analise em coluna.

Para G. integrifolia, a eficacia antioxidante de seus EB depende, de forma crucial,
da concentracao relativa dos compostos em cada parte da planta, e ndo somente do teor
total de fendis e flavonoides. Raizes e folhas compartilham as vias bioquimicas primarias
para a biossintese de flavonoides. Contudo, a regulagdo dessas vias pode ser distinta,
sendo influenciada por sinais de desenvolvimento, demandas metabolicas teciduais

especificas e condi¢cdes ambientais [39].

Tabela 5. Teor de Flavonoides (ug equivalentes de quercetina/mg de EB).
Amostra 1 mg 0,75 mg 0,5 mg 0,25 mg
EB Flor 113,08 £ 1,73Ac 89,12 + 1,13Bc 89,10 + 0,76Bc 93,76 + 3,65Bc¢
EB Fruto 184,65 + 0,60Ab 168,58 + 7,42Ab 150,70 + 41,20Ab 167,79 + 8,70Ab
EB Folha 242,97 £4,58Aa 237,01 +6,35ABa 220,15 +5,59Ca 225,02 +4,83BCa

*EB: extrato bruto. Os valores sdo a média e o desvio padrdo (+) do experimento realizado em triplicata. Foi empregado a analise de
variancia (ANOVA), e comparagdes multiplas de Tukey com significancia de (p<0.05) para a analise estatistica. Valores com letra
maitscula para analise em linha, e letra miniscula para analise em coluna.

3.4 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

A analise por microscopia eletronica de varredura ¢ usada para examinar
superficies de materiais, avaliando principalmente aspectos superficiais [40]. A
morfologia e o diametro médio das NFs eletrofiadas de EC puro e incorporadas com EB
da flor, fruto e folha de G. integrifolia foram estudadas via MEV e programa Image J,
como mostra a Figura 1. Foi possivel observar a formacdo de fibras, em escala
nanométrica, com didmetro médio variando de 250,83 nm (Fig. 2 — 1a) para EC pura e
para as fibras incorporadas 1b (Flor), 1c¢ (Fruto) e 1d (Folha) didmetro médio de 253,15;
271,51 e 351,65 nm, respectivamente. Observa-se que tanto na NF de EC pura, quanto
nas NFs incorporadas com EB, apresentaram membranas homogéneas, lisas e com poucas
e/ou auséncia de imperfeicoes (beads). A NF do EB da folha detém um didmetro médio
maior (351,65 nm + 14,38) quando comparada com as NFs incorporadas com EB da flor,

fruto e EC. Isso pode ser causado pelas interagdes intermoleculares incluindo ligagdes de
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hidrogénio entre as cadeias moleculares (Tabela 1) dentro do EB da folha e a EC [41]. As
mudangas observadas na viscosidade da solucao polimérica de EC com a adicao de EB
da folha podem estar relacionadas a alteracdo no didmetro médio das fibras, sendo EB

mais viscoso e tende a engrossar a fibra eletrofiada [42].

Rashid et al. [16] incorporaram extrato da casca de laranja amarga (6%, 12% e
20% em peso) em NFs eletrofiadas com etilcelulose e proteina isolada de soja (1:1) e
observaram que o diametro médio das NFs aumentou ligeiramente com diametros de
221,24, 222,13 e 244,8 nm, respectivamente, contra 185,33 nm da NF pura. Essa mudanga
foi atribuida aos desvios na condutividade da solu¢do polimérica apés a adicdo dos
extratos de laranja. A elevacao da condutividade elétrica da solugdo também influencia
significativamente o processo de fiagdo. Uma maior condutividade exige uma densidade
de carga maior para a formacao do jato, resultando em uma variacdo do didmetro da NF
[43, 44]. Canga et al. [68] descobriram que a adi¢do de extrato do fruto de Viburnum
opulus L. as NFs de acetato de celulose reduziu a condutividade, aumentou a viscosidade

e, portanto, aumentou o diametro das NFs.

No presente estudo, o HPLC-MS/MS do EB da folha (Tabela 1) apresentou como
majoritdrios os compostos vanilina e 4acido malico, além dos compostos
organosulfurados, identificados em um estudo recente com EB da flor, fruto e folha de G.
integrifolia [25], responsaveis pelo aroma de alho e atividades bioldgicas. Assim, ao
observar a estrutura do polimero etilcelulose (Figura 1), nota-se a possibilidade de
interacdes intermoleculares com os principais compostos dos EB, incluindo ligagdes de
hidrogénio, corroborando com as mudangas promovidas pelas solugdes poliméricas, bem

como ter causada melhorias na compatibilidade da solucdo [41].

OR

O o——
OR O R4
OR
o
R1\ Q R =H ou C,H,

R, = unidades de etilcelulose

OR

n

Figura 1: Formula estrutural do mondmero da etilcelulose. Fonte: do autor.
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Facchi et al., [46] correlacionaram o aumento no didmetro médio das NFs com a
elevagdo da viscosidade da solugdo. Essa alteragdo reologica atribuida ao incremento na
interagdo poliméricas, impde maior resisténcia ao alongamento do jato sob o campo
elétrico. A consequente diminui¢do na extensdo e tempo de estiramento do jato resulta na

formagao de fibras com maior didmetro [45, 46].
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Figura 2: Microscopia eletronica de varredura e didmetro médio das NFs: 1a — NF de etilcelulose sem
incorporagdo; 1b - NF incorporada com EB da flor de Gallesia integrifolia; 1c - NF incorporada com EB
do fruto; 1d - NF incorporada com EB da folha. NF: nanofibra, EB: extrato bruto.

3.5 FTIR

As interacdes intermoleculares das NFs desenvolvidas foram estudadas via
analise FTIR. Os espectros das NFs eletrofiadas de EC pura e incorporadas com EB da
flor, fruto e folha de G. integrifolia sao apresentadas na Figura 3. O espectro da NF de
EC puro representou uma banda em torno de 3485 cm™!, caracteristica do alongamento
O-H, na regido de 2970 - 2860 cm™!, observa-se a presenc¢a da vibragdo de estiramento C-
H (alifatico). Além disso, sdo evidenciadas bandas em torno de 1370 e 1050 cm,
correspondendo ao alongamento C-O-C e ao alongamento C-O, respectivamente [16,47].
As bandas caracteristicas dos EB da flor, fruto e folha de G. integrifolia estdo presentes
em 3320 cm™!, sendo estiramento O-H caracteristico de compostos fenolico e flavonoides.
Entre 2970 e 2921 ¢cm™ estiramento C-H (alifatico), possivelmente de componentes
lipidicos, 1619 cm™ estiramento (C=C aromatico/C=0 conjugado), 1384 cm’!
deformagio simétrica C-H de triterpenos e 1048 cm™! referente ao estiramento C-O de

glicosideos de flavonoides [47].
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Figura 3: Infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) de 3a (EC/EB Flor) etilcelulose incorporada
com EB da flor, 3b (EC/EB Fruto) etilcelulose incorporada com EB do fruto e 3c (EC/EB Folha) etilcelulose

incorporada com EB da folha.
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Ao analisar o espectro da NF de EC pura com as outras NFs incorporadas com EB
contendo, pode-se confirmar que ndo ha diferencas significativas, indicando que os

compostos presentes nos EB possuem bandas vibracionais na mesma regiao que a EC.

3.6 Analises de TGA

As formas de degradagdo térmica das NFs de EC pura e incorporadas com EB da
flor, fruto e folha de G. integrifolia sao apresentadas na Figura 4. A primeira fase de
decomposicao (25 - 150 °C) foi relacionada a perda de teor de dgua livre e compostos
volateis presentes nos EB. A segunda e principal perda aconteceu apds 200 °C até 430 °C
e estd geralmente relacionada a decomposigao térmica da estrutura do polimero EC, bem
como a degradacao dos compostos dos EB incorporados [41]. A andlise dos termogramas
(Figura 4a) revela que a EC pura, EC/EB Flor e EC/EB Folha apresentaram perfis de
degradagdo térmica muito semelhantes. O inicio da perda de massa acentuada
(degradacao principal) ocorre na mesma faixa de temperatura (Tonset = 324 °C), sugerindo
que a incorporagdo dos EBs ndo alterou significativamente a resisténcia térmica da matriz

polimérica.
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Figura 4: 4a. Analise Termogravimétrica (TGA) das NFs de (EC), (EC/EB Flor) etilcelulose incorporada
com EB da flor, (EC/EB Fruto) etilcelulose incorporada com EB do fruto ¢ (EC/EB Folha) etilcelulose
incorporada com EB da folha. 4b. Primeira derivada (dATGA) das NFs eletrofiadas.
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Figura 4 (cont.): 4a. Andlise Termogravimétrica (TGA) das NFs de (EC), (EC/EB Flor) etilcelulose
incorporada com EB da flor, (EC/EB Fruto) etilcelulose incorporada com EB do fruto ¢ (EC/EB Folha)
etilcelulose incorporada com EB da folha. 4b. Primeira derivada (dTGA) das NFs eletrofiadas.

Ao avaliar primeira derivada da termogravimetria (dTGA) (Figura 4b), o pico de
degradacdo para as curvas das NFs de EC incorporada com EB da flor, fruto e foha de G.
integrifolia ocorre em uma temperatura ligeiramente superior, em torno de 347°C quando
comparado NF de EC pura (340 °C). Isso indica que a incorporacdao dos EBs ndo
compromete a estabilidade térmica da matriz polimérica, mas oferece uma resisténcia
térmica adicional. Rashidi et al. [16] apresentou para NFs de EC/ proteina isolada de soja
(1:1) incorporadas com extrato da casca de laranja amarga (20 % em peso) resultados
semelhantes, sugerindo aumento na estabilidade térmica da NF devido a formagdo de

ligagdes de hidrogénio entre os grupos hidroxila do extrato e a matriz polimérica.

3.7 Analises de DSC

A calorimetria € uma técnica fundamental para mensurar as propriedades térmicas
dos materiais, estabelecendo uma conexdo entre a temperatura e as propriedades fisicas
especificas das substancias [49]. As andlises de DSC para as NFs de EC eletrofiadas com
incorporagdo do EB de G. integrifolia, estaio demonstradas na Figura 5, onde € possivel

observar a presenca de trés picos. O pico 1 entre 25 -100 °C da NF de EC pura esta
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associado a uma perda inicial de 4gua adsorvida no material e fragdes leves do EB.
Davidovich et al. [50], realizou repetigdes da analise de DSC com a EC e ao submeter o
material a uma segunda rampa de aquecimento, o pico endotérmico nesta faixa de
temperatura deixou de ser observado, comprovando essa associagdo com a perda de dgua.
As curvas dos EC/EB Flor, EC/EB Folha e EC/EB Fruto apresentam uma queda
acentuada no fluxo de calor (Pico 1). A amostra com EB do Fruto exibe o pico mais
intenso, centrado em aproximadamente 75°C. A intensidade maior nas amostras com EB,
em comparagdo com a EC pura, indica que a incorporacdo dos EB aumentou a

hidrofilicidade ou a capacidade de reten¢ao de umidade/solventes do material.

O pico 2 entre 125°C — 175°C, o comportamento térmico se inverte para um fluxo
exotérmico. A temperatura de transicdo vitrea (T) para EC pura ocorre na faixa de 120 a
135 °C, como ¢ considerada um material com elevada rigidez, a mudanga na linha de base
do termograma ¢ relativamente sutil, o que dificulta a deteccdo desta transi¢ao [48,50].
Para a NF de EC pura eletrofiada a Tg ficou em torno de 130 °C, sem cristalizacdo
significativa. As amostras EC/EB Flor (vermelho), Folha (verde) e Fruto (azul) mostram
picos exotérmicos largos, isso sugere que, ao serem aquecidas, as cadeias poliméricas (ou
os componentes dos EB) ganham mobilidade suficiente para se reorganizarem em uma
estrutura cristalina ordenada antes de fundirem. A presenca dos extratos parece facilitar

ou induzir essa cristaliza¢do que nao ocorre na EC pura.

O pico (3) em 235 °C para EC pura podem estar associados sua fusdo. A faixa
de fusdo, em torno de 180 °C, e o comportamento da EC apresentam incertezas, uma vez
que suas propriedades fisico-quimicas sdo fortemente influenciadas pelo grau de
substituicdo ao longo da cadeia polimérica (Figura 1). Embora esse evento possa estar
associado a temperatura de fusdo do material, a possibilidade de uma reagdo de oxidacao
concomitante ndo estd bem estabelecida na literatura [48]. As NFs de EC/EB Fruto e
EC/EB Folha apresentam os picos de fusdo mais definidos e intensos, com temperatura
de pico em torno de 235 °C, a presenga de picos tao definidos confirma que a adi¢cdo dos
EB aumentou significativamente a cristalinidade do sistema final. O material passa a ter

um ponto de fusdo definido, ao contrario da matriz pura.
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Figura 5: Analise Calorimetria Exploratdria Diferencial (DSC) das NFs de (EC) etilcelulose pura, (EC/EB
Flor) etilcelulose incorporada com EB da flor, (EC/EB Fruto) etilcelulose incorporada com EB do fruto e
(EC/EB Folha) etilcelulose incorporada com EB da folha.

Nesse caso, a formacao de ligagcdes de hidrogénio poderia levar a mudangas nas
interagdes intermoleculares entre as NFs de EC com os compostos presentes em cada EB,
principalmente, a rutina (Tabela 1) composto majoritario nos trés EB, afetando suas
propriedades térmicas [51,52]. Em contrapartida, materiais amorfos, com estrutura
desorganizada, apresentam menor energia de fusdo devido a menor quantidade de

interagdes a serem rompidas [53].

As analises térmicas combinadas (TGA e DSC) demonstraram que a incorporagao
dos EB de G. integrifolia modificou a estrutura molecular e a estabilidade térmica das
NFs de EC. Os dados de DSC revelaram que os EBs, atuam como agentes nucleantes
eficazes, induzindo fendmenos de cristalizacdo e estabelecendo um ponto de fusdo
cristalina definido (T») em torno de 235°C, uma transi¢cao de fase ndo observada na NF
de EC pura, que apresenta carater predominantemente amorfo. Segundo Silva ef al. [69]
compostos naturais podem atuar como agentes nucleantes, reduzindo a barreira de energia
para a organizacao das cadeias poliméricas e promovendo a cristalizagdo, comportamento

distinto da EC pura, tipicamente amorfa [50].
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3.8 Analises de EDX

A utilizagdo da EDX como ferramenta analitica foi crucial para confirmar a
composi¢ao elementar de superficie das NFs de EC incorporadas com EB de G.
integrifolia. Os resultados obtidos, evidenciados na Tabela 6, demonstraram que o
carbono ¢ o elemento predominante, alinhado com a estrutura quimica esperada para este

polimero.

Tabela 6. Resultados dos teores elementares das NFs EC incorporadas com EB da flor, fruto e folha de
G. integrifolia.

a o,
Elemento Quimico Propor¢ao (%)
EC EC/EB Flor EC/EB Fruto EC/EB Folha
Al 0,478 £0,18 0,054 0,01 0,447 £0,01 0,071 £0,01
S 0,039 + 0,00 0,325+ 0,00 3,593 £0,02 0,142 £ 0,00
Ca 0,227 + 0,00 0,008 = 0,00 - 0,010 + 0,00
Ag 0,011 +0,00 0,020 + 0,00 -- --
Fe 0,006 + 0,00 0,006 = 0,00 0,010 £ 0,00 0,005 £ 0,00
Sm 0,006 £+ 0,00 -- 0,010 £ 0,00 0,004 £ 0,00
Cu 0,005 £ 0,00 0,004 + 0,00 0,007 £ 0,00 0,004 £ 0,00
Cr 0,004 + 0,00 0,002 + 0,00 0,008 £ 0,00 0,002 £ 0,00
Mo 0,003 + 0,00 0,003 = 0,00 0,003 = 0,00 -
K - 0,349 + 0,00 1,417+ 0,01 0,054 + 0,00
P -- -- 0,076 £ 0,01 --
Zn -- -- 0,002 £ 0,00 0,002 £ 0,00
C 99,215 99,217 94,366 99,689
99,994 99,988 99,939 99,983

*EC: etilcelulose, EB: extrato bruto, NFs: nanofibras.

A identificagdo dos elementos quimicos presentes nas superficies da NF
incorporada com EB da Flor de G. integrifolia indicou a presenca de enxofre (0,325%),
sugerindo a presenca de compostos organossulfurados nesta NF. Esses resultados
sugerem que os compostos sulfurados presentes no EB da Flor foram incorporados a
matriz da NF. O teor de enxofre na NF incorporado com os EB do Fruto (3,593%) e da
Folha (0,142%) também evidenciaram a absorcdo dos compostos organossulfurados
presentes em cada NF, indo de encontro com os compostos organossulfurados dissulfeto
de dipropila e dissulfeto de dibenzila, identificados por UHPLC-MS, presentes nos EB
da flor, fruto e folha de G. integrifolia relatados por Silva et al. [25], bem como o forte

odor de alho presente em cada NF incorporada apresentada pelo presente trabalho.
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Conforme revisado por Forouzande et al. [71], a incorporagdo de extratos
medicinais brutos em nanofibras eletrofiadas exige técnicas de caracteriza¢do avangada
para garantir a homogeneidade e a retengao da bioatividade, sendo a analise elementar

uma ferramenta chave nesse processo.

3.9 Analise mecdnica

Os ensaios de resisténcia a tracao para as NFs de EC pura e incorporadas com os
EB de G. integrifolia estdo representados na Tabela 7, com os valores de resisténcia a
tracao, alongamento na ruptura e modulo de elasticidade. As caracteristicas mecanicas da
NFs de EC incorporadas com EB foram alteradas com relacdo a NF de EC pura. A
incorporagao do EB da Flor levou ao aumento da resisténcia mecanica da NF, 6 =2,16 +
0,02 MPa, contra ¢ =1,40 + 0,08 MPa da EC pura, houve também um aumento no
alongamento com € = 11,06 £ 0,65 %, contra € = 9,29 + 0,17 %, respectivamente. O que
deixa a NF de EC/EB Flor mais ductil, ou seja, pode ser deformada plasticamente em
maior extensdo antes de romper e geralmente mais facil de moldar e processar. Com
relagdo ao modulo elasticidade, a NF com EB da Flor diminuiu (43,69 + 2,60 Mpa),
deixando a NF menos rigida com relagdao a NF de EC pura (60,30 £ 1,67 Mpa).

Tabela 7. Parametros obtidos a partir das andlises mecanicas das NFs.

Moédulo de Elasticidade
NFs (o) (Mpa) © (%) MPa)
EC 1,40 £ 0,08 9,29+0,17 60,30 £ 1,67
EC/EB Flor 2,16 £ 0,02 11,06 = 0,65 43,69 £ 2,60
EC/EB Fruto 0,95 £ 0,06 12,91 + 2,44 23,00+ 2,74
EC/EB Folha 0,93+0,11 27,27 +1,79 20,18 £0,27

6 — Tensao de ruptura em Mpa; € - Alongamento em %; Modulo de elasticidade em Mpa [54]. *EC: etilcelulose, EB: extrato bruto,
NFs: nanofibras.

Na comparacdo das NFs incorporadas com EB do Fruto e Folha, o mddulo
elasticidade diminuiu significativamente (23,00 = 2,74 Mpa) e (20,18 + 0,27 Mpa),
respectivamente, deixando a fibra menos rigida e menos resistentes a deformagdes
permanentes. Com relagdo a resisténcia mecanica, as NFs do EB do Fruto e Folha houve
reducdo, com ¢ = 0,95 = 0,06 Mpa para o Futo e 6 = 0,93 = 0,11 Mpa para a Folha, no

entanto, para o alongamento houve um aumento com € = 12,91 + 2,44 % para o Fruto e
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um aumento consideravel para a Folha com € = 27,27 £ 1,79 %, deixando as NFs
densamente compactadas [55]. Esses resultados sdo consistentes com o efeito
plastificante relatado por Atarés e Chiralt [72], onde componentes de baixo peso

molecular se intercalam nas cadeias poliméricas aumentando a ductilidade do material.

De modo geral, todas as NF incorporadas com EB de G. integrifolia houve
alteracdo na resisténcia mecanica, mostrando que ha interagdo intermolecular entre as
cadeias poliméricas da EC e os compostos presentes em cada EB incorporado, como
apresentado na Tabela 1, fato de a NF mudar de dura (EC pura) para flexivel (EC/EB),
sugere que o EB estd presente na estrutura polimérica. Dado que as NFs ideais sdo
caracterizadas por um elevado limite de resisténcia a tracdo e modulo de elasticidade
correlacionado a uma reduzida deformagao na ruptura, os melhores resultados para o teste
de andlise mecanica foram para as NFs EC/EB Flor e EC/EB Fruto. Consequentemente,
sustenta-se a viabilidade destas NFs para o desenvolvimento de possiveis curativos para
feridas, conforme estudos prévios na area [56]. Rashidi et al. [16] eletrofiou NFs de
EC/Soja (1:1) incorporadas com extrato da casca de laranja amarga (20 % em peso) e
apresentou resultados semelhantes, no qual a resisténcia a tragdo aumentou pela adi¢ao
do extrato, atribuindo a compatibilidade da solugdao polimérica nessa propor¢do e as

interacoes de ligagdes de hidrogénio que ocorrem entre elas.

3.10 Angulo de contato com a dgua

A hidrofilicidade da membrana, ou seja, sua capacidade de interagir com a agua,
¢ um fator determinante em diversas aplicacdes biomédicas. Essa propriedade pode
influenciar significativamente a liberagdo controlada de fairmacos e a interagao das células

com o material, como a adesao e o crescimento [54,57].

Uma maneira de quantificar a hidrofilicidade de uma superficie ¢ medindo o
angulo de contato com a agua. Esse angulo revela o comportamento da 4gua em contato
com a superficie, angulos menores que 90° indicam superficies hidrofilicas, enquanto
angulos maiores que 90° caracterizam superficies hidrofobicas [58]. A Tabela 8, mostra
os valores de angulo de contato correspondente as NFs dos EB da Flor, Fruto e Folha de
G. integrifolia. A incorporacdo do EB do Fruto foi a unica NF que sofreu diminuigdo

gradual nos valores do angulo de contato, em 0 segundos com 123,03 + 0.04° e 900
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segundos 0,00°, sendo que a NF de EC pura iniciou em 132,85 £+ 4,31° e terminou em
117,80 + 6,86°, permanecendo praticamente constante, Li et al. [59] relataram angulos de
contato com a agua superiores a 120° para membranas contendo o polimero EC. Esse
comportamento demostra uma alteracdo na molhabilidade da superficie da NF com EB
do Fruto, bem como seu carater hidrofilico, sugerindo que os compostos bioativos
exclusivos como, catequina, epicatequina, flavonoides e organossulfurados (Tabela 1 e

6) podem estar interagindo com a agua na superficie da NF.

Tabela 8. Angulo de contato das NFs de EC pura e incorporadas com EB de G. integrifolia.

Angulo de Contato (°)

NF
0s 120s 300s 600s 900s
EC 132,85 +4,31 128,65+ 0,57 124,40 £ 1,91 122,50+0,85 117,80 + 6,86
EC/EB Flor 129,45+ 3,89 125,40 + 8,66 125,10 £2,03 124,60 £ 1,86 123,85+ 0,96
EC/EB Fruto 123,03 + 0,04 63,38 +£2,79 54,13 £4,07 0,00 + 0,00 0,00 +£ 0,00

EC/EB Folha 121,85+4,31 122,13 £ 3,71 123,30 £ 2,12 126,35 +£0,49 124,75+ 5,30

*EC: etilcelulose, EB: extrato bruto, NFs: nanofibras.

Para as NFs de EC incorporada com EB da Flor e Folha o angulo de contato
permaneceu basicamente constante durante todo o teste, como mostra a Tabela 8,
indicando superficies hidrofobicas. O EB da Flor, de acordo com a Tabela 1, apresentou
o composto acido salicilico (28,139 pg.g™!') como identidade desse extrato, sendo pouco
soluvel em 4gua, o que ratifica esse comportamento hidrofobico da NF incorporada. Para
o EB da Folha os compostos majoritarios sdo a rutina (> 100 pg.g™") e vanilina (65,027
ng.g!) que sdo pouco soliveis em agua, contribuindo para manter a hidrofobicidade da

NF.

Liu et al. [51] enfatizam que a arquitetura e o alinhamento das NFs eletrofiadas
podem influenciar significativamente o comportamento celular, incluindo adesao,
proliferacdo e diferenciagcdo, independentemente da hidrofobicidade do material. A
propriedade de molhabilidade da superficie ¢ essencial na proliferagdo celular e adesdo
celular, sendo as superficies com caracteristicas hidrofilicas mais responsivas a adesao

celular [52].
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3.11 Grau de intumescimento e perda de massa

O grau de intumescimento representa a capacidade de uma NF absorver um
liquido e aumentar seu volume, enquanto a perda de massa das NFs corresponde a
quantidade de material que ¢ perdida pela NF ao longo do tempo, geralmente devido a
dissolu¢dao em um liquido ou degradagdo. A Figura 6 apresenta os resultados para essas
duas andlises apos 24 horas de teste em agua com a NF de EC pura e incorporadas com

os EB da Flor, Fruto e Folha de G. integrifolia.

1600

1400 — ntumescimento (%)  =#==Perda de massa (%)

1200
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EC/EB Flor EC/EB Fruto EC/EB Folha EC

Figura 6: Grau de intumescimento e perda de massa das NFs de (EC) etilcelulose pura, (EC/EB Flor)
etilcelulose incorporada com extrato bruto da flor, (EC/EB Fruto) etilcelulose incorporada com extrato
bruto do fruto e (EC/EB Folha) etilcelulose incorporada com extrato bruto da folha.

Os resultados apresentados na Figura 6 mostram que a capacidade de
intumescimento da NF incorporada com EB da Flor de G. integrifolia (358,50 %) reduziu
frente a NF de EC (574,00 %), o EB da Flor apresenta um marcador distinto, o acido
salicilico com 28,139 ng.g”!' (enquanto nas outras amostras ¢ <0,5 pg.g’!) (Tabela 1),
possui baixa solubilidade em agua e carater lipofilico, o que pode criar uma barreira a
entrada de dgua na NF. Para a NF de EB da Folha (566,06 %) teve intumescimento
proximo ao da EC pura, tem alta concentragio de vanilina (65,027 pug.g™!) e rutina (> 100

ng.g) (Tabela 1), possivelmente alteraram a absor¢io da matriz de polimérica.

A NF com EB do Fruto apresentou um elevado intumescimento (1540,63 %)

frente a NF de EC pura, corroborando com o resultado apresentado no teste de angulo de
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contato que revelou seu carater hidrofilico (Tabela 8), a presenca de catequina (16,193
ng.g) e epicatequina (19,171 pg.g™!) (Tabela 1) foram detectadas apenas no EB do fruto.
Estes sdo flavonoides ricos em grupos hidroxila (-OH), que aumentou drasticamente a
afinidade da fibra com a agua (hidrofilicidade), a presenca exclusiva de acido gélico
(13,603 pg.g ) e acido resorcilico (10,611 pg.g!) no Fruto, provavelmente contribui para
a retencdo de dgua na matriz polimérica. Morais et al. [73], demonstraram que a
incorporagdo de compostos fenolicos em matrizes de celulose ou polimeros similares
aumentou a capacidade de intumescimento devido a formagao de ligagdes de hidrogénio

adicionais com a agua.

A perda de massa dessas NFs com EB da Flor e Folha quando comparada a NF
de EC pura houve redugao, sendo 6,00 % para a NF de EC contra 1,98 % e 2,30 % para
NF com EB da Flor e Folha, respectivamente. Para a NF com EB do Fruto houve redugao
para 3,18 %, indicando que as incorporagdes dos EB de G. integrifolia deixaram as NFs

resistentes a agua frente a NF de EC pura.

Os EB incorporados podem ter modificado a superficie das NFs de EC pela
presenca de compostos organossulfurados e suas biomoléculas (Tabela 1 e 6), deixando-
as menos porosas € menos suscetiveis a degradacao para as NFs de EB Flor e Folha, o
que minimiza sua deformacao, rigidez e resisténcia mecanica, ficando de acordo com os
testes de analise mecénica dessas NFs, por outro lado o EB do Fruto incorporado deixou
a NF mais porosa mesmo reduzindo a perda de massa quando comparada com a NF de

EC [60].

3.12. Atividade antibacteriana das Nanofibras

A Tabela 9 detalha a atividade antibacteriana das NFs de EC incorporadas com
EB da Flor, Fruto e a Folha de G. integrifolia, tendo em vista avaliar a eficécia
antibacteriana destas NFs contra duas bactérias importantes, S. aureus e E. coli. A
atividade foi medida por meio da absorbancia (ABS) e percentual entre Relagcdo Controle
(+)/Tratamento (RC/Tr %), com coletas realizadas em periodos de 24 e 48 h. Os
resultados comparam diretamente as NFs incorporadas com o desempenho de um

controle comercial de Estreptomicina, demonstrando as diferengas estatisticamente
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significativas entre os tratamentos. A maior eficécia foi indicada pelo valor mais negativo

da RC/Tr (%).

Tabela 9. Relagdo Controle (+) / Tratamentos (RC/Tr %) da atividade antibacteriana das nanofibras de
etilcelulose (EC) incorporadas com extrato bruto (EB) de G. integrifolia da flor, fruto e folha e controle

estreptomicina.
EC EC/EB Flor EC/EB Fruto EC/EB Folha Estreptomicina
Bactéria
ABS ABS ABS ABS ABS
RC/Tr (%) RC/Tr (%) RC/Tr (%) RC/Tr (%) RC/Tr (%)
S 24 h 31,31° -1,21¢ -22.70¢ 14,96° -18,864
. aureus
(29213)  48h 156,63° 27,26° -37,534 -44.35¢ -2,83b
a b d e c
E coli 24 h 17,20 -23,45 -33,11 -35,53 -27,40
(25922) 48 h 1,80° -53,73b -75,34¢ -71,324 -58,29¢

*As médias seguidas por letras diferentes na mesma linha para RC/Tr diferem pelo Teste de Tukey (diferenga significativa) teste (p <
0,05). Escherichia coli; Staphylococcus aureus. EC: etilcelulose, EB: extrato bruto.

O EC/EB Folha demonstrou maior eficacia contra a bactéria Gram-positivas S.
aureus, apresentando a melhor redugdo de crescimento bacteriano em 48 h, com uma
RC/Tr (%) de -44,35. No entanto, o EC/EB Fruto foi o mais eficaz contra S. aureus nas
primeiras 24 h (RC/Tr % = -22,70) contra -18.86 % da Estreptomicina, mas essa eficicia
foi superada pelo extrato da Folha apos 48 h. Analisando a eficicia contra a bactéria
Gram-negativa E. coli o EC/EB Fruto apresentou o resultado mais expressivo entre todos
os testes, com uma RC/Tr (%) em 48 h de -75,34. Vale ressaltar que EB da Folha também
foi altamente eficaz contra E. coli, sendo o mais eficaz em 24 h (RC/Tr % = -35,53) e
mais eficaz que a Estreptomicina (RC/Tr % = -27,40), mas o extrato do Fruto superou

essa eficacia em 48 h.

O EC/EB Flor apresentou melhor eficacia contra a bactéria S. aureus (RC/Tr % =
-27,26) que o controle Estreptomicina (RC/Tr % = -2,83) em 48 h, mas ndo foi tdo
expressivo quanto os EC/EB do Fruto e Folha. Com relagdo a agdo contra a bactéria E.
coli o EC/EB da Flor (RC/Tr % =-53,73) foi a menor, no entanto, uma acao consideravel

frente ao controle Estreptomicina (RC/Tr % = - 58,29) em 48 h.

Ha uma correlagao direta entre o teor de flavonoides e a atividade antibacteriana,
principalmente para o EB da Folha [25,62]. De acordo com a Tabela 5, o EB da Folha

possui o maior teor de flavonoides (242,97 ug mg™), significativamente superior ao do
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Fruto (184,65 ng mg!) e da Flor (113,08 ug mg™!). Flavonoides sio conhecidos por sua
capacidade de complexar com a parede celular bacteriana e romper membranas. O alto
teor na Folha explica sua superioridade na inibigao tanto de Gram-positivas quanto Gram-
negativas [62]. Além disso, o EB da Folha apresentou a maior concentragdo de vanilina
(65,027 ug g'!) comparada ao Fruto e Flor (Tabela 1). A vanilina é reconhecida por suas
propriedades antimicrobianas, afetando a integridade da membrana citoplasmatica [63,

64].

O EB do Fruto apresentou niveis elevados rutina, 4cido ferrtlico (85,60 ug g') e
vanilina (54,90 pg g'!), como também de catequina, epicatequina e acido galico (Tabela
1), compostos fendlicos com reconhecida agdo antimicrobiana e detectados somente no
Fruto [65,66]. O que comprova também um sinergismo mais eficaz contra as cepas
testadas, principalmente, E. coli, superando o antibiotico de referéncia e sugerindo um
mecanismo de agdo especifico, possivelmente ligado aos seus compostos fenolicos

exclusivos [66].

A capacidade antioxidante também se alinha com a atividade antibacteriana,
dependendo do método de analise. De acordo com a Tabela 3, o EB da Folha demonstrou
a maior capacidade antioxidante pelo método ABTS (20,91 uM mg™), seguido pela Flor
e Fruto. Levando em conta que o método ABTS detecta compostos lipofilicos e
hidrofilicos, a alta atividade aqui corrobora a presenca elevada de flavonoides no EB da
Folha, sugerindo que os mesmos compostos que combatem radicais livres podem estar

atuando no estresse oxidativo ou ruptura de membrana das bactérias analisadas [25].

Estudos conduzidos por Silva ef al. [25] investigaram a atividade antioxidante
celular dos EB da Flor, Fruto e Folha de G. integrifolia, exibindo alto potencial
antioxidante, principalmente para os EB da Flor e Fruto. Nesse estudo, confirmaram a
presenca de quercetina, rutina, entre outros compostos que demonstraram ter
propriedades antioxidantes, bem como anti-inflamatérias e antitumorais [25, 61].
Compostos organossulfurados, como dissulfeto de dipropila e dissulfeto de dibenzila
foram encontrados nos EB de G. integrifolia, no qual age como um antioxidante

potencializando e comprovando a atividade antioxidante celular apresentada [25].

Hé uma quantidade insuficiente de informagdes sobre o potencial bioldgico dos

EB de G. integrifolia incorporados a NF poliméricas. Nossos resultados sobre a atividade
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antibacteriana das NF de EC trazem novos dados sobre o potencial dessa planta aplicada
em materiais biotecnologicos. Mais pesquisas devem ser conduzidas para isolar essas
biomoléculas e aprofundar nossa compreensao sobre suas atividades bioldgicas e novas

formas de aplicagdes.

4. Conclusao

O presente estudo demonstrou o potencial biotecnologico do EB da Flor, Fruto e
Folha de Gallesia integrifolia quando incorporados em nanofibras de etilcelulose. Os EB
apresentaram uma composi¢ao quimica rica e variada de compostos bioativos, contendo
compostos fenodlicos, flavonoides e 4cidos carboxilicos, com a rutina sendo
consistentemente predominante em todas as partes analisadas. Na fabrica¢do das NFs de
EC, a morfologia foi homogénea, e a incorporagdo dos extratos alterou as propriedades
fisicas e mecanicas do material. As NFs de EC/EB Fruto e EC/EB Flor exibiram os
melhores resultados de andlise mecanica, sugerindo viabilidade para o desenvolvimento
de curativos. Biologicamente, as nanofibras funcionalizadas exibiram atividades
bacterianas promissoras. As membranas incorporadas com EB da Folha e do Fruto
demonstraram eficdcia antibacteriana significativa contra Staphylococcus aureus e
Escherichia coli, sugerindo correlagdo ao alto teor de flavonoides e compostos
organossulfurados. Conjuntamente com a capacidade antioxidante comprovada,
especialmente nos extratos da Flor e Folha, estes resultados confirmam que as nanofibras
de EC incorporadas com EB de G. integrifolia possuem potencial farmacoldégico para
aplicacdes biotecnoldgicas, oferecendo um novo material com propriedades antioxidantes
e antibacterianas que utiliza partes da planta que normalmente sdo descartadas,

promovendo a sustentabilidade ambiental € uma economia circular.
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CAPITULO I1*

DESENVOLVIMENTO DE NOVOS BIOMATERIAIS: NANOFIBRAS DE
ETILCELULOSE COM ACAO ANTIBACTERIANA INCORPORADAS COM
OLEO ESSENCIAL DE Gallesia integrifolia

RESUMO: A eletrofiacao tem se mostrado uma técnica promissora para a produgdo de
nanofibras (NFs) poliméricas com aplicagdes em diversas areas, incluindo a biomedicina.
Neste trabalho, foram produzidas NFs de etilcelulose (EC), um polimero biocompativel
e biodegradavel, incorporadas com 6leos essenciais (OEs) extraidos da flor, fruto e folha
de Gallesia integrifolia extraidos pelo método de hidrodestilagdo com duragdo de 3 horas.
O objetivo foi avaliar as caracteristicas térmicas e mecanicas das NFs incorporadas e
explorar suas propriedades antibacterianas, sendo determinado inicialmente os indices
fisico-quimicos densidade, indice de refracdo e poder rotatorio dos OEs, bem como a
identificacdo quimica por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas. As
NFs foram caracterizadas por microscopia eletronica de varredura (MEV), espectroscopia
no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR), andlise termogravimétrica (TGA),
calorimetria exploratoria diferencial (DSC), andlise por energia dispersiva de raios X
(EDX), ensaios mecanicos, de angulo de contato e de intumescimento. A atividade
antimicrobiana foi avaliada em caldo com as NFs eletrofiadas contra as cepas
Staphylococcus aureus e Escherichia coli. Os resultados mostraram que a eletrofiagao
produziu NFs com morfologia homogénea e didmetro médio na faixa de 217 a 250 nm.
A andlise por FTIR confirmou a presenca do grupo tiol (S-H) e grupo dissulfeto (-S-S-).
A incorporagdo dos OEs ndo alterou significativamente a estrutura da EC, mas
influenciou as propriedades térmicas e mecanicas das NFs, deixando menos porosas e
mais susceptivel a degradacdo térmica, além disso, elevou carater hidrofébico diminuindo
sua deformacao e aumentando sua rigidez. Os ensaios antibacterianos indicaram atividade
inibitoria de 55,50% para a NF incorporada com OE da folha e de 17,26 % para o OE da
flor contra a bactéria S. aureus com 48 h de ensaio, frente a 2,83 % do controle
Estreptomicina, contra a bactéria E. coli a inibi¢do para o OE folha foi de 66,00 %,
seguido do OE do fruto 56,11 % e do OE da flor 45,14 % em 48 h de ensaio, frente a
Estreptomicina (58,29 %). As NFs incorporadas com os OEs de G. integrifolia
demostraram ser promissoras no desenvolvimento de novos materiais médicos com a¢ao
antibacteriana, necessitando de pesquisas adicionais de modo a aprofundar e aperfeigoar
seu uso e acdo do 6leo essencial impregnado.

Palavras-chave: Eletrofiagdao; Nanofibras de etilcelulose; Atividade antibacteriana; Pau
d’alho; Propriedades térmicas e mecanicas.

*Este capitulo foi redigido e formatado em conformidade com as normas da
Associacio Brasileira de Normas Técnicas (ABNT) NBR 10520:2023.
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1. Introducao

A eletrofiacdo € uma técnica altamente eficaz que sintetiza nanofibras (NFs) com
propriedades unicas, com alta area superficial, porosidade controlavel e simulagao
estrutural da matriz extracelular, tornando-as promissoras como ferramenta destinadas a
formagao de curativos (Wang et al., 2024, Liu et al., 2024). Essa morfologia ajustavel
facilita a permeabilidade a gases e liquidos, combinada com a possibilidade de incorporar
agentes antimicrobianos, posicionando os materiais eletrofiados como candidatos
promissores para um amplo espectro de aplicagdes biomédicas, incluindo cicatrizagdo de
feridas e liberagdo de farmacos (Saba; Hadi; Siavash, 2023, Maran; Jeyachandran;

Kimura, 2024).

A eletrofiagdo € uma técnica que utiliza forcas eletrostaticas para produzir fibras
ultrafinas, ou seja, NFs a partir de polimeros. Um campo elétrico intenso transforma um
jato de polimero em um fino filamento que se solidifica ao contato com um coletor

(Mercante et al., 2021). A Figura 1 representa um sistema completo de eletrofiagdo.

trolador do coletor

Figura 1: Representac@o de um sistema de eletrofiagdo. Fonte: do autor.

A pele, maior 6rgdo do corpo humano, ¢ muito mais do que uma simples
cobertura, desempenha um papel crucial em diversas fungdes vitais, desde a protecdo
contra agressdes externas até a regulacdo da temperatura corporal. A epiderme e a derme
sdo ricas em células imunes, formando uma barreira protetora contra patogenos (Matejuk,
2018; Sorg et al., 2017). Quando essa barreira ¢ rompida causando um ferimento, o risco

de infec¢do aumenta significativamente (Kadam et al., 2019).
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A cobertura da ferida com biomateriais atua como uma plataforma terapéutica,
auxiliando na cicatrizacdo, estes materiais devem ser capazes de absorver o excesso de
exsudato, além de serem biocompativeis e bioativos. Essas caracteristicas incluem
propriedades antimicrobianas e antioxidantes, que auxiliam no combate a infec¢do e na
promoc¢ao da regeneragdo tecidual (Shi et al., 2020). Devido a sua versatilidade e
capacidade de adaptacdo, os polimeros se destacam como bases promissoras para o
desenvolvimento de sistemas avancados de curativos, capazes de promover a cicatrizagao

de forma eficiente e segura (Liang et al., 2024; Tudoroiu et al., 2021).

A etilcelulose (EC), um polimero biodegradavel naturalmente derivado da
celulose, tem demonstrado ser um material promissor para a produ¢ao de NFs em diversas
aplicagdes, especialmente na area biomédica. Sua natureza ¢ atoxica, possui boa
estabilidade na presenca de luz, calor, oxigénio e umidade. Suas propriedades, como
biocompatibilidade, excelente resisténcia mecanica e capacidade de liberacdo controlada
de substancias incorporadas a NF, tornam a EC uma candidata ideal para a fabricacao de
curativos. Além disso, o baixo custo de producdo da EC contribui para a viabilidade
econdmica de sua utilizacdo (Seddiqi et al., 2021; Yang et al., 2014). A Figura 2

representa a formula estrutural do mondmero da etilcelulose.

OR

O o——
OR o R4
OR

\ R=HouC,H;

R, = unidades de etilcelulose

OR

Figura 2: Formula estrutural do mondmero da etilcelulose. Fonte: do autor.

A estrutura da EC ¢ caracterizada por alta proporcao de regioes amorfas e poucas
regides cristalinas. A extensdo dessas regides cristalinas varia de acordo com as condi¢des
de sintese e os tratamentos quimicos a que a EC ¢ submetida. A cristalinidade da EC ¢

atribuida as ligagdes de hidrogénio que se estabelecem entre os trés grupos hidroxila
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presentes em cada unidade de glicose. No entanto, na EC, a substituicdo dos grupos
hidroxila por grupos etila leva a redugdo dessas ligagdes de hidrogénio, comprometendo
a formacgao de regides cristalinas e aumentando o carater amorfo do material (Ahmadi et

al., 2022).

Através da técnica de eletrofiagdo, foram produzidos curativos a base de NF
poliméricas com propriedades antibacterianas, obtidas pela adicdo de OEs de canela,
lavanda, hortela-pimenta e oliva a solugdo polimérica (Simdes et al., 2018, Pilehvar-

Soltanahmadi et al., 2018).

Resultados de ensaios in vitro e in vivo com NFs eletrofiadas com alginato
incorporadas com OE de lavanda, indicaram que essas fibras testadas como curativos
possuem efeito antimicrobiano e anti-inflamatorio, sugerindo seu potencial em promover
a regeneragdo tecidual e cicatrizacdo (Lee; Lee, 2020). Estudos de membranas
eletrofiadas com OE de cravo com aplicacdo em cicatrizagdo de feridas (Unalan et al.,
2009) mostraram que apds 24 horas de exposi¢do com as feridas, as taxas de recuperacgao
delas melhoraram em até 80%, disponibilizando assim, informacdes importantes para
aplicagoes voltadas a tratamento de lesdes e reconstrugdo tecidual. Estudos com OE de
citronela e tomilho incorporados em nanofibras de poliuretano demonstraram potencial
como materiais ecologicamente corretos para téxteis e revestimentos protetores (Gilan et

al., 2025).

Gallesia integrifolia, conhecida popularmente como pau-d'alho, pertence a
familia Phytolaccaceae, uma espécie nativa da América do Sul, amplamente distribuida
no Brasil, desde o Ceard até o Parand (Souza ef al., 2022). Na medicina popular seu uso
vai desde doengas respiratorias (bronquite, asma, pneumonia) até reumatismo e tumores
de prostata (Akisue; Akisue; Oliveira, 1986; Montaholi et al., 2024). Estudos com o OE
de G. integrifolia indicaram que a planta possui amplas gama propriedades medicinais,
como potencial anti-inflamatorio, antiproliferativo e antitumoral (Bortolucci et al., 2022),

antifungico (Raimundo et al., 2018; Souza et al., 2022) e antiviral (Silva et al., 2023).

Em estudo recente, NFs foram obtidas por eletrofiacdo utilizando o polimero
Ecovio® (mistura de poli (adipato-co-tereftalato de butileno) — PBAT e poli (4cido latico)
— PLA) contendo OEs extraidos da flor, fruto e folha de G. integrifolia, indicaram que

essas membranas biodegradaveis apresentaram atividade antimicrobiana frente
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a Candida albicans e Pseudomonas aeruginosa (Alexandre et al., 2025). O objetivo do
presente trabalho foi sintetizar nanofibras com EC incorporadas com OE das flores, folhas
e frutos de G. integrifolia usando a técnica de eletrofiacao. Nesse sentido, foram avaliadas
a morfologia da superficie, as propriedades mecanicas e térmicas, bem como a atividade
antibacteriana dessas NFs, visto que nenhum outro estudo foi encontrado sobre a

fabricacdo de membranas eletrofiadas de EC incorporadas com esses OEs.

2. Materiais e métodos

2.1. Material vegetal

As folhas, flores e frutos foram coletadas de um exemplar adulto de G. integrifolia
obtidas na regido noroeste do estado do Parana, nas coordenadas Latitude: 23°46'16"S e
Longitude: 53°19'38"0, no Centro Municipal de Educagao Infantil Rachel de Queiroz da
cidade de Umuarama. As flores foram coletadas nos meses de marco e abril de 2022, os
frutos no més de julho de 2022 e as folhas no més de outubro de 2022, sendo coletadas
pela manha entre 08h00 e 10h00. A espécie foi cadastrada no Sistema Nacional de Gestao
do Patriménio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SisGen) sob o n°
AB832D3. Um espécime de referéncia foi depositado no Herbario da Universidade

Estadual do Oeste do Parana (UNIOESTE) sob o numero 1716.

2.2. Preparacdo do dleo essencial

As folhas, flores e frutos frescos de G. integrifolia foram fragmentadas
separadamente com agua purificada (1:10) e imediatamente submetidas a hidrodestilacao
em aparelho de Clevenger modificado por 3 horas (Silva et al., 2023). Ao final da
destilacdo, o OE foi retirado do aparelho com hexano P.A. e filtrado com sulfato de so6dio
anidro, em seguida, transferido para frascos ambar e armazenado a -4°C para evaporagao
do solvente. O rendimento de OE foi calculado pela massa (g) do dleo essencial dividida
pela massa (g) do material vegetal da planta e expressa em porcentagem (%). As extragdes

foram feitas em triplicata.
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2.3. Determinagdo dos indices fisico-quimicos do oleo essencial das flores, folhas e

frutos de G. integrifolia

Os OE de G. integrifolia foram analisados para determinar seu indice de refracao,
poder rotatorio especifico e densidade absoluta (g.mL-"). Todas as analises foram

realizadas em triplicata.

2.3.1 Indice de refracio

O indice de refracao foi determinado em fung¢ao da luz de s6dio no comprimento
de onda de 589,3 nm (raia D) e a 20 °C (£ 0,5), sendo o valor expressado em n?’p. As
analises foram determinadas com o refratdmetro ABBE de bancada modelo Q767B

Quimis, a 20 °C de acordo com a Anvisa (2019).

2.3.2 Rotagdo optica especifica

A rotagdo Optica especifica foi determinada utilizando-se polarimetro digital
NOVA OPTICAL SYSTEMS, modelo N121020067. As medidas de rotagdo dptica foram
realizadas a 589,3 nm a 20 °C, solvente utilizado para a diluicdo dos 6leos essenciais foi

o 4lcool etilico absoluto e os valores expressos em [¢1*p (BRASIL, 2010).

2.3.3 Densidade absoluta

A densidade absoluta foi determinada utilizando tubo capilar graduado de 5 pL e
foi calculada pela razao entre a massa (g) do 6leo essencial dentro do tubo com o volume

(mL) ocupado dos 6leos a 20 °C de acordo com a Anvisa (2019).

2.4 Identificacdo quimica do oleo essencial por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (CG/EM)

A identificacdo quimica do OE das flores, folhas e frutos de G. integrifolia foram
analisadas por cromatografia gasosa acoplado a espectrometria de massa (CG-EM)
(Agilent 19091S-433). A coluna capilar foi HP-5MS UI 5% (30 m x 0,25 mm x 0,25 pum),

com temperatura inicial de 60 °C, mantida por 3 min; ap6s aquecimento a 300 °C (5
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°C.min’!) por 10 min e finalmente aquecida a 310 °C (10 °C.min"") e mantida por 10 min.
O hélio foi utilizado como gas de arraste na velocidade linear de 1 mL.min!. A
temperatura do injetor foi de 300 °C, o volume de inje¢ao foi de 1 uL, a injecao ocorreu
no modo “split” (20:1). A linha de transferéncia foi mantida a 280 °C, a fonte de ionizagao
e o quadrupolo a 230 °C e 150 °C, respectivamente. A espectrometria de massa foi obtida
com uma faixa de varredura de 30 a 550 (m/z) com atrase de solvente de 3 min. Os
compostos foram identificados comparando os espectros de massa encontrados na
biblioteca NIST 11.0 e comparado aos indices de retengao (IR) obtidos por uma série

homologa padrdo (Cs-Cso) (Silva et al., 2023).

2.5. Ensaios de sensibilidade para determina¢do da Concentra¢do Inibitoria Minima

(CIM) dos dleos essenciais das flores, fruto e folhas de G. integrifolia

2.5.1. Microrganismos e preparo do inoculo

A atividade antibacteriana dos OEs foi testada em 12 bactérias pertencentes
ao laboratorio de biotecnologia de produtos vegetais e microrganismo Unipar/Umuarama.
As cepas de bactérias testadas Gram-positivas foram Staphylococcus aureus ATCC
29213, Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228), Staphylococcus aureus Newprov
0023, Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Bacillus cereus (ATCC 12228) e Listeria
monocytogenes (ATCC 7644). As cepas de bactérias Gram-negativas foram
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), Shigella sonnei (ATCC 25931), Escherichia
coli Newprov 0022, Staphylococcus Typhi (ATCC 19214) Escherichia coli (ATCC
25922), Esterobacter cloacae Newprov 0083. O inoculo foi preparado através de uma
diluicao da massa celular bacteriana a partir do cultivo de 24 h. A concentracdo final de
células bacterianas foi ajustada de acordo com a Escala 0,5 de McFarland (1,5 x 108 UFC
mL") em solugdo salina estéril 0,9% e apos realizada a leitura em espectrofotometro
(Spectra Max Plus) a 625 nm para confirmagdo. A seguir, foi feita diluicdo da suspensio
1:10 em meio da cultura Mueller Hinton Caldo (Kasvi®) e adicionado a microplaca,

obtendo-se um indculo 1,5 x 10’ UFC mL".
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2.5.2. Atividade antibacteriana pelo método de microdilui¢do em caldo e determinagdo

da concentragao inibitoria minima (CIM) e da concentragdo bactericida minima (CBM)

A concentragdo inibitdria minima (CIM) de cada microrganismo frente aos OEs
foi realizada por meio da técnica de microdilui¢ao em caldo usando microplacas de 96
pogos. Para cada microrganismo, foi realizada uma suspensao padronizada em solucao
salina conforme descrito no item 2.5.1. A CIM foi fornecida de acordo com o método
de microdiluicdo em caldo (CLSI, 2015) modificado para produtos naturais. Os OEs
foram avaliados na faixa de concentragio entre 0,009 e 10,00 mg mL!. Apds a dilui¢do
seriada, 50 pl do inoculo foi adicionado a cada pogo e submetido a incubagdo a 35° C
por 24 h. A leitura foi realizada com a adi¢do de 20 pL de revelador 2,3,5-cloreto de
trifeniltetrazolio (Reatec®) a 1,0% em cada pogo seguida de incubagdo das microplacas
a35° C por 20 min. A CIM foi definida pela menor concentracao que resultou na inibigao
do crescimento visual de acordo com o revelador. Foi utilizado como controle positivo
o antibiotico Estreptomicina (Sigma) (0,0097 - 0,5 mg mL™") (Beloti et al., 1999). Apds
a leitura, 2 uL de cada pogo foi cultivado em meio de cultura Mueller Hinton Agar
(Kasvi®) e incubadas a 35 °C por 24 h para determinagio da concentrac¢do bactericida

minima (CBM) do EB frente aos microrganismos estudados.

2.6. Preparacdo da solu¢do polimérica

Solugdes poliméricas foram preparadas dissolvendo 1,0100 g de Poli
Etilcelulose (Sigma-Aldrich®) em 2,5 mL de tetrahidrofurano (Neon, Brasil) € 7,5 mL
de dimetilacetamida (Sigma-Aldrich®). A essa solu¢do foi adicionado OE de G.
integrifolia, extraido da flor, fruto e folha. A proporg¢ao utilizada para os OEs foi de 10%
(0,1000 g) em relacdo a massa do polimero. A solugcdo foi mantida sob agitacdo
magnética por 24 h a temperatura ambiente e, em seguida, submetida ao processo de
eletrofiacdo. Estudos comparativos foram realizados com membranas poliméricas sem

adicao de OE.
2.7. Parametros para eletrofiacdo

A eletrofiacdo foi realizada em um eletrofiador com coletor rotativo de 20 cm a
1000 rpm, a = 20 °C, umidade relativa do ar + 30 %. As solucdes foram colocadas em

uma seringa de vidro graduada de 10 mL, de acordo com a quantidade de cada solugdo, e



57

acoplada a uma agulha de diametro interno de 0,7 mm. A seringa foi anexada a uma
bomba de eje¢do com fluxo de 0,73 - 0,98 mL.h™! e tensdo de 18-20 kV. O coletor rotativo
foi posicionado alinhando-se a ponta da agulha a uma distancia de 15 cm. Esses
parametros também foram encontrados nos trabalhos de Goes et al. (2012), Hardt et al.

(2021) e Antunes et al. (2021).

2.8. Caracterizagdo das nanofibras

O estudo morfologico das NFs foi obtido usando microscopia eletronica de
varredura (MEV) equipamento Zeiss EVO MA10. As amostras das NFs foram fixadas no
porta amostras com fita dupla face de carbono e metalizadas com uma fina camada de
ouro, metalizador QUORUM. O diametro médio das NFs foi determinado utilizando o
programa de processamento de imagem ImagelJ (versdo 1.51) totalizando 100 medigdes

para cada amostra.

A analise de Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC) foi realizada em
equipamento Shimadzu DSC 60. Aproximadamente 6 mg das amostras foram utilizadas,
aquecendo-se de 30 °C a 300 °C com razdo de aquecimento de 10 °C min™! sob fluxo de

nitrogénio (N2) com vazdo de 50 cm® min™'.

A estabilidade térmica foi avaliada via Analise Termogravimétrica (TGA)
utilizando o equipamento termogravimétrico Perkin Elmer (modelo STA 6000).
Aproximadamente 5 mg das amostras foram aquecidas de 30 °C a 600 °C com razdo de

aquecimento de 10 °C min’!, sob fluxo de nitrogénio (N2) com vazio de 50 cm® min™'.

Para observar possiveis alteracdes na superficie das fibras apos a incorporacao do
OE, foram realizadas analises nos espectros de Infravermelho com Transformada de
Fourier (FTIR). Os espectros de FTIR das membranas produzidas foram obtidos com o
modulo de Reflectancia Total Atenuada (ATR) em um dispositivo Perkin Elmer (modelo
Frontier). Obtendo os espectros na faixa de nimeros de onda de 4000 - 400 cm!, com

resolu¢iio de 2 cm™! e um total de 8 acumulagdes.

A Espectroscopia de Fluorescéncia de Raios X por energia dispersiva (EDX) foi
determinada utilizando o equipamento Shimadzu EDX-7200 com faixa de medi¢do do

Naii a Ugo, com voltagem de 4 kV a 50 kV e corrente 1 pA a 1000 pA. A radiacdo X
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detectada ¢ especifica dos nimeros atdmicos dos elementos constituintes da amostra,
possibilitando identificag¢do e a quantificacdo da concentracio elementar. Foram obtidas
as concentragdes aparentes dos elementos, bem como calculadas as médias das

porcentagens (%).

A resisténcia mecanica das NF foi determinada utilizando uma maquina universal
de ensaios Biopdi/ Brasil. Os filmes foram cortados em tamanho padrdo com dimensdes
de 60 mm X 10 mm. A espessura das amostras foi mensurada com um medidor de
espessura analogico Mitutoyo, NO.730, 5 vezes em diferentes locais da amostra. Uma
célula de carga de 100 N foi usada para realizar o teste de tracdo com velocidade de
deslocamento 5 mm min!, a+ 25 °C e umidade relativa de + 30 %. Os parAmetros obtidos
pela analise foram o modulo elasticidade em MPa, a tensdo de ruptura em MPa e o

alongamento em %, e a média desses parametros foi obtida por quintuplicata.

As medicdes de angulo de contato foram realizadas utilizando um microscopio
USB com ampliagdo de 10 vezes ligado a um computador. Para a analise uma gota de
agua destilada de 5 pL foi depositada sobre a superficie das NFs. A gota formada foi
monitorada por um periodo tempo de 0 segundos a 300 segundos a temperatura ambiente.
A partir das imagens, o angulo de contato foi determinado por meio do angulo entre a
tangente da interface liquido/ar e a tangente entre a interface solido/ar, utilizando o

programa ImagelJ (versdo 1.51).

O grau de intumescimento e perda de massa (g) das NFs foram realizadas a partir
do corte em circulos de 3 cm de diametro e pesadas (Ms), foram mergulhadas em solugdo
tampdo fosfato pH 5,75 a temperatura ambiente. Apos 24 h as NFs foram retiradas da
solugdo e com papel filtro retirou-se o excesso superficial da solucdo, em seguida, pesou-

se (M) novamente as NFs. O grau de intumescimento foi calculado pela equagao (1).

Intumescimento (%) = | Mm—M; | x 100 (1)

M
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Para calcular a perda de massa (g) das NFs, apds o estudo de intumescimento as
NFs foram completamente secas na dessecadora por 24 h e pesadas (Mr) novamente. A

perda de massa foi calculada pela equagdo (2).

Perda de massa (%) = Ms-Mr | x 100 2)

M;

2.9. Atividade antibacteriana das NFs

A atividade antimicrobiana foi realizada utilizando microplacas de 24 pocos.
Para cada microrganismo, foi realizada uma suspensao padronizada em solugao salina
(NaCl). Foram testadas 2 cepas bacterianas Staphylococcus aureus (ATC 29213) e
Escherichia coli (ATC 25922). Os microrganismos foram provenientes do Laboratorio
de Biotecnologia de Produtos Vegetais e Microrganismos da Universidade Paranaense.
Para os ensaios foi preparada uma diluicdo da massa celular bacteriana a partir do cultivo
de 24 h. A concentracao final de células bacterianas foi ajustada de acordo com a Escala
0,5 de McFarland (1,5 x 102 UFC.mL"") em solugdo salina estéril 0,9% e realizada a
leitura em espectrofotdometro (Spectra Max Plus) a 625 nm. A diluic¢ao foi realizada em
suspensdo 1:10 em meio da cultura Mueller Hinton Caldo (Kasvi®) e adicionado a
microplaca, obtendo-se um in6culo 1,5 x 107 UFC.mL!' (CLSI, 2015). Nos pogos foram
adicionados 990 pL de meio Mueller Hinton Caldo (Kasvi®), os discos das NFs de EC
incorporados com OEs das flores, fruto e folhas de G. integrifolia, mais 10 pL de
in6culo. Foram usados como controle o meio puro com indculo (controle +), os discos
da NF de EC pura com indculo, controle comercial discos de Estreptomicina com
indculo, meio e os filmes impregnados sem adicdo do indculo. A avaliacdo do
crescimento das bactérias foi realizada por leitura espectrofotométrica (Spectra Max
Plus) dos meios de cultivo em um comprimento de onda de 600 nm. O valor real do
crescimento dos microrganismos foi calculado pelos valores de absorbancia apos 24 h e

48 h, utilizando como branco o meio de cultura isento do indculo.
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2.10 Analise estatistica

Todos os testes foram realizados em triplicatas, bem como os ensaios
antimicrobianos. Os resultados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA), e as
diferencas entre as médias determinadas pelo teste de Tukey (p < 0,05) pelo programa

Statistica® 8.0.

3. Resultados e Discussdo
3.1 Indices fisico-quimicos

Os indices fisico-quimicos determinados através de métodos padronizados podem
ser usados para atestar pureza, estudos farmacoldgicos, bem como identificar
adulteragdes em OE (Do ef al., 2015). O rendimento, indice de refragdo, poder rotatério
e densidade dos OEs de G. integrifolia extraida de flores, folhas e frutos sao apresentados
na Tabela 1, bem como o rendimento de cada um. A densidade dos OE extraidos (Tabela
1) de G. integrifolia revelaram valores proximos dos relatados por Raimundo et al.
(2021), sendo densidades de 1,37; 1,45 ¢ 1,48 g.mL"! para OE das flores, folhas e frutos,
respectivamente, com Bortolucci ef al. (2021), encontraram densidade de 1,48 g.mL"!

para o OE dos frutos.

Tabela 1. indices fisico-quimicos para densidade absoluta (g.mL™"), indice de refracio, rotagdo optica
especifica e rendimento (%) do OE de flores, folhas e frutos de G. integrifolia.

Parte da Densidade Indice de refragio Rotagdo optica

, . °
planta absoluta (g.mL™") (n’'v) esF:]czlgI"; ca Rendimento (%)
Flor 1,28 £ 0,06* 1,62 +0,01* +8,35°+0,12° 0,46 + 0,057
Folha 1,17 +0,08° 1,59 +0,01° +12,58°+0,12° 0,05+ 0,01°¢
Fruto 1,20 £ 0,14* 1,62 +£0,01* +11,25°+0,16° 0,22 +0,06°
Os valores representam a média + desvio padrao dos OE obtidos. As letras indicam diferenga significativa entre os valores pelo
Teste de Tukey (p <0,05).

Alguns fatores como as condi¢des climaticas (temperatura e umidade do ar), fases
de desenvolvimento da planta, condi¢gdes de cultivo, periodo de coleta e o indice

pluviométrico influenciaram nessa diferenca de densidade (Tabela 2), bem como a
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presenca dos compostos organossulfurados (Tabela 3), com cinco e até seis atomos de

enxofre.

Os resultados apresentados por Silva et al. (2023) com relagdao ao indice de
refracao diferiram para o OE das folhas (1,61), bem como dois dos seus compostos
majoritarios que foram 2,3,5-tritiaexano (17,75%), tritiometoximetano (15,04%). Sendo
assim, isso indica que o indice de refracdo seja um parametro qualitativo que altera de
acordo com as substancias presentes em cada OE, além de ser influenciado pelo periodo

de coleta e indice pluviométrico do material vegetal estudado (Tabela 2).

A analise da rotacdo Optica especifica (Tabela 1) mostrou que os OE de G.
integrifolia € opticamente ativo apresentando angulos de desvio diferentes, mas todos eles
foram desviados para a direita (+). O tnico estudo que relatou a rotacdo optica dos OEs
da flor, folha e fruto de G. integrifolia foi Silva et al. (2023), apresentou resultados
semelhantes, sendo para o OE da flor (+ 8.28 °), folha (+ 12.65) e fruto (+ 11.16), sendo

todos com desvio dextrogiro.
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Tabela 2: Periodo de coleta, indice pluviométrico, método de extragdo e compostos majoritarios do OE da flor, fruto e folha de G. integrifolia descrita por diferentes

autores.
Método de
S0/ Indice Partes da planta
Localizacio extragao S Periodo de coleta Referéncia
pluviométrico
tempo
Flor Folha Fruto
Umuarama - PR, 2.2- 22-
S 23°46°16° 108,9 mm (Flores) Flores (Margo - 2022) dissulfanediildiethanetiol ) 2@‘ ] ] disulfanediildiethanetiol
Hidrodestilagio/ ’ dissulfanodiildietanotiol
WO 53°19°38" 71,1 mm (Frutos) ~ Frutos (Julho - 2022) (58,18%) (58,10%) Estudo atual
’ 3 horas ' Folhas (Outubro - 5 ithiah (46,64%) 3 thiah
442 m altitude 152,4mm (Folhas) 2022) -3-3-trithiahexano fitol (15.85%) -3-3-trithiahexano
5 0
(27%) (18,31%)
Umuarama - PR,
2,2- 2,2- 2,2-
°46°16”’ Flores (Margo - 2021 ? ? a
$23%46716 Hidrodestilagao/ 132mm (Flores) (Marg ) dissulfanodiildietanotiol dissulfanodiildietanotiol dissulfanodiildietanotiol
WO 53°19°38”, 94mm (Frutos) Frutos (Julho - 2021) (47,00%) (41,82%) (44,39%) Silva et al., 2023.
) 3 horas Folhas (Outubro - 2,3,5-tritiaexano (17,89%) 2,3,5-tritiaexano (17,75%) trissulfeto de dimetil
442 m altitude 195mm (Folhas) 2021) n-etil-1,3-ditioisoindol tritiometoximetano (19,40%)
(13,94%) (15,04%) lentionina (9,27%)
Umuarama - PR, Flores (Dezembro - fionina. éster etili
metionina, €ster etilico .. cre
S 23°46°16” - - 143 3mm (Frutos) 2013) (45,28%) 3,5-ditiaexanol-5,5-diéxido trissulfeto de dimetil .
Hidrodestilagao/ . e . 38,93% Raimund 1
F Maio/Junh Ifeto de p-tolil de metil (38,93%) 15,289 aimundo et al.,
WO 53°1938" . 500-600 mm rutos (Maio/Junho - sulfeto ep-to(l) e metila 1,3,5-tritiano (13,74%) - (15,28%) .
3 horas (Flores e folhas) 2015) (17.08%) n-etil-1,3-ditioisoindol 2.8-ditianonano (52,63%) 2021,
442 m altitude Folhas (Dezembro - n-etil-1,3-ditioisoindol (12,58%) lentionina (14,69%)
2015) (13,40%) ’
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Comparando o rendimento do OE do presente estudo (Tabela 1) como o
encontrado por Raimundo et al. (2021), o OE das flores foi o dobro do valor (0,19%),
para o OE dos frutos foi 1,5 vezes maior (0,14%) e para as folhas, o rendimento foi
semelhante ao estudo, que obtiveram 0,055%. Em relacdo a Bortolucci et al. (2021), o
rendimento dos frutos do presente estudo foi quatro vezes maior que o encontrado pelos
autores (0,05%). O rendimento do OE pode variar de acordo com as caracteristicas
genéticas, regionais e climaticas da planta (Baser; Buchbauer, 2010), evidenciado na

Tabela 2.

3.2 Composi¢do quimica dos Oleos essenciais

Através da analise por CG/EM dos OEs de G. integrifolia extraida de flores, folhas
e frutos (Tabela 3), foi possivel identificar compostos organosulfurados como classe
majoritaria e um total de compostos identificados de 9,98 % nas flores, 92,57 % nas folhas

€ 99,99 % nos frutos.



Tabela 3. Composi¢ido quimica do 6leo essencial de flores, folhas e frutos de G. integrifolia por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG-EM).

Area Relativa (%) IR
Pico TR COMPOSTO FM PM Fonte da Literatura
Flores Folhas Frutes Calc. Lit.
1 3.177 Dissulfeto, dimetil C2HeS2 94 0,59 1,13 1,22 800 785  Valim et al., 2003.
2 3.264 3-etiltiofeno CesHsS 112 - 0,38 - 804 810 Bortolucci et al., 2022.
3 3.733 2,4-ditiopentano CsHsS» 108 - 0,24 - 835 847 Bortolucci et al., 2022.
4 3.998 (E)-2-Hexenal CeH100 98 - 2,90 - 845 841 Mallia et al., 2007.
5 4.120 3-Metilpenta-1,4-dieno-3-ol CeHi100O 98 - 0,96 - 856 850 Muetal, 2007.
6 4.224 n.i - 0,52 - 859
7 5.055 n.i - 0,30 - 897
8 6.476 Dimetil trissulfeto C>HeS3 126 0,26 0,19 0,47 956 956  Bonaiti et al., 2005.
9 8.323 Limoneno CioHie 136 0,21 - - 1021 1020 Basta et al, 2006.
10 8.385 Linalol CioHi30 154 0,26 0,36 0,25 1023 1023 Kundakovic et al., 2007.
11 10.369 1,2,4-tritiolano C,H4S3 124 - 1,57 - 1120 1127 Madruga et al., 1998.
12 11.126 2,3,5-Tritiahexano C3HsS3 140 27,00 10,63 18,31 1125 1134 Andriamaharavo, 2014.
13 11.332 2-Tianonano CsHisS 146 - 1,62 - 1123 1117 Garbuzov ef al., 1985.
14 12.377 Dimetil tetrassulfeto CyHeS4 158 0,22 6,93 0,22 1191 1200 Pyun et al., 2006.
15 14.883 n.i 0,36 - 0,36 1246
16 15917 n.i - 0,28 - 1284
17 17.603 Tritiometoximetano C4H10S3 154 4,06 0,70 5,82 1358 1365 Diazetal, 2011.
18 19.251 n.i - 0,24 - 1409
19 21.156 Trans-p-ionona Ci3H200 192 0,36 0,44 - 1486 1485 Roussis et al., 2000.
20 21.629 2,2-Dissulfanodiildietanotiol C4H10S4 186 58,18 46,64 58,10 1757 1760 Bortolucci et al., 2022.
21 22.331 Lentionina C,HaSs 188 0,58 0,44 0,42 1575 1590 Silvaetal., 2023.
22 24.619 3,5-Ditiaexanol 5.,5-didéxido C4H1003S, 170 - 0,26 - 1644 1658 Silvaetal., 2023.
23 27.165 Etanol, 2-(octiltio) CioH208 190 5,60 2,02 9,38 1770 1780 Bortolucci et al., 2022.
24 28.826 n.i - 0,43 - 1828
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https://webbook.nist.gov/cgi/cbook.cgi?Name=Disulfide%2C+dimethyl&Units=SI&cGC=on#ref-51
https://webbook.nist.gov/cgi/cbook.cgi?Name=2-Hexenal%2C+%28E%29-&Units=SI&cGC=on#ref-343
https://webbook.nist.gov/cgi/cbook.cgi?Name=3-Methylpenta-1%2C4-diene-3-ol&Units=SI&cGC=on#ref-1
https://webbook.nist.gov/cgi/cbook.cgi?Name=Dimethyl+trisulfide&Units=SI&cGC=on#ref-3
https://webbook.nist.gov/cgi/cbook.cgi?ID=C138863&Units=SI&Mask=2000#ref-219
https://webbook.nist.gov/cgi/cbook.cgi?Name=Eucalyptol&Units=SI&cGC=on#ref-100
https://webbook.nist.gov/cgi/cbook.cgi?Name=1%2C2%2C4-trithiolane&Units=SI&cGC=on#ref-1
https://webbook.nist.gov/cgi/cbook.cgi?Name=Disulfide%2C+methyl+%28methylthio%29methyl&Units=SI&cGC=on#ref-4
https://webbook.nist.gov/cgi/cbook.cgi?Name=2-Thianonane&Units=SI&cGC=on#ref-1
https://webbook.nist.gov/cgi/cbook.cgi?Name=Tetrasulfide%2C+dimethyl&Units=SI&cGC=on#ref-48
https://webbook.nist.gov/cgi/cbook.cgi?Name=Trans-%CE%B2-ionone&Units=SI&cGC=on#ref-18

65

25 30.015 n-etil-1,3-ditioisoindol CioHisNS, 2114 - 1,22 - 1851 1847 Bortolucci et al., 2022.
26 30.111 Hexatiepano CH:Ss 216.4 - 1,35 - 1887 1880 Bortolucci et al., 2022.
27 33.502 n.i - 0,58 - 2069
28 33.979 Fitol C20H400 296 1,91 15,85 0,56 2094 2087 Muetal, 2007.
29 35.908 3 CiuH2602 226,35 - 0,35 - 2200 2194 Bortolucci et al., 2022.
Total identificado 99,98 92,57 99,99
Organossulfurados 61,53 55,55 72,72
Monoterpenos 7,69
Monoterpenos oxigenados 7,69 3,70 9,09
Diterpenos oxigenados 7,69 3,70 9,09
Outros compostos 7,69 7,40
Nao identificados 7,69 22,22 9,09

Os compostos estdo listados em ordem de eluigdo na coluna HP-SMS UL O indice de retengdo (IR) foi calculado usando uma série homologa padrio de n-alcanos C7—C28 na coluna Agilent HP-5MS. A identificac¢ao foi
baseada na comparagdo dos espectros de massa encontrados na biblioteca NIST 11.0. Area relativa (%): porcentagem da area ocupada pelo composto no cromatograma; IR Lit: Indice de reteng@o encontrado na literatura;
n.i = Compostos ndo identificados; (-): Ausente; TR: Tempo de retengdo. PM: Peso molecular. FM: Férmula molecular,


https://webbook.nist.gov/cgi/cbook.cgi?Name=Phytol&Units=SI&cGC=on#ref-96

66

Um diagrama de Venn (Figura 3) foi criado para mostrar a distribuicao dos

compostos identificados nos OE.

Flores Folhas

Frutos

Figura 3: Diagrama de Venn mostrando a distribui¢do dos compostos identificados nos OE das
folhas, flores e frutos de G. integrifolia. O diagrama de Venn foi gerado com a ferramenta do site
Bioinformatics and Systems Biology of Gent (https://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/ acessado
em 22 de novembro de 2025).

A composi¢do quimica das plantas pode variar devido a fatores como a genética
da planta, o ambiente em que ela cresce, localiza¢do geografica, as condi¢des de cultivo,
clima e o tipo de solo (Yu, 2025). A planta produz os compostos quimicos de acordo
com as condi¢des em cada ecossistema e, portanto, G. integrifolia produziu diferentes
compostos como metabolitos volateis (Tabela 3). Foi possivel identificar
organossulfurados como classe majoritaria, sendo para o OE das flores, folhas e frutos
o composto 2,2-dissulfanodiildietanotiol com 58,18%, 46,64% e 58,10%,
respectivamente. Como segundo composto mais abundante no OE de G. integrifolia,
nas flores e frutos foi o 2,3,5-trithiahexano como 27,00% e 18,31%, respectivamente, ja
nas folhas foi fitol com 15,85%. O composto 2,3,5-trithiahexano foi identificado nas
folhas com 10,63% e para as flores e frutos o composto etanol, 2-(octiltio) com 5,60 %

e 9,38%, respectivamente.
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Com o diagrama de Venn (Figura 3) constatou-se que o limoneno ¢ o composto
exclusivamente presente nas flores, bem como a trans-f-ionona presente nas flores e
folhas. Dez compostos sao comuns ao OE das flores, folhas e frutos como dissulfeto
dimetil; dimetil trissulfeto; linalol; 2,3,5-tritiahexano; tritiometoximetano, 2,2-
dissulfanodiildietanotiol; lentionina; etanol, 2-(octiltio) e fitol. A substancia tetrassulfeto
dimetil foi a inica em comum entre as flores e frutos. Ja no OE das folhas foi encontrado
nove compostos exclusivos como 3-etiltiofeno; 2,4-ditiopentano; 1,2,4-tritiolano; 2-
tianonano; timetil tetrassulfeto; 3,5-ditiaexanol 5,5-didxido; n-etil-1,3-ditioisoindol;

hexatiepano e propilundecenoato.

Comparando esses compostos identificados nos OE do presente estudo (Tabela 3)
com analises realizadas por Raimundo ef al. (2021), Bortolucci et al. (2021) e Silva et al.
(2023), nas quais utilizaram exemplares da mesma arvore de G. integrifolia os resultados
mostraram que houve diferenga na composicdo quimica (Tabela 3). As diferencas de
composi¢do e concentracdo de compostos no OE do presente estudo podem estar
relacionadas aos indices pluviométricos diferentes, temperatura ambiente no dia de
coleta, bem como o periodo de coleta (Tabela 2). No presente estudo, as flores foram
coletadas em marco, frutos em julho e folhas em outubro de 2022, no entanto, Raimundo
etal. (2021, 2017) coletaram as flores e folhas em dezembro de 2015 e Silva ef al. (2023)
no més de margo flores, julho frutos e folhas outubro de 2021. Portanto, houve coletas
em periodos distintos para as diferentes partes de G. integrifolia, sendo que Raimundo et
al. (2021, 2017) coletou flores e folhas no mesmo periodo (Tabela 2), porém, Silva ef al.

(2023) coletou no mesmo periodo do estudo atual.

Além disso, os fatores de manejo como a poda desse exemplar de G. integrifolia
utilizado por diferentes pesquisadores ha mais de sete anos, pode ter influenciado também
na fenologia da planta. A concentracdo de compostos bioativos em plantas ¢ determinada
principalmente por fatores genéticos. No entanto, fatores externos, como as condigdes
climaticas, podem também influenciar a biossintese desses compostos (Latocha; Lata;

Jankowski, 2023).
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3.3 Atividade antibacteriana dos oleos essenciais das flores, fruto e folhas de G.

integrifolia

CIM e CBM foram analisados para as doze bactérias Gram positivas e negativas
utilizando como controle positivo a estreptomicina. Os valores da CIM para os OE das
flores, folhas e frutos variaram de 2,50 a 10,00 mg.mL"!, para a estreptomicina variaram
de 0,001 a 0,09 mg.mL"!' (Tabela 4). Os menores valores de CIM obtidos para o OE das
flores foram contra S. aureus Newprov, L. monocytogenes € B. cereus, para as folhas
foram S. aureus ATCC 29213, S. aureus Newprov, S. sonnei e P. aeruginosa e para os

frutos foram S. aureus ATCC 29213, S. aureus Newprov e S. sonnei (Tabela 4).

Para o CBM do OE das flores, folhas e frutos os valores variaram de 2,50 a 5,00
mg.mL"! (Tabela 4), para estreptomicina variou de 0,04 a 0,34 mg.mL"'. Os menores
valores de CBM obtidos para o OE das folhas foram contra S. aureus Newprov e P.
aeruginosa, no entanto, para os OE das flores e frutos todos foram maiores que 10.00
mg.mL"! contra todas as bactérias analisadas (Tabela 4). Mesmo assim, o ensaio CBM
demonstrou ser bacteriostatico contra todas as cepas utilizadas, uma vez que inibiu o
crescimento das cepas bacterianas selecionadas. O OE dos frutos apresentou um CIM
significativo para a cepa Gram-positiva Staphylococcus aureus Newprov (Tabela 4),
seguida por Staphylococcus aureus ATCC 29213 e para a Gram-negativa Shigella sonnei,
E. coli Newprov e Pseudomonas aeruginosa. O OE das flores teve CIM com acdo contra
a cepa Gram-positiva Staphylococcus aureus Newprov, Bacillus cereus e Listeria
monocytogenes ¢ Gram-negativa Pseudomonas aeruginosa. No entanto, a CIM esta
acima do controle positivo comercial, tendo em vista, que o OE ¢ uma mistura de diversos

compostos quimicos (Tabela 3) e o controle positivo € uma substancia pura.

A presenca de enxofre em diversas partes de G. integrifolia pode conferir a esta
espécie propriedades inseticidas e antibacteriana, uma vez que o enxofre ¢ um elemento
quimico amplamente utilizado para o controle de insetos e fungos, segundo Raimundo et
al. (2018). Estudos desenvolvidos por Avato et al. (2000) com Allium sativum L.
sugeriram que o dialildissulfeto (contém dois atomos de enxofre por molécula) e
dialiltrissulfeto (contém trés atomos de enxofre por molécula) presentes no OE,
mostraram atividade antibacteriana contra S. aureus (25923) (CIM = 0,25 mg.mL") e P.

aeruginosa (CIM = 0,6 mg.mL™"). Sendo mais um estudo relacionando compostos
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organossulfurados com atividade antibacteriana, considerando que no OE de G.
integrifolia tem alta concentracdo de compostos organossulfurados (Tabela 3),

corroboram nos resultados antimicrobianos apresentados.

De acordo com Mann et al. (2011), os compostos de enxofre com trés atomos de
enxofre (trissulfetos) sdo mais eficazes como inseticidas do que os compostos com dois
atomos de enxofre (dissulfetos) ou um atomo de enxofre (monossulfetos). Esta afirmagao
foi apoiada por um estudo de (Huang; Chen; Ho, 2000), que avaliou o efeito de dois

compostos de enxofre no inseto Sitophilus zeamais, que ataca o milho.

Sendo assim, a atividade antibacteriana dos OE de G. integrifolia pode ser
atribuida a uma variedade de compostos quimicos presentes na planta, incluindo o
dissulfanodiildietanotiol, 2,3,5-tritioexano, lentionina, dimetil trissulfeto e dimetil
tetrassulfeto, compostos majoritarios organosulfurados presentes no OE das flores, frutos
e folhas, com trés e quatro atomos de enxofre. Vale destacar, que por ser uma mistura
complexa de varias substancias, outras substancias presentes nos OE podem agir nessa
atividade antibacteriana. Contudo, atividade antibacteriana relatada no presente estudo
com o OE das flores, folhas e frutos de G. integrifolia sugere ser viavel sua utilizagao,
necessitando de mais estudos como atividade antibacteriana in vivo. E valido ressaltar que

existem poucos trabalhos sobre a atividade antibacteriana de G. integrifolia.
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Tabela 4: Concentragdo inibitéria minima (CIM) e concentrag@o bactericida minima (CBM) de OE de G.

integrifolia das folhas, frutos e flores e controle positivo estreptomicina.

OE Folha OE Fruto OE Flor Es"ept‘"]‘ii_fi“a
(mg.mL™) (mg.mL™) (mg.mL™) (mg.mL7)
Bactéria
CIM CIM CIM CIM
CBM CBM CBM CBM
Gram-positiva
2,50 + 0,00 4,17 + 1,44 10,00 = 0,00 0,09 + 0,05°
8. aureus (29213) > 10,00 > 10,00 > 10,00 0,06 + 0,05
S. aureus Newprov 2,50 + 0,004 0,31 £ 0,00° 0,63 = 0,00° 0,003 £ 0,0012
(0023) 5,00+ 0,00 > 10,00 > 10,00 0,09 + 0,05
5,00+ 0,00 10,00 £0,00° 5,00 + 0,00 0,01 + 0,00°
B. cereus (12228) 5,00 = 0,00 >10,00° >10,00° 0,29 + 0,19
>10,00° 10,00 + 0,00 >10,00° 0,01 + 0,00°
8. aureus (25923) > 10,00 > 10,00 > 10,00 0,35+ 0,25°
L. monocytogenes 2,50 + 0,00° 10,00 + 0,00°¢ 5,00 + 0,00° 0,01 +£0,00*
(7644) 5,00 + 0,00 >10,00° >10,00° 0,34+ 027
S epidermidis 5,00 + 0,00 10,0 + 0,00° > 10,00 0,03 + 0,00°
(12228) > 10,00 > 10,00 > 10,00 0,21+ 0,07
Gram-negativa
. 2,50 + 0,00 2,50 + 0,00 >10,00° 0,004 = 0,00°
8. sonnei (25931) > 10,00 > 10,00 > 10,00P 0,38+0,18°
E. coli Newprov >10,00° 5,00 + 0,00 >10,00° 0,001 = 0,00
(0022) 5,00 + 0,00 >10,00° >10,00° 0,15+0,10°
P. aeruginosa 2,50 + 0,00 5,00 % 0,00¢ 10,00 = 0,00 0,02 + 0,03
(27853) 5,00 = 0,00 >10,00° >10,00° 0,09 £ 0,05
. > 10,00¢ 10,00 = 0,00 >10,00° 0,01 + 0,00°
8. Typhi (19214) > 10,00 > 10,00 > 10,00 0,09 + 0,14
A 10,00 + 0,00 10,00 + 0,00 >10,00° 0,01 + 0,00°
E. coli (25922) > 10,00 > 10,00 > 10,00P 0,04 + 0,02°
E. cloacae Newprov >10,00° >10,00° > 10,00° 0,03 + 0,002
(0083) > 10,00 > 10,00 > 10,00 0,13 + 0,00°

*As médias seguidas por letras diferentes na mesma linha para CIM ou para CBM diferem pelo Teste de Tukey (diferenca
significativa) teste (p < 0,05). Bacillus cereus; Enterobacter cloacae Newprov, Escherichia coli; Escherichia cloacae Newprov;
Listeria monocytogenes; Pseudomonas aeruginosa; Salmonella aureus, Staphylococcus aureus; Staphylococcus aureus Newprov;
Staphylococcus epidermidis; Staphylococcus sonnei; Staphylococcus Typhi. OE: 6leo essencial.
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3.4 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

A partir do estudo morfoldgico e do didmetro médio das NFs eletrofiadas de EC
pura e incorporadas com OE da flor, fruto e folha de G. integrifolia (Figura 4) foi possivel
observar a formacao de fibras, em escala nanométrica, com didmetro médio variando de
217 a 250 nm. Além disso, observa-se que tanto na NF de EC pura, quanto nas NFs
incorporadas, apresentaram membranas homogéneas, lisas e com poucas e/ou auséncia

de imperfeicoes (beads).

A NF de EC pura detém um didmetro médio maior (250,83 nm + 9,99) (Tabela 5)
quando comparada com as NFs incorporadas com OE, na qual a NF de EC/OE folha foi
a que apresentou a maior variacdo no didmetro médio (217,79 nm =+ 8.03). Isso pode ser
causado pelas interagdes intermoleculares entre os compostos organossulfurados do OE
da folha (Tabela 3) e a EC (Liu ef al., 2018). Esse fato pode ser diretamente relacionado
a interacdo OE-EC, modificando propriedades importantes, como viscosidade e tensao
superficial, levando a alteragdo no didmetro médio das fibras, como sugerido por Balaji
et al. (2016). Estudo recente realizado por Alexandre et al. (2025), apresentou resultados

sobre interferéncia no diametro das NFs de Ecovio®

incorporadas com 5 % de OEs da
flor, fruto e folha de G. integrifolia, revelaram que houve diminui¢do no diametro médio
das NFs, sendo 947,66 nm para NF de Ecovio® pura contra 574,86 nm para NF de
Ecovio® com OE do fruto e 518,12 nm para Ecovio® com OE da flor, concluindo que a
interagdo fisico-quimica da matriz polimerica com os principais compostos do OE,
principalmente, os organossulfurados, influenciou nas mudancas promovidas pelas
solucdes poliméricas, bem como na formagao das fibras. Uma maior condutividade exige
uma densidade de carga maior para a formagao do jato, resultando em um jato mais fino

e, consequentemente, em fibras com didmetro menor (Nataraj ef al., 2020; Yu et al.,

2021).

Ao contrario do observado por Hosseini ef al. (2021), que relatou um aumento no
didmetro das fibras de zeina proporcional a concentragao de OE de alecrim 10% (v/v, %),
constando aumento no didmetro das NFs de 193 nm para a NF pura para 692 nm para a
NF incorporada com OE de alecrim, as NFs de EC contendo OF de G. integrifolia
mantiveram didmetros reduzidos (217 - 250 nm). Isso sugere que a interagdo do OFE de
G. integrifolia com a matriz de EC ndo comprometeu o estiramento do jato polimérico

durante a eletrofiacao.
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Tabela 5. Didmetro médio das NFs EC pura ¢ incorporada com OE de flores, folhas e frutos de G.

integrifolia.
NFs Didmetro médio da NF (nm)
EC 250,83 £9,99¢
EC/OE Flor 234,43 £ 4,73
EC/OE Fruto 234,84 + 4,58
EC/OE Folha 217,79 + 8,03¢

Os valores representam a média + desvio padrao dos OE obtidos. As letras indicam diferenca significativa entre os valores pelo
Teste de Tukey (p < 0,05). EC: etilcelulose, OE: dleo essencial.
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Figura 4: Microscopia eletronica de varredura e didmetro médio das NFs: 1a — NF de etilcelulose sem
incorporacdo; 1b - NF incorporada com OE da flor de Gallesia integrifolia; 1c - NF incorporada com OE
do fruto; 1d - NF incorporada com OE da folha. NF: nanofibra, OE: 6leo essencial.
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Figura 4 (cont.): Microscopia eletronica de varredura e diametro médio das NFs: 1a — NF de etilcelulose
sem incorporacdo; 1b - NF incorporada com OE da flor de Gallesia integrifolia; 1c - NF incorporada com
OE do fruto; 1d - NF incorporada com OE da folha. NF: nanofibra, OE: 6leo essencial.

3.5 FTIR

Os espectros das NFs eletrofiadas de EC puro e incorporadas com OE da flor,

fruto e folha de G. integrifolia sdo apresentadas na Figura 5.
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Figura 5: Infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) das NFs de (EC) etilcelulose pura, la
(EC/OE Flor) etilcelulose incorporada com o6leo essencial da flor, 2a (EC/OE Fruto) etilcelulose
incorporada com 6leo essencial do fruto e 3a (EC/OE Folha) etilcelulose incorporada com 6leo essencial
da folha.

Observando a Figura 5 ¢€ possivel identificar a presenca das bandas caracteristicas
da EC. Uma banda em torno de 3500 cm’!, caracteristica do alongamento O-H, na regido
de 2970 - 2860 cm’!, observa-se a presenga da vibragdo de estiramento C-H (alifatico).
Além disso, sdo evidenciadas bandas em torno de 1400 e 1100 cm™!, correspondendo ao
alongamento C-O-C e ao alongamento C-O, respectivamente (Rashidi ef al., 2021;

Silverstein, 2005).

As bandas caracteristicas dos OEs de G. integrifolia estdo presentes entre 2340-

2350 cm™!, sendo uma banda fraca do alongamento S-H. Entre 400-500 cm™! estiramento
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S-S e entre 1185-1200 cm™! estiramento S=O (Silverstein, 2005), fazendo referéncia aos

compostos encontrados pela analise de CG/SM (Tabela 3).

A analise dos espectros de infravermelho das NFs de EC incorporadas com OE da
flor, fruto e folha de G. integrifolia nao revelaram deslocamentos ou alargamentos
significativos nas bandas, indicando que o OE possui bandas vibracionais na mesma
regido que o polimero ou auséncia de modificagdes estruturais significativas da EC

durante o processo de eletrofiacdo das NFs.

3.6 Analises de TGA

As formas de degradagdo térmica das NFs de EC pura e incorporada com OE da
flor, fruto e folha de G. integrifolia sao apresentadas na Figura 6. A primeira fase de
decomposicao (25 - 150 °C) foi relacionada a perda de teor de dgua livre e componentes
volateis (Liu et al., 2018). A segunda e principal perda de = 50% do peso aconteceu apos
200 °C até 430 °C e esta geralmente relacionada a decomposi¢ao térmica da estrutura do
polimero EC, bem como a decomposicao das cadeias moleculares presentes nos OEs

incorporados, a carbonizagdo dos componentes ocorreu apds a temperatura de 430 °C.

A analise dos termogramas (Figura 6) revela um processo de degradagdao das
membranas em duas fases distintas, embora a temperatura exata de transi¢cdo entre elas
ndo seja clara. De acordo com Lai ef al. (2010), a primeira etapa da degradagio envolve
a oxidacdo dos grupos éteres da etilcelulose, levando a formagdo de perdxidos. Em
seguida, ocorre a decomposicao desses peroxidos, resultando na liberagdao de aldeidos,

alcoois, alquil-hidroperdxidos e outros compostos.

Ao avaliar as curvas termogravimétricas das NFs de EC incorporadas com OE de
G. integrifolia (Figura 6) a curva EC/OE Flor deslocou o inicio da degradacao para uma
temperatura ligeiramente superior a da EC pura (+ 5 °C). Isso sugere uma interagao entre
a matriz polimérica e o OE, possivelmente criando uma barreira térmica inicial, EC/OE
Fruto teve um comportamento muito préoximo ao da EC pura, com uma reducao na Tonset
(2 °C amenos), no entanto, nota-se a menor estabilidade térmica entre todos para EC/ OE
Folha (Figura 6), observado pelo deslocamento do pico da derivada para menor
temperatura (320 °C), como também a diminuicao de Tonset (294 °C) quando comparado

NF de EC pura (324 °C).
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Figura 6: (6a) Analise Termogravimétrica (TGA) das NFs de (EC), (EC/OE Flor) etilcelulose incorporada
com OE da flor, (EC/OE Fruto) etilcelulose incorporada com OE do fruto e (EC/OE Folha) etilcelulose
incorporada com OE da folha. (6b) Primeira derivada (d{TGA) das NFs eletrofiadas.

Este efeito indica que a adicdo do OE da folha no processo de eletrofiacdo da
membrana resulta em um material com maior susceptibilidade a degradagdo térmica,

sugerindo que OE da folha ¢ a varidvel que favorece a degradagdo térmica, possivelmente
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catalisando o processo de degradacdo, sugerindo que o OE da folha é provavelmente mais

volatil ou interage com a matriz de forma a desestabiliza-la mais cedo.

Beikzadeh et al. (2025) incorporaram OE de cominho a NFs eletrofiadas com
EC/Mucilagem de semente de salvia na propor¢ao 85:15 com 10 % em massa de OE,
concluindo que a NF incorporada houve uma melhora nas propriedades térmicas (110 -
350 °C; destruicdo térmica das ligagdes) contra EC/Mucilagem pura (180 - 350 °C)
devido a criagdo de ligagdes de hidrogénio entre as moléculas de EC/Mucilagem e OE de

cominho que pode causar compactacao e uniformidade da estrutura da fibra.

3.7 Analises de DSC

Analisando os termogramas apresentados pela Figura 7, o primeiro pico (1) entre
50 °C a 100 °C esta associado a uma perda inicial de 4gua adsorvida no material, bem
como volatilizagdio de componentes de baixo peso molecular presentes nos OE.
Davidovich et al. (2014), realizou repeti¢des da analise de DSC com a EC e ao submeter
o material a uma segunda rampa de aquecimento, o pico endotérmico nesta faixa de

temperatura deixou de ser observado, comprovando essa associagdo com a perda de dgua.
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Figura 7: Analise Calorimetria Exploratdria Diferencial (DSC) das NFs de (EC) etilcelulose pura, (EC/OE
Flor) etilcelulose incorporada com 6leo essencial da flor, (EC/OE Fruto) etilcelulose incorporada com 6leo
essencial do fruto e (EC/OE Folha) etilcelulose incorporada com 6leo essencial da folha.
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O pico (2) em 152 °C e o pico (3) em 235,30 °C para EC pura (Tabela 6) podem
estar associados sua fusdo. A faixa de fusdo, em torno de 180 °C, e o comportamento da
EC apresentam incertezas, uma vez que suas propriedades fisico-quimicas sao fortemente
influenciadas pelo grau de substituicdo ao longo da cadeia polimérica (Figura 2). Embora
esse evento possa estar associado a temperatura de fusdo do material, a possibilidade de
uma reagdo de pirolise concomitante torna a natureza exata dessa transicao pouco clara
na literatura (Lai et al., 2010). Sendo a EC classificada como um material
majoritariamente amorfo, ¢ reconhecido que este polimero ¢ passivel de apresentar
propriedades de cristais liquidos. Os resultados de Basta et al. (2021) indicam que a EC
possui a capacidade de formar tanto fases liotropicas, isto €, formadas pela interagdo entre
moléculas anfifilicas e um solvente sendo a concentracdao o fator determinante, quanto
fases termotropicas, ou seja, formadas por moléculas que possuem uma forma
caracteristica e a temperatura ¢ o fator que induz a formagao das diferentes fases. Os dois
picos endotérmicos observados na analise por DSC corroboram essa afirmacao, sugerindo
a ocorréncia de transi¢des de fase relacionadas a formagao de mesofases (fase liquido-
cristalina). A temperatura de transi¢do vitrea (Tg) para EC pura ocorre na faixa de 120 a
135 °C, como ¢ considerada um material com elevada rigidez e, devido a isso, a mudanca
na linha de base do termograma ¢ relativamente sutil, o que dificulta a detec¢do desta
transicao (Lai ez al., 2010; Basta et al., 2021). Para a NF de EC pura eletrofiada a T, ficou

em torno de 130 °C.

Foram calculadas as energias envolvidas para cada NF nos eventos principais que
podem estar associados a fusdo do polimero, a temperatura de fusdo (Tm) foi determinada
pelo ponto méaximo do pico (3), onde a taxa de absorcao de calor ¢ maxima e a entalpia
de fusdo (AHm) foi calculada pela integragdo da area do pico (3). Os resultados obtidos
estdo dispostos na Tabela 6, onde € possivel visualizar um aumento na entalpia de fusdo

das NFs.

Tabela 6. Entalpias de fusdo das NFs EC pura e incorporada com OE de flores, folhas e frutos de G.
integrifolia.

NFs Tm (°C) AHm (J/g)
EC 235,30 _1,90
EC/OE Flor 234,00 4,54
EC/OE Fruto 227,12 3,53
EC/OE Folha 233,68 4,63

Twm — temperatura de fusdo; AH, — entalpia de fusdo; (EC) etilcelulose pura, (EC/OE Flor) etilcelulose incorporada com 6leo essencial
da flor, (EC/OE Fruto) etilcelulose incorporada com o6leo essencial do fruto e (EC/OE Folha) etilcelulose incorporada com 6leo
essencial da folha.
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O DSC das NFs incorporadas com OE da flor, fruto e folha de G. integrifolia
(Figura 7) foi possivel observar o pico (2) (146 °C), pico exotérmico bem definido nesta
regido. Isso indica o fendmeno de cristalizagdo, onde os OE atuam como agentes
nucleantes ou plastificantes, dando mobilidade as cadeias poliméricas para se

organizarem em cristais antes da fusdo (Rashidi et al., 2021).

A incorporagdo dos OE de G. integrifolia causou redugdo da T, sendo para EC
pura 235,30 °C contra EC/OE Flor 234 °C, EC/OE Fruto 227,12 °C e EC/OE Folha
233,68 °C, a queda acentuada na Tm do Fruto indica um forte efeito plastificante,
sugerindo que o OE penetrou, principalmente, os compostos organossulfurados (Tabela
3), entre as cadeias poliméricas, aumentando o volume livre e reduzindo as forgas
intermoleculares, o que permite que a NF funda a uma temperatura menor.
Concomitantemente, observa-se um aumento na entalpia de fusdo das NFs incorporadas,
quando comparado a NF de EC pura. Esse acréscimo na entalpia sugere um aumento na
cristalinidade do material, uma vez que estruturas cristalinas, caracterizadas por um
arranjo molecular altamente ordenado, exigem maior quantidade de energia para a ruptura
das ligagdes intermoleculares durante a fusdo. Em contrapartida, materiais amorfos, com
estrutura desorganizada, apresentam menor energia de fusdo devido a menor quantidade

de interagdes a serem rompidas (Canevarolo, 2017).

3.8 Analises de EDX

A utilizagdo da EDX como ferramenta analitica foi crucial para confirmar a
composi¢do elementar de superficie das NFs de EC incorporadas com OE de G.
integrifolia. Os resultados obtidos, evidenciados na Tabela 7, demonstraram que o
carbono ¢ o elemento predominante, alinhado com a estrutura quimica esperada para este
polimero. Os resultados demonstram que o carbono ¢ o elemento predominante (com
teores que variam de aproximadamente 94,7% a 99,2% nas amostras citadas), o que esta

em total conformidade com a estrutura quimica esperada para a etilcelulose.
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Tabela 7. Resultados dos teores elementares das NFs EC incorporadas com OE da flor, fruto e folha de
G. integrifolia.

S o
Elemento Quimico Propor¢do (%)
EC EC/OE Flor EC/OE Fruto EC/OE Folha
Al 0,478 £0,18 1,714 £ 0,33 0,098 £0,01 0,084 +0,01
S 0,039 £ 0,00 3,023+ 0,25 3,335 +£0,00 2,448 £ 0,00
Ca 0,227 £ 0,00 0,269 £ 0,04 0,008 £+ 0,00 0,008 + 0,00
Ag 0,011 £ 0,00 - 0,008 + 0,00 -
Fe 0,006 + 0,00 0,063 = 0,00 0,004 = 0,00 0,004 + 0,00
Sm 0,006 + 0,00 - 0,010 + 0,00 -
Cu 0,005 + 0,00 0,036 + 0,00 0,004 + 0,00 0,004 + 0,00
Cr 0,004 + 0,00 0,038 + 0,00 0,003 + 0,00 0,003 + 0,00
Mo 0,003 + 0,00 - -- 0,003 £ 0,00
Zn - - 0,002 + 0,00 0,001 = 0,00
C 99,21 94,730 96,515 97,384
99,989 99,873 99,987 99,939

*EC: etilcelulose, OE: 6leo essencial, NFs: nanofibras.

A identificagdo dos elementos quimicos presentes nas superficies das NFs
incorporadas com OE da flor de G. infegrifolia indicou uma predominancia de enxofre
(3.023%) (Tabela 7), sugerindo a presenga significativa de compostos organossulfurados
(Tabela 3) nestas NFs. Esses resultados sugerem que os compostos sulfurados presentes
no OE da flor foram eficientemente incorporados a matriz da NF. Os teores de enxofre
nas NFs incorporadas com os OEs do fruto (3,335%) e da folha (2.448%) (Tabela 7)
também evidenciaram a absor¢ao dos compostos presentes nesses OEs, embora em menor
proporcao. Esses dados corroboram com os obtidos pelo CG/EM (Tabela 3), no qual
apresentou para o OE da flor, fruto e folha o composto organossulfurado 2,2-

dissulfanodiildietanotiol como majoritario, 0 mesmo majoritario também relatado por

Silva et al. (2023).

Kilic et al. (2023) demonstraram a eficacia da espectroscopia EDX para mapear
a distribui¢do espacial de aditivos funcionais em nanofibras eletrofiadas, utilizando um
elemento marcador especifico (Fe) para diferenciar entre deposi¢do superficial e
encapsulamento no nucleo da fibra. Validando a técnica para confirmar a retencdo de
aditivos sensiveis em matrizes poliméricas, diferenciando uma mistura fisica simples de
uma incorporagao estavel, corroborando com o presente trabalho, na qual a sua deteccao
de enxofre em alta quantidade (de ~0,04% para ~3,3%) prova que os compostos volateis

ndo foram totalmente evaporados durante o processo de eletrofiacao.
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3.9 Analise mecdnica

Os ensaios de resisténcia a tragdo para as NFs de EC pura e incorporadas com os
OEs de G. integrifolia estao representados na Tabela 8, com os valores de resisténcia a

tragdo, alongamento na ruptura ¢ modulo de elasticidade.

Tabela 8. Parametros obtidos a partir das analises mecanicas das NFs.
Médulo de Elasticidade

NFs (o) (Mpa) © (%)

(Mpa)
EC 1,40 £ 0,08 9,29 + 0,17 60,30 + 1,67
EC/OE Flor 2,29+0,22 21,05+2,78 46,06 + 6,08
EC/OE Fruto 2,17£0,12 10,67 + 0,35 84,32+ 1,43
EC/OE Folha 1,91 +0,13 12,47 £ 1,01 40,06 + 0,75

o — Tensdo de ruptura em Mpa; € - Alongamento em %; Moddulo de elasticidade em Mpa (Trinca et al., 2017). *EC:
etilcelulose, OE: 6leo essencial, NFs: nanofibras.

As caracteristicas mecanicas da NFs de EC incorporadas com OE de G.
integrifolia foram alteradas significativamente com relagdo a NF de EC pura. A
incorporacdo do OE da flor levou ao aumento da resisténcia mecanica da NF, ¢ = 2.29 +
0.22 MPa, contra ¢ =1.40 £ 0.08 MPa da EC pura, houve também um aumento no
alongamento com € =21.05 £ 2.78 %, contra € = 9.29 + 0.17 %, respectivamente. O que
deixa a NF de EC/OE flor mais ductil, ou seja, pode ser deformada plasticamente em
maior extensao antes de romper e geralmente mais facil de moldar e processar. Com
relagdo ao moddulo elasticidade a NF com OE da flor diminuiu (46.06 £ 6.08 Mpa),
deixando a NF menos rigida com relacdo a NF de EC pura (60.30 + 1.67 Mpa). Na
compara¢do da NF incorporada com OE do fruto somente o modulo elasticidade variou
significativamente (84.32 + 1.43 Mpa) com relagao a NF de EC pura, deixando a fibra
mais rigida e mais resistentes a deformagdes permanentes. Ja para a NF com OE da folha
houve um pequeno aumento na resisténcia mecanica com ¢ = 1.91 £ 0.13 Mpa e no
alongamento com € = 12.47 = 1.01 %, no entanto, a NF perdeu em rigidez e resisténcia a

deformacdes com moédulo elasticidade em 40.06 £ 0.75 Mpa.

De modo geral, todas as NF incorporadas com OE de G. integrifolia houve um
aumento na resisténcia mecanica, mostrando um aumento nas interagdes intermoleculares

entre as cadeias poliméricas da EC e os compostos presentes em cada OE incorporado,
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principalmente os organossulfurados (57,14 % Flor, 48,38 %, Folha, 66,66 % Fruto -
Tabela 3). A redugdo acentuada no modulo de elasticidade observada nas amostras com
OE da Flor e folha (Tabela 8) ¢ consistente com o efeito plastificante relatado por Atarés
e Chiralt. (2016), onde componentes de baixo peso molecular se intercalam nas cadeias
poliméricas, reduzindo as forcas intermoleculares e aumentando a ductilidade do
material. Estudo realizado por Alexandre et al. (2025), apresentou NFs eletrofiadas com
Ecovio® incorporadas com OEs da flor, fruto e folha de G. integrifolia, revelaram
aumento na resisténcia mecanica para todas as NFs incorporadas com OE, bem como
aumento no alongamento, propondo que a adicdo do OE modificou as propriedades

mecanicas das NF com relagdo a NF com Ecovio® pura.

Com esses resultados obtidos, as NFs incorporadas tém resisténcia mecanica
suficiente para suportar a forca aplicada a elas e possivelmente podem ser usadas como

curativos para feridas (Zuman et al., 2011).

3.10 Angulo de contato com a dgua

A hidrofilicidade da membrana, ou seja, sua capacidade de interagir com a 4gua,
¢ um fator determinante em diversas aplicacdes biomédicas. Essa propriedade pode
influenciar significativamente a liberagdo controlada de farmacos e a interagao das células
com o material, como a adesdo e o crescimento (Zhu et al., 2019). Angulos de contato
inferiores a 90° denotam alta molhabilidade, ao passo que valores superiores a 90°

caracterizam baixa molhabilidade (Yuan ef al., 2013).

A molhabilidade da superficie das NFs de EC pura e incorporada com OE de G.
integrifolia foi estudada pela medi¢do do dngulo de contato com a agua. De acordo com
Tabela 9, a incorporacdo do OE da flor e do fruto levou a diminui¢do gradual nos valores
do angulo de contato entre 0 segundos com 133,85 + 4,95° e 123,70 £+ 3,04°,
respectivamente, ¢ 900 segundos com 83,63 + 11,84° ¢ 107,40 £+ 2,26°, respectivamente,
sendo que a NF de EC pura iniciou em 132,85 + 4,31° e terminou em 117,80 + 6,86°,
permanecendo praticamente constante, pois apresenta caracteristicas hidrofobicas. Esse
comportamento demostra uma alteracdo na molhabilidade da superficie da NF, bem como
seu carater hidrofilico, sugerindo que os compostos organossulfurados do OE de G.

integrifolia podem estar interagindo na superficie da NF. Para a NF de EC incorporada
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com OE da folha o angulo de contato permaneceu basicamente constante durante todo o
teste iniciando com 119,55 + 0,49° e terminando com 111,93 + 7,20°, no entanto, iniciou-
se com angulo de contato mais baixo entre as NFs incorporadas, mostrando ter alteracdes

na molhabilidade da superficie da NF e aumentando a tendéncia da NF em absorver dgua.

Tabela 9. Angulo de contato das NFs de EC pura e incorporadas com OE de G. integrifolia.

Angulo de Contato (°)

NFs
0s 120s 300s 600s 900s
EC 132,85 +4,31 128,65+ 0,57 124,40 £ 1,91 122,50+£0,85 117,80 + 6,86
EC/OE Flor  133,85+4,95 111,60 +2,90 93,98 + 6,47 88,95+ 7,35 83,63+ 11,84
EC/OE Fruto 123,70 + 3,04 120,00 + 3,54 118,35+ 1,63 116,93 +2,16 107,40 +2,26
EC/OE Folha 119,55+ 0,49 114,63 + 7,46 116,70 + 4,72 112,80 0,61 111,93 +7,20

*EC: etilcelulose, OE: dleo essencial, NFs: nanofibras.

Li et al., (2018) relataram angulos de contato com a agua superiores a 120° para
membranas contendo o polimero EC. Wang et al., (2013) obtiveram resultados
semelhantes, identificando angulos de contato entre 138° e 151°. Os resultados permitem
observar que todos as NFs exibiram angulos de contato maiores que 90°, indicando que
nao houve significativa molhabilidade da superficie, o que atribui aos materiais um
carater altamente hidrofobico. Contudo, as incorporagdoes dos OE de G. integrifolia
alteraram a interacdo da adgua com a superficie das NFs eletrofiadas. Alexandre et al.
(2025), apresentou para NFs eletrofiadas com Ecovio® incorporadas com OEs da flor,
fruto e folha de G. integrifolia resultados semelhantes, no qual o angulo de contato da NF
com OE da folha e fruto houve reducdao, com médias de 125,66° e 127,39°,
respectivamente, contra 133,65° de média para a NF pura, relatando que a
hidrofobicidade modificou com as incorporagdes. Para a NF incorporada com OE da flor
a média foi de 133,16°, ou seja, proxima da NF pura, se aproximando dos resultados do

presente trabalho.

3.11 Grau de intumescimento e perda de massa

O grau de intumescimento representa a capacidade de uma NF absorver um

liquido e aumentar seu volume, enquanto que a perda de massa das NFs corresponde a



84

quantidade de material que ¢ perdida pela NF ao longo do tempo, geralmente devido a
dissolu¢dao em um liquido ou degradagdo. A Figura 8 apresenta os resultados para essas
duas analises apds 24 horas de teste em agua com a NF de EC pura e incorporadas com

os OE da flor, fruto e folha de G. integrifolia.
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Figura 8: Grau de intumescimento ¢ perda de massa das NFs de (EC) etilcelulose pura, (EC/OE Flor)
etilcelulose incorporada com o6leo essencial da flor, (EC/OE Fruto) etilcelulose incorporada com oleo
essencial do fruto e (EC/OE Folha) etilcelulose incorporada com 6leo essencial da folha.

Os resultados apresentados na Figura 8 mostram que o intumescimento das NFs
de EC incorporadas com OE de G. integrifolia reduziram frente a NF de EC. A NF com
OE da folha apresentou o menor intumescimento de todos (156,27%) e uma perda de
massa intermediaria (12,17%), anélise cromatografica (Tabela 3) revela que o OE da
folha possui uma concentragao de fitol (15,85%) muito superior a das outras partes (Fruto:
0,56%; Flor: 1,91%), sendo um élcool diterpénico de cadeia longa, altamente hidrofobico,
sugere que esse composto e os organossulfurados (48.38 %) criaram uma barreira eficaz

contra a agua, refletindo no angulo de contato apresentado pela NF.

O EC/OE fruto teve um intumescimento baixo (251,03%), mas destaca-se pela
maior perda de massa (22,71%) entre todas as amostras. Apresentou, segundo a Tabela 3
maior concentracdo de compostos organossulfurados (66,66%), como o 2,2-
Dissulfanodiildietanotiol e o 2,3,5-Tritiahexano, essa alta carga desses compostos pode
ter desestabilizado a integridade da matriz de EC. A amostra EC/OE flor apresentou

intumescimento de 185,02% e uma perda de massa de 14,95%, mesmo com a entrada da



85

agua (angulo < 90° - Tabela 9), a fibra ndo absorveu dgua, isso sugere que a penetragcdo
da 4gua resultou mais no arraste de compostos (solubilizagdo/erosdao) do que na
hidratacao das cadeias poliméricas (Ghorbani et al., 2021). As NFs incorporadas podem
ter modificado a superficie das NFs de EC pela presenca de seus compostos
organossulfurados, principalmente, os volateis (Tabela 3), deixando-as menos porosas e

mais suscetiveis a degradacio (Aydogdu et al., 2017)

De forma geral as NFs incorporadas apresentaram uma redug¢do no grau de
intumescimento o que minimiza sua deformacao e contribui para uma maior rigidez e
resisténcia mecanica, ficando de acordo com os testes de analise mecanica das NFs. O
aumento na perda de massa das NFs sugere uma degradacao gradual do material e uma

possivel liberacdo controlada dos compostos dos OE incorporados.

3.12. Atividade antibacteriana das Nanofibras

A Tabela 10 apresenta a atividade antibacteriana das NFs de EC incorporadas com
OE da flor, fruto e a folha de G. integrifolia, tem em vista avaliar a efic4cia antibacteriana
destas NFs contra duas bactérias importantes, Staphylococcus aureus (ATCC 29213) e
Escherichia coli (ATCC 25922). Staphylococcus aureus € agente etiologico de multiplas
infecgdes. A taxa de efeito bacteriano nestes quadros varia de 12,5% a 75,6%, sendo
influenciada diretamente pela especificidade farmacolodgica, duracdo da intervencdo e
frequéncia do acompanhamento laboratorial subsequente (Bryan et al., 2016), ja a
patogénese de E. coli baseia-se na sua capacidade de um microrganismo comensal
(habitante normal do intestino) para um patogénico, através da aquisi¢do de genes de

viruléncia (Alhadlaq et al., 2024).

A atividade foi1 medida por meio da absorbancia (ABS) e da relagdo percentual
entre Relacao Controle/tTratamento (RC/Tr %), com coletas realizadas em periodos de
24 e 48 horas. Os resultados comparam diretamente as NFs incorporadas com o
desempenho de um controle de Estreptomicina, demonstrando as diferengas
estatisticamente significativas entre os tratamentos. A maior eficacia foi indicada pelo

valor mais negativo da RC/Tr (%).
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Tabela 10. Absorbancia (ABS) e relagdo controle (+) / tratamentos (RC/Tr %) da atividade antibacteriana
das nanofibras de etilcelulose (EC) incorporadas com 6leo essencial (OE) de G. integrifolia da flor, fruto
e folha e controle estreptomicina.

EC EC/OE Flor EC/ OE Fruto EC/ OE Folha  Estreptomicina
Bactéria
ABS ABS ABS ABS ABS
RC/Tr (%) RC/Tr (%) RC/Tr (%) RC/Tr (%) RC/Tr (%)
S 24h 31,312 51,88° 13,11¢ -1,964 -18,86¢
. aureus
(29213)  48n 156,63° -17,26¢ 31,50P -55,50¢ -2,834
a c d d b
E ol 24h 17,20 -19,70 -39.10 -38,18 -27.,40
(23922) g 1.80° 45,14 -56.11° -66,00¢ -58.29¢

As médias seguidas por letras diferentes na mesma linha para RC/Tr diferem pelo HSD de Tukey (diferenca significativa) teste (p < 0,05).
Escherichia coli; Staphylococcus aureus. EC: etilcelulose, OE: dleo essencial.

A analise da atividade antibacteriana demonstrou que a incorporagdo dos OEs de
G. integrifolia conferiu as NFs de EC propriedades inibitdrias distintas, dependendo da
parte da planta utilizada e do microrganismo testado. Para a bactéria S. aureus, observou-
se uma progressao significativa na eficicia entre 24 e 48 h, com destaque para EC/OE
Folha que apresentou o desempenho mais robusto, com eficacia de -55,50 % em 48 h, ou
seja, menor crescimento bacteriano. A NF com OE da folha superou estatisticamente a
Estreptomicina que em 48 h teve -2,83 % de inibi¢do, sugerindo que a liberacdo dos
compostos ativos da folha pela matriz polimérica € altamente eficaz contra esta cepa. Em
seguida, para o EC/OE Flor em 48 h teve uma eficécia de inibi¢ao de -17,26%, superando
também a Estreptomicina. A NF de EC pura apresentou o maior crescimento (156,63 %),

confirmando que o polimero isolado ndo possui atividade intrinseca contra S. aureus.

O OE da folha (Tabela 3), rico em fitol (15.85 %), apresentou a menor
Concentracdo Inibitoria Minima (2,50 mg.mL™") (Tabela 4) para a cepa S. aureus (29213),
confirmando sua efetividade frente a cepa. Os OEs do fruto e da flor, que possuem pouco
fitol, necessitaram de concentracoes maiores (4,17 mgmL™ e 10,00 mgmL™,
respectivamente) para obter efeito inibitdrio, isso refletiu na atividade antibacteriana das
NFs incorporadas. O fitol é conhecido por sua capacidade de interagir com as membranas
lipidicas das bactérias, aumentando sua permeabilidade e facilitando a entrada de outros
compostos ativos, o que pode explicar o sinergismo com os organossulfurados presentes

nos OEs de G. integrifolia (Islam et al., 2021).
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Para E. coli os tratamentos EC/OE Folha (-66,00 %) ¢ EC/OE Fruto (-56,11 %)
ndo apresentaram diferenga estatistica significativa entre si ou em relagdo a
Estreptomicina (-58,29%) no periodo de 48h, revelando maior efic4cia contra essa cepa,
isso indica que tanto o fruto quanto a folha de G. integrifolia possuem fitoquimicos
capazes de permear a membrana externa da E. coli, com a nanofibra atuando como um
sistema de entrega eficiente ao longo do tempo. A NF com OE da flor também apresentou
eficacia (-45,14 %), evidenciando que os compostos bioativos presentes nesses OEs

realmente foram incorporados as NFs e agiram de forma efetiva na inibicao dessa cepa.

A andlise quimica revela que a maior parte da composi¢ao quimica dos OEs de G.
integrifolia ¢ formada por compostos organossulfurados (Tabela 3), representando 61,53
% nas flores, 55,55 % nas folhas e 72,72 % nos frutos. O composto majoritario em todas
as partes ¢ o 2,2-dissulfanodiildietantiol, com areas relativas que variam de 46,64% a
58,18%. Compostos quimicos organossulfurados como lentionina (0,58 %, 0,44 %, 0,42
% OE da flor, fruto e folha de G. integrifolia, respectivamente) (Tabela 3) e dimetil
trissulfeto (0,26 %, 0,19 %, 0,47 % OE da flor, fruto e folha de G. integrifolia,
respectivamente) foram reportados com potencial agente anti-inflamatorio (Bortolucci et
al.,2022; Silva et al., 2023), o dimetil trissulfeto em especial, foi relatado como opgao de
tratamento complementar para dor neuropatica (Dombi et al., 2021). A presenca desses
compostos ¢ fundamental para a atividade bioldgica observada nas nanofibras. Ambos os
compostos compartilham a caracteristica de serem pequenas moléculas hidrofobicas, o
que permite que elas atravessem a barreira lipidica da bactéria sem a necessidade de

transportadores especificos (Wu ef al., 2023; Zheng et al., 2022).

O composto dimetil tetrassulfeto presente no OE da flor (0,22%), fruto (0,22 %)
e, principalmente, na folha (6,93%) tem potente atividade antimicrobiana contra
patogenos clinicamente relevantes, agindo no rompimento da membrana plasmatica de S.
aureus € promovendo estresse oxidativo com a presenga de grupo sulfeto (S -S) como
mecanismo primario. J4 E. coli, age de forma primdria com inibicdo enzimatica
interferindo em enzimas-chave da respiracdo celular, bloqueando, por exemplo, a

producao de adenosina trifosfato (ATP) (Xu et al., 2024).

Estudos realizados por Alexandre et al. (2025), produziram NF de Ecovio®
eletrofiadas com OE da flor, fruto e folha de G. integrifolia, na proporcao de 5 % (m/m)

em relacdo a massa do polimero, os testes de atividade antimicrobiana foram realizados
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contra as cepas S. aureus, Candida albicans e Pseudomonas aeruginosa, revelando maior
inibicdo por crescimento de unidades formadoras de coldonias para C. albicans e P.
aeruginosa, confirmando a potente atividade antifingica de G. integrifolia e apresentando
dados inéditos sobre a acdo dos OEs dessa planta incorporados em nanofibras

eletrofiadas.

O composto bioativo majoritario para os OEs da flor, fruto e folhas de G.
integrifolia 2,2-dissulfanodiildietantiol (Tabela 3) ¢ um composto organico de enxofre
que contém tanto uma ligacao dissulfeto (S-S) quanto grupos funcionais tiol (-SH) e
apresenta na literatura poucos estudos. Silva et al. 2023 identificou como majoritario o
2,2-dissulfanodiildietantiol nos OEs da flor, fruto e folhas de G. integrifolia, confirmando
atividade anti-inflamatéria nos OEs da folha e fruto, no entanto, a acdo bioativa desse
composto em especifico requer mais estudos que possam correlacionar com sua possivel

acdo antibacteriana.

4. Conclusoes

A eletrofiacdo se mostrou uma técnica eficiente para a producao de NFs de EC
incorporadas com o OE da flor, fruto e folha de G. integrifolia, propiciando a formagao
de fibras uniformes, em escala nanométrica, com diametro médio entre 217 a 250 nm. O
MEV revelou a formagdo de fibras com didmetros nanométricos e morfologia
homogénea. A andlise por FTIR indicou a presenga das bandas caracteristicas da EC e
dos OEs, sugerindo a interacao entre os componentes. A de TGA demonstrou que a
incorporacdo dos OEs influenciou a estabilidade térmica das NFs, enquanto o DSC
indicou alteragdes nas propriedades térmicas e na cristalinidade e o EDX evidenciou a
presenca do elemento enxofre caracteristico dos OEs de G. integrifolia. Os testes
mecanicos revelaram que a incorporagao dos OEs alterou as propriedades mecanicas das
NFs, com aumento da resisténcia e ductilidade. Os testes de angulo de contato
demonstraram que a incorporagdo dos OEs modificou a hidrofobicidade das superficies
das NFs. Além disso, os testes de intumescimento e perda de massa indicaram que as NFs
incorporadas apresentaram menor grau de intumescimento e maior perda de massa,

sugerindo uma possivel liberacdo controlada dos compostos dos OEs.
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A atividade antibacteriana apresentada pelas NFs incorporadas com os OEs
demonstrou que a incorporacdo do OE de G. integrifolia constitui uma estratégia
promissora para o desenvolvimento de novos agentes antibacterianos, permitindo que os
compostos volateis presentes nos OEs a partir das nanofibras exercessem atividade
inibitoria contra patdgenos de relevancia clinica. Nossa pesquisa visa trazer mais dados
cientificos que possam destacar os beneficios dessa espécie. Apesar dos resultados
promissores, investigacdes adicionais in vivo e estudos de citotoxicidade prolongada sao
fundamentais para validar a seguranca e a eficacia desta espécie como agente terapéutico

em sistemas de liberagdo controlada.
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ANEXO

Nomas da Revista: [nternational Journal of Biological Macromolecules

Sobre a revista

O International Journal of Biological Macromolecules ¢ um periodico
internacional consolidado dedicado a pesquisa sobre 0s
aspectos quimicos e biologicos de todas as macromoléculas naturais. Apresenta as
descobertas mais recentes de estudos sobre a estrutura molecular ¢ as propriedades de
proteinas, carboidratos macromoleculares, glicoproteinas, proteoglicanos, ligninas,
poliacidos bioldgicos e acidos nucleicos. Essas descobertas devem ser inéditas e originais,
e ndo repeticdes de trabalhos publicados anteriormente ou analogos. O escopo inclui
atividades e interagdes bioldgicas, associagdes moleculares, modificagdes quimicas e
biologicas e propriedades funcionais. Artigos sobre sistemas modelo relacionados,
estudos de conformagao estrutural, desenvolvimentos tedricos € novas técnicas analiticas
também sdo bem-vindos. Todos os artigos devem se concentrar principalmente em pelo
menos uma macromolécula bioldgica especifica. Essa identificagdo deve constar no

titulo, no resumo e no corpo do artigo.

Tipos de artigos

Serdo consideradas para publica¢do as contribui¢des que se enquadrarem nas

seguintes categorias:

Artigos regulares * Artigos de pesquisa originais de alta qualidade (de preferéncia
com no maximo 20 paginas em formato de manuscrito com espagamento duplo, incluindo

tabelas e ilustracdes)

Artigos de revisdo ¢ Artigos de revisdo sdo geralmente contribui¢des focadas em
um topico especifico dentro do escopo da revista. O objetivo dos artigos de revisao €
apresentar um panorama de um topico de interesse particular e uma posicao sobre as
direcdes atuais e futuras da pesquisa para a comunidade cientifica. Os titulos dos artigos

devem ser formatados da seguinte maneira: "[Titulo]: Uma Revisdo".


https://www.sciencedirect.com/journal/international-journal-of-biological-macromolecules
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O numero de referéncias nao deve exceder
e 75 referéncias para trabalhos de pesquisa

e 150 referéncias para avaliagdes

Redacao e formatacio
Formato do arquivo

Solicitamos que vocé forneca os arquivos-fonte editdveis de toda a sua submissdo

(incluindo figuras, tabelas e graficos de texto). Algumas diretrizes:

e Salve os arquivos em um formato editdvel, usando a extensdo .doc/.docx para
arquivos do Word e .tex para arquivos LaTeX. Um arquivo PDF ndo ¢ aceitavel

como fonte.

e Formate os arquivos do Word em um layout de coluna unica. A formatacao de

coluna dupla ¢ permitida apenas para trabalhos em LaTeX.

e Remova todo o texto riscado e sublinhado do seu manuscrito, a menos que tenha

relevancia cientifica relacionada ao seu artigo.

e Use as fungdes de verificagdo ortografica e gramatical para evitar erros.

Pagina de titulo
E necessario incluir as seguintes informagdes na pagina de titulo:

e Titulo do artigo. Os titulos dos artigos devem ser concisos e informativos. Evite
abreviacOes e formulas, sempre que possivel, a menos que sejam amplamente

conhecidas e compreendidas, como por exemplo, DNA.

e Nomes dos autores. Fornega o(s) nome(s) ¢ sobrenome(s) de cada autor. A ordem
dos autores deve corresponder a ordem no sistema de submissdo. Verifique
cuidadosamente se todos 0s nomes estdo escritos corretamente. Se necessario,
vocé pode adicionar seu nome entre parénteses, em sua propria grafia, apos a

transliteracdo para o inglés.
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Afiliagdes. Adicione os enderecos de afiliacdo, indicando onde o trabalho foi
realizado, abaixo dos nomes dos autores. Indique as afiliagdes usando uma letra
minuscula sobrescrita imediatamente apds o nome do autor e antes do enderego
correspondente. Certifique-se de fornecer o endereco postal completo de cada
instituicdo afiliada, incluindo o nome do pais e, se disponivel, o enderego de e-

mail de cada autor.

Autor correspondente. Indique claramente quem serd responsavel pela
correspondéncia relativa ao seu artigo em todas as etapas do processo de revisao
por pares e publicagdo, bem como ap6s a publicagdo. Essa responsabilidade inclui
responder a quaisquer duvidas futuras sobre seus resultados, dados, metodologia
e materiais. E importante que o endereco de e-mail e os dados de contato do autor
correspondente sejam mantidos atualizados durante o processo de submissdo e

publicagdo.

Enderego atual/permanente. Se um autor se mudou desde a realizagdo do trabalho
descrito no artigo, ou se o autor estava em visita durante esse periodo, um
"enderego atual" (ou "endereco permanente") pode ser indicado em uma nota de
rodapé ao lado do nome do autor. O endereco onde o autor realizou o trabalho
deve ser mantido como seu endere¢o de afiliagdo principal. Utilize numerais

arabicos sobrescritos para essas notas de rodapé.

Resumo

E necessario apresentar um resumo conciso € objetivo, com no maximo 250 palavras. O

resumo deve descrever sucintamente o objetivo da pesquisa, os principais resultados e as

conclusdes mais relevantes. Algumas diretrizes:

Os resumos devem ser autossuficientes, pois geralmente sdo apresentados

separadamente do artigo.

Evite referéncias. Caso seja imprescindivel incluir alguma, certifique-se de citar

o(s) autor(es) e o(s) ano(s).
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e Evite abreviacdes ndo padronizadas ou incomuns. Caso seja imprescindivel
incluir alguma, certifique-se de que ela seja definida no resumo logo na primeira

vez em que for mencionada.
Palavras-chave

Vocé deve fornecer de 1 a 7 palavras-chave para fins de indexacdo. As palavras-chave
devem ser escritas em inglés. Por favor, evite palavras-chave compostas por varias

palavras (usando "e" ou "de").

Recomendamos que vocé utilize abreviagcdes em palavras-chave somente se elas forem

amplamente utilizadas na area.
Destaques

E recomendével que vocé inclua os principais destaques do artigo no momento da

submissdo.

Os destaques sdo uma breve colegao de topicos que devem capturar os resultados inéditos
da sua pesquisa, bem como quaisquer novos métodos utilizados durante o estudo. Os
destaques ajudardo a aumentar a visibilidade do seu artigo nos mecanismos de busca.

Algumas diretrizes:

e Envie os destaques como um arquivo editavel separado no sistema de submissao

online, incluindo a palavra "destaques" no nome do arquivo.

e Os destaques devem consistir em 3 a 5 tdpicos, cada um com no maximo 85

caracteres, incluindo espagos.
Formulas matematicas
e Envie as equacdes matematicas como texto editavel, ndo como imagens.
e Apresente as formulas simples em linha com o texto normal, sempre que possivel.

e Use abarra (/) em vez de uma linha horizontal para termos fraciondrios pequenos,

como X/Y.
e Variaveis apresentadas em italico.

e Denotemos as poténcias de e por exp.
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Apresente as equacdes separadamente do texto, numerando-as consecutivamente

na ordem em que s3o mencionadas no texto.

Tabelas

As tabelas devem ser enviadas como texto editdvel, ndo como imagens. Algumas

diretrizes:

Coloque as tabelas ao lado do texto relevante ou em uma ou mais paginas

separadas no final do seu artigo.
Cite todas as tabelas no texto do manuscrito.

Numere as tabelas consecutivamente de acordo com a ordem em que aparecem no

texto.
Por favor, inclua legendas junto com as tabelas.
Coloque as notas da tabela abaixo do corpo da tabela.

Evite linhas verticais e sombreamento dentro das células da tabela.

Recomendamos que utilize tabelas com moderagdo, garantindo que os dados

apresentados nelas ndo dupliquem resultados descritos em outras partes do artigo.

Figuras, imagens e obras de arte

Figuras, imagens, ilustracdes, diagramas e outros elementos graficos devem ser

fornecidos como arquivos separados juntamente com o manuscrito. Recomendamos a

leitura de nossas instrucoes detalhadas sobre ilustracdes e outros elementos graficos .

Alguns trechos:

Ao enviar trabalhos artisticos:

Cite todas as imagens no texto do manuscrito.
Numere as imagens de acordo com a sequéncia em que aparecem no seu artigo.

Envie cada imagem como um arquivo separado, utilizando uma convengao de

nomenclatura 16gica para seus arquivos (por exemplo, Figura 1, Figura 2 etc.).
Por favor, forneca legendas para todas as figuras, imagens e ilustragoes.

Os graficos podem ser incorporados ao texto na posi¢do apropriada. Se estiver

trabalhando com LaTeX, os graficos também podem ser incorporados ao arquivo.


https://www.elsevier.com/about/policies-and-standards/author/artwork-and-media-instructions
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Formatos de obras de arte

Quando sua arte estiver finalizada, "salve como" ou converta sua arte eletronica para os
formatos listados abaixo, levando em consideragdo os requisitos de resolugdo para

desenhos de linha, meios-tons e combinagoes de linha/meio-tom:

e Desenhos vetoriais: Salve como arquivos EPS ou PDF incorporando a fonte ou

salve o texto como "graficos".

e Fotografias coloridas ou em tons de cinza (meios-tons): Salve como arquivos
TIFF, JPG ou PNG com resolu¢do minima de 300 dpi (para coluna unica: min.

1063 pixels, largura da pagina inteira: 2244 pixels).

e Desenhos de linhas bitmap: Salve como arquivos TIFF, JPG ou PNG com uma
resolugdo minima de 1000 dpi (para coluna unica: min. 3543 pixels, largura da

pagina inteira: 7480 pixels).

e Combinagdes de linhas bitmap/meios-tons (coloridas ou em tons de cinza): Salve
como arquivos TIFF, JPG ou PNG com uma resolu¢do minima de 500 dpi (para

coluna unica: min. 1772 pixels, largura da pégina inteira: 3740 pixels).
Por favor, ndo envie:

e Arquivos com resolu¢do muito baixa (por exemplo, arquivos otimizados para uso

em tela, como GIF, BMP, PICT ou WPG).

e Imagens desproporcionalmente grandes em relagdo ao tamanho da fonte podem

tornar o texto ilegivel.
Legendas das figuras

Todas as imagens devem ter uma legenda. A legenda deve consistir em um titulo breve
(ndo exibido na prépria figura) e uma descri¢do da imagem. Recomendamos que vocé
mantenha a quantidade de texto em qualquer imagem ao minimo, embora quaisquer
simbolos e abreviagdes utilizados devam ser explicados. Fornega as legendas em um

arquivo separado.
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Arte colorida

Se vocé enviar figuras coloridas utilizaveis com seu artigo aceito, garantiremos que elas

aparecam coloridas online.

Certifique-se de que as imagens coloridas sejam acessiveis a todos, incluindo pessoas

com daltonismo. Saiba mais sobre cores e acessibilidade na web .

Inteligéncia Artificial Generativa e Figuras, imagens e obras de arte

Leia nossa politica sobre o uso de IA generativa e ferramentas assistidas por IA em

figuras, imagens e ilustragdes, que pode ser encontrada nas Politicas de IA generativa

para Periddicos da Elsevier . Esta politica declara:

Nao permitimos o uso de IA generativa ou ferramentas assistidas por IA para criar

ou alterar imagens em manuscritos submetidos.

A Unica excecao ocorre quando o uso de IA ou ferramentas assistidas por IA faz
parte do projeto ou dos métodos de pesquisa (por exemplo, na area de imagens
biomédicas). Nesse caso, tal uso deve ser descrito de forma reproduzivel na se¢ao
de métodos, incluindo o nome do modelo ou ferramenta, os nimeros de versao e

extensdo e o fabricante.

O uso de A generativa ou ferramentas assistidas por IA na producao de obras de
arte, como resumos graficos, ndo € permitido. O uso de [A generativa na produgao
de capas de revistas pode ser permitido em alguns casos, desde que o autor
obtenha autorizagao prévia do editor e da editora, demonstre que todos os direitos
necessarios para o uso do material em questdo foram obtidos e assegure a correta

atribui¢ao do conteudo.

Material suplementar

Incentivamos o uso de materiais complementares, como aplicativos, imagens e trechos de

audio, para aprimorar a pesquisa. Algumas diretrizes:

O material suplementar deve ser preciso e relevante para a pesquisa.
Cite todos os arquivos suplementares no texto do manuscrito.

Envie os materiais suplementares juntamente com o seu artigo. Esteja ciente de

que todos os materiais suplementares fornecidos serdo publicados online
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exatamente no mesmo formato de arquivo em que foram recebidos. Esses

arquivos nao serdo formatados ou diagramados pela equipe de produgao.

e Inclua uma legenda concisa e descritiva para cada arquivo suplementar,

descrevendo seu conteudo.

e Fornega os arquivos atualizados caso deseje fazer alteragdes nos materiais

suplementares enviados em qualquer etapa do processo de publicagdo.

e Nao faga anotagdes ou correcdes em uma versdo anterior de um arquivo

suplementar.

e Desative a opgao de controle de alteragdes em arquivos do Microsoft Office. Se o
controle de alteragdes estiver ativado, as alteracdes aparecerdo na versao

publicada.
Video

Esta revista aceita material em video e sequéncias de animagdo para apoiar e aprimorar
sua pesquisa cientifica. Incentivamos a inclusdo de links para arquivos de video ou

animacao em seus artigos. Algumas diretrizes:

e Ao incluir links para arquivos de video ou animagdo em seu artigo, faga referéncia
ao conteudo do video ou da animag¢ao adicionando uma nota no texto indicando

onde o arquivo deve ser inserido.

e Identifique claramente os arquivos, garantindo que o nome do arquivo esteja

diretamente relacionado ao seu conteudo.

e Forneca os arquivos em um dos formatos recomendados . Os arquivos devem ter

um tamanho méximo preferencial de 150 MB por arquivo e 1 GB no total.

e Fornega imagens estdticas para cada um dos seus arquivos. Elas serdo usadas
como icones padrdo para personalizar o link para seus videos. Vocé pode escolher

qualquer quadro do seu video ou animag¢do, ou criar uma imagem separada.

e Inclua um texto descritivo em seu manuscrito para fazer referéncia ao contetido
do video. Esse texto ajuda a garantir a acessibilidade para leitores com deficiéncia

visual que dependem de informagdes descritivas. Para peridodicos com publicacdo
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impressa, isso também ¢ essencial, pois arquivos de video e animagdo ndo podem

ser incorporados a versdao impressa.

Publicamos todos os arquivos de video e animacao fornecidos na versao eletronica do seu

artigo.

Para obter instru¢cdes mais detalhadas, recomendamos que vocé leia nossas diretrizes

sobre como enviar conteudo de video para inclusdo no corpo de um artigo .

Dados de pesquisa

Estamos empenhados em apoiar o armazenamento, o acesso ¢ a descoberta de dados de

pesquisa, e nossa politica de dados de pesquisa estabelece os principios que orientam a

forma como trabalhamos com a comunidade cientifica para apoiar um processo de

pesquisa mais eficiente e transparente.

Os dados de pesquisa referem-se aos resultados de observagdes ou experimentacdes que
validam as descobertas da pesquisa, podendo também incluir software, cddigo, modelos,

algoritmos, protocolos, métodos e outros materiais uteis relacionados ao projeto.

Leia nossas diretrizes sobre compartilhamento de dados de pesquisa para obter mais

informagdes sobre como depositar, compartilhar e usar dados de pesquisa e outros

materiais de pesquisa relevantes.

Depésito, citaciio e vinculacdo de dados de pesquisa

Para esta revista, aplicam-se as instrugdes da Op¢ao B das nossas diretrizes de dados de

pesquisa . Isso significa que vocé ¢ incentivado a:
e Deposite os dados da sua pesquisa em um repositorio de dados relevante.
e C(ite e inclua um link para este conjunto de dados em seu artigo.

e Caso isso ndo seja possivel, apresente uma declaracdo explicando por que os

dados da pesquisa ndo podem ser compartilhados.
Declaraciao de dados

Para promover a transparéncia, recomenda-se que vocé informe a disponibilidade de

quaisquer dados no momento do envio.
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Garantir a disponibilidade dos dados pode ser uma exigéncia da sua agéncia de
financiamento ou institui¢do. Caso seus dados ndo estejam disponiveis ou ndo sejam
adequados para publicagdo, vocé pode indicar o motivo (por exemplo, seus dados de
pesquisa incluem informacdes sensiveis ou confidenciais, como dados de pacientes)
durante o processo de submissdo. Essa declaragdo aparecera junto com seu artigo

publicado no ScienceDirect.

Leia mais sobre a importancia e os beneficios de fornecer uma declaragdo de dados .

Vinculacao de dados

Ao incluir links para os dados que fundamentam seu trabalho, vocé aumenta sua
visibilidade e pode levar a novas colaboragdes. Isso também proporciona aos leitores uma

melhor compreensdo da pesquisa descrita.

Se os seus dados de pesquisa foram disponibilizados em um repositério de dados, existem

varias maneiras de vincular diretamente o seu artigo ao conjunto de dados:

e Fornega um link para seu conjunto de dados quando solicitado durante o processo

de submissdo online.

e Para alguns repositorios de dados, um banner do repositorio aparecera

automaticamente ao lado do seu artigo publicado no ScienceDirect.

e Vocé também pode incluir links para dados ou entidades relevantes no texto do
seu artigo por meio de identificadores. Utilize o seguinte formato: Banco de

dados: 12345 (ex.: TAIR: AT1G01020; CCDC: 734053; PDB: 1XFN).

Saiba mais sobre como vincular dados de pesquisa e artigos cientificos no ScienceDirect .

Elementos de pesquisa

Esta revista permite a publicacdo de objetos de pesquisa (por exemplo, dados, métodos,

protocolos, software e hardware) relacionados a pesquisas originais nas revistas Research

Elements da Elsevier .

A Research Elements ¢ uma série de periddicos de acesso aberto com revisao por pares
que tornam os objetos de pesquisa localizéveis, acessiveis e reutilizaveis. Ao fornecer
descri¢des detalhadas dos objetos e suas aplicagdes, com links para o artigo de pesquisa

original, seus objetos de pesquisa podem ser contextualizados dentro do seu artigo.
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Durante o processo de submissao, vocé sera notificado sobre a oportunidade de submeter
um manuscrito a um dos periddicos da Research Elements. Seu artigo para a Research

Elements pode ser preparado por vocé ou por um de seus colaboradores.

Informacdes especificas para o periodico: Redacio e formatacgio
Titulo

O titulo do artigo deve conter o nome completo da(s) macromolécula(s) bioldgica(s) em

que o manuscrito se concentra principalmente.
Dados originais
Western blots

A revista exige que as imagens originais e ndo editadas de todos os blots usados para
gerar as figuras sejam fornecidas no momento da submissdo. Esses arquivos devem ser
as digitalizagdes ou fotografias brutas e ndo recortadas da membrana inteira, rotuladas
com o marcador de peso molecular e a proteina de interesse identificada (por exemplo,
"STAT" para a Fig. 3a). E preferivel que sejam fornecidos blots de todas as repeti¢des
independentes, se disponiveis. Esses arquivos de imagem brutos devem ser enviados com
o tipo de item de submissdo definido como "Material Suplementar apenas para o Editor"
no fluxo de trabalho de submissao, de forma que fiquem disponiveis para o editor, mas

ndo se destinem a publicagdo.

Dados computacionais

Os dados computacionais devem ser carregados em um repositorio de acesso aberto, € o
DOI do conjunto de dados deve ser incluido em uma das seguintes declaracdes de

disponibilidade de dados:

e “Os dados que sustentam as conclusdes deste estudo estdo disponiveis
publicamente em [nome do repositério] em [URL], nimero de referéncia [nimero

de referéncia].”

e Os dados que sustentam as conclusdes deste estudo estdo disponiveis em [nome

do repositorio] em [URL/DOI], numero de referéncia [numero de referéncial.
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Esses dados foram obtidos dos seguintes recursos disponiveis em dominio

publico: [listar recursos ¢ URLs].
Estrutura do artigo
Secoes do artigo

e Divida seu artigo em segdes claramente definidas e numeradas. Numere as

subsecdes como 1.1 (depois 1.1.1, 1.1.2, ...), depois 1.2, etc.

e Utilize a numeragao correta ao fazer referéncias cruzadas dentro do seu artigo.

Nao se refira apenas ao "texto".

e Vocé pode dar um titulo breve as subse¢des. Os titulos devem aparecer em uma

linha separada.
e Nao inclua o resumo do artigo na numeragao das secdes.
Glossario

Por favor, fornega as defini¢des dos termos especificos da area utilizados em seu artigo,

em uma lista separada.
Agradecimentos

Inclua na se¢do de agradecimentos todas as pessoas que lhe prestaram auxilio durante a
pesquisa, como ajuda com o idioma, a redag¢do ou a revisdo. Os agradecimentos devem
ser colocados em uma se¢do separada, imediatamente antes da lista de referéncias. Nao
inclua agradecimentos na pagina de titulo, como nota de rodapé do titulo ou em qualquer

outro lugar do artigo que ndo seja na se¢do de agradecimentos.
Contribuicoes dos autores: CRediT

Os autores correspondentes devem reconhecer as contribui¢des dos coautores usando as

fungdes do CRediT (Contributor Roles Taxonomy) :

e Conceitualizacao

e (Curadoria de dados

e Analise formal

e Obtencao de financiamento

e Investigacdo


https://credit.niso.org/
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e Metodologia

e Administragdo de projetos

e Recursos

e Software

e Supervisao

e Validagao

e Visualizacao

e Redagdo — rascunho original
e Escrita —revisao e edi¢ao

Nem todas as fungdes do CRediT se aplicardo a todos os manuscritos ¢ alguns autores

poderdo contribuir por meio de multiplas fungdes.

Recomendamos que vocé leia mais sobre o CRediT e veja um exemplo de declaracao de

autoria do CRediT .

Fontes de financiamento

Os autores devem divulgar quaisquer fontes de financiamento que tenham fornecido
apoio financeiro para a realizacdo da pesquisa e/ou preparacao do artigo. O papel dos
patrocinadores, se houver, deve ser declarado em relagdo ao desenho do estudo, coleta,
analise e interpretacao dos dados, redacao do relatério e decisao de submeter o artigo para
publicagdo. Caso as fontes de financiamento nao tenham tido tal envolvimento, isso deve

ser declarado na submissao.

Liste as fontes de financiamento desta forma padronizada para facilitar o cumprimento

dos requisitos do financiador:

Financiamento: Este trabalho foi financiado pelos Institutos Nacionais de Satde
[numeros de concessdo xxxx, yyyy]; pela Fundagdo Bill & Melinda Gates, Seattle, WA
[numero de concessdo zzzz]; e pelos Institutos da Paz dos Estados Unidos [numero de

concessdo aaaal.

Nao ¢ necessario incluir descrigdes detalhadas sobre o programa ou o tipo de bolsas,

auxilios e prémios. Quando o financiamento provém de uma verba global ou de outros
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recursos disponiveis para uma universidade, faculdade ou outra instituicdo de pesquisa,

indique o nome do instituto ou organizacao que forneceu o financiamento.

Caso nao tenha sido disponibilizado financiamento para a pesquisa, recomenda-se incluir

a seguinte frase:

Esta pesquisa ndo recebeu financiamento especifico de agéncias de fomento dos setores

publico, comercial ou sem fins lucrativos.
Apéndices
Solicitamos que utilize o seguinte formato para os anexos:
e Identifique os apéndices individuais em seu artigo usando o formato: A, B, etc.

e Numere as formulas e equagdes separadamente dentro dos apéndices, usando
formatos como Eq. (A.1), Eq. (A.2), etc., e nos apéndices subsequentes, Eq. (B.1),
Eq. (B.2), etc. Da mesma forma, numere as tabelas e figuras separadamente,

usando formatos como Tabela A.1; Fig. A.1, etc.
Referéncias
Referéncias dentro do texto

Todas as referéncias citadas no seu artigo devem constar também na sua lista de

referéncias, e vice-versa. Algumas diretrizes:
e As referéncias citadas no seu resumo devem ser apresentadas na integra.

e Recomendamos que vocé ndo inclua resultados ndo publicados e comunicagdes
pessoais em sua lista de referéncias, embora possa menciond-los no texto do seu

artigo.

e Quaisquer resultados ndo publicados e comunicagdes pessoais incluidos na sua
lista de referéncias devem seguir o estilo de referéncia padrao da revista. Em vez
da data de publicagdo, adicione "resultados ndo publicados" ou "comunicacao

pessoal".

e As referéncias citadas como "no prelo" implicam que o item foi aceito para

publicacao.

Incluir links para as fontes citadas aumentara a visibilidade da sua pesquisa.
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Antes de submeter o artigo, verifique se todos os dados fornecidos na sua lista de
referéncias estdo corretos, incluindo quaisquer referéncias que tenham sido copiadas.
Fornecer dados de referéncia corretos permite-nos criar links para servi¢os de indexagao
e resumos como o Scopus, Crossref ¢ PubMed. Quaisquer sobrenomes, titulos de
periddicos ou livros, anos de publicagdo ou paginacdo incorretos nas suas referéncias

podem impedir a criacdo de links.

Recomendamos o uso de Identificadores de Objetos Digitais (DOIs) como links de

referéncia, pois eles fornecem um link permanente para o artigo eletronico referenciado.



