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RESUMO

Este estudo relata o desenvolvimento de um sistema carreador de 6leo essencial de citronela
(OEC) a partir da formulacdo de uma nanoparticula do copolimero Pluronic®F127 revestido
pelo complexo polieletrolitico (CPE) de quitosana e alginato de sdédio com objetivo de
proporcionar uma libera¢do controlada do ativo. A estabilidade do sistema de acordo com raio
hidrodinamico (Rn), potencial zeta e pH foi acompanhada ao longo de 60 dias. Embora
observou-se aumento no Ry e no valor de pH, o decréscimo no potencial zeta (de 54 para 44
mV) ainda indica estabilidade. Medidas de espalhamento de luz dindmico (DLS) em diferentes
propor¢des de agua/etanol como meio dispersivo foram importantes para confirmar o
recobrimento das nanoparticulas de F127 com o CPE. Andlises de espectroscopia no
infravermelho (FT-IR) indicaram interacdo da quitosana com alginato de so6dio e da quitosana
com o FI127. O tamanho das nanoparticulas avaliado por Microscopia Eletronica de
Transmissdao (TEM) corrobora com os valores observados por DLS (Riy 100-200 nm). A
eficiéncia de encapsulacdo de 80% para o OEC foi determinada por UV-Vis. O perfil de
liberag¢ao avaliado em meio tampao fosfato/salino contendo 20% de etanol e em fluido de suor
simulado, resultou em 74 e 81% de liberagao, respectivamente, onde o mecanismo de liberagao
se ajustou ao modelo de Korsmeyer-Peppas indicando comportamento difusional para ambos
os meios estudados. As nanoparticulas foram incorporadas em tecido de algodao e para tanto,
a hidrofobicidade da superficie do tecido, cujo angulo de contato foi de 142°, foi tratada com
plasma a frio de O,. As imagens de MEV mostraram que o tratamento por um minuto nao foi
severo a fibra e que proporcionou boa adesdo das nanoparticulas. Apds 72 h de liberagao do
0leo essencial em meio de suor simulado, a liberagdo do ativo alcangou 50% e o teste
microbiolégico mostrou que o tecido foi eficiente contra o crescimento de Staphyloccocus
aureus € Pseudomonas aeruginosa nas concentra¢des de 200 e 500 uL mL"' de OEC e
ineficiente contra o crescimento dos fungos Aspergillus niger € Trichoderma virens.

Palavras-chave: Nanoparticula. Oleo essencial de citronela. Complexo Polieletrolitico. Tecido

de algodao.



ABSTRACT

This study relates the development of citronella essential oil carrying system (CEO) up to
Pluronic®F 127 copolymer nanoparticles coated with chitosan/sodium alginate polyelectrolyte
complex (PEC) with the objective to promote controlled release of the active. The system
stability according to hydrodynamic radio, zeta potential and pH over time sixty days, although
was observed Ry and pH increase, zeta potential decrease (54 to 44 mV) still indicates stability.
Dynamic Light Scattering (DLS) in different proportions of water/ethanol as a dispersive
medium was important to confirm that the PEC coated the F127 nanoparticles. Infrared
spectroscopy suggested chitosan/sodium alginate and chitosan/F127 interactions. The
nanoparticle size evaluated by Transmission Electron Microscopy (TEM) corroborated the
value observed in DLS (Ryrange of 100-200 nm). Encapsulation efficiency of 80% for CEO
was evaluated in phosphate buffer saline (PBS) containing 20% of ethanol and in simulated
sweat fluid, achieving 74 and 81% respectively. The releasing mechanism fitted the Korsmeyer-
Peppas mathematical model, indicating Fickian diffusion behavior for both studied media. In
second part, the nanoparticles were incorporated in cotton textile and for this, the surface
hydrophobicity, whose contact angle was 142°, was treated with O> non-thermal plasma.
Scanning Electron Microscopy (SEM) showed that 1 minute of treatment was not aggressive to
the fiber and provided good adhesion of nanoparticle. After 72 h of essential oil release in sweat
fluid, the releasing achieved 50% and the microbiological test suggested that the textile was
efficient against Staphyloccocus aureus and Pseudomonas aeruginosa growing in 200 and
500pL mL! of CEO and inefficient against the fungi Aspergillus niger and Trichoderma virens
growing.

Keywords: Nanoparticle. Citronella essential oil. Polyelectrolyte Complex. Cotton Textile.
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1 INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

Materiais téxteis sdo excelentes meios para crescimento de microrganismos,
principalmente os que sdo utilizados em hospitais, roupas esportivas, uniformes escolares e
calcados (CHATHA et al., 2019). Associadamente, Gallo, (2017) descreve que a superficie da
pele humana também ¢é hospedeira de populacdes de microrganismos, que pode resultar
inclusive em alteragOes das fungdes celulares.

Fiedler et al., (2019a) relatam a aplica¢do de nanotecnologia no setor téxtil com intuito
de confeccionar produtos com atividade antimicrobiana, protecao contra a radiagdo ultravioleta,
aplicacdo e liberagao de fairmacos, entre outros. Para tanto, ¢ de grande interesse a aplicagdo de
ativos micro/nanoencapsulados em substratos téxteis que garantam a libera¢do controlada do
composto sob a variagdo do pH do meio, calor, pressdo mecanica dentre outros fatores
(BEZERRA et al.,2016).

Os 0leos essenciais sao compostos volateis que apresentam rica atividade biologica,
permitindo sua aplicagcdo na area farmacéutica (CHOUDHARY et al., 2009), de cosméticos
(SARKIC; STAPPEN, 2018), conservagao de alimentos (VIEIRA et al., 2019), tecnologia téxtil
(LIS et al., 2018) (WALENTOWSKA; FOKSOWICZ-FLACZYK, 2013) na exploragdo de
propriedades antifingicas, bactericidas e de repeléncia a insetos (SILVA et al, 2011)
(SENDRA, 2016) (LEE, 2018) (de CASTRO et al., 2019).

Os monoterpenos citronelal, geraniol, e citronelol geralmente sdo os constituintes
principais do oleo essencial de citronela (OEC). Alguns estudos tém reportado propriedades
antifungicas e bactericidas do OEC em fun¢do dos compostos citronelal, a- e - pinenos
(NAKAHARA et al., 2003)(LI et al., 2013) (WANG et al., 2018). Contudo, os 6leos essenciais
exibem uma alta taxa de evaporagdao das moléculas volateis devido a alta pressao de vapor.
Desta maneira, o encapsulamento destes ativos ¢ uma alternativa viavel para preservar suas
propriedades quimicas e biologicos (FLORES et al., 2011). Neste contexto, o uso de sistemas
carreadores formados por nanoparticulas poliméricas ¢ uma alternativa interessante para
estender o uso de dleos essenciais.

Pluronic® F127 ¢ um copolimero anfifilico tribloco constituido de um bloco central
hidrofobico de poli(6xido de propileno) (PPO), ligado em suas extremidades a dois blocos
hidrofilicos de poli(6xido de etileno) (PEO), na propor¢ao PEO100-PPO70-PEO100 (OLIVEIRA
et al., 2015). Estes materiais vem sendo estudados na estabilizacdo de compostos volateis em

ambientes hidrofilicos, reduzindo sua pressdo de vapor e, consequentemente, a volatiliza¢do
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(CHAT et al., 2018) possibilitando a encapsulagdo dos constituintes ativos que visem uma
liberagdo prolongada dos mesmos.

Similarmente, o uso de biopolimeros tais como os polissacarideos quitosana e alginato
de sodio tém sido muito estudado para encapsular 6leos essenciais devido a propriedades como
biocompatibilidade, ndo toxicidade e biodegradabilidade, além da ampla disponibilidade de
matéria prima (HEYDARI; BAVANDI; JAVADIAN, 2015) (FERRANDIZ et al., 2017)
(GRANDE-TOVAR et al., 2018) (HASHEMINEJAD; KHODAIYAN; SAFARI, 2019). Na
forma i0nica, estes polissacarideos assumem o comportamento de um polieletrdlito, o que
possibilita a agregacdo em nanoparticulas através de interacdes eletrostaticas na formacao de
um complexo polieletrolitico (CPE) (YANG et al., 2015).0 recobrimento de nanoparticulas de
F127 contendo 6leo essencial com um CPE favorece a aplicacdo em sistemas onde se exige
certa resisténcia mecanica da nanoestrutura além de proporcionar uma melhor adesdo ao
substrato desejado.

No presente trabalho ¢ proposto a producao de tecidos com propriedades funcionais
através da aplicagdo de nanoparticulas contendo 6leo essencial de citronela em fibra téxtil de
algodao, para conferir propriedades antifingicas e bactericidas. Os sistemas ativos, como sao
chamados os tecidos com propriedades funcionais, desempenham o papel de “sistemas
reservatorios” que possibilitam a liberacdo controlada da substancia ativa do tecido para a pele

(LIS et al., 2019).

1.10BJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral
Preparar nanoparticulas de Pluronic® F127 carregadas com 6leo essencial de citronela
e recobri-las com complexo polieletrolitico de quitosana-alginato de s6dio de forma que garanta

liberacdo controlada do ativo para posterior aplicagdo em fibras téxteis de algodao.

1.1.2 Objetivos Especificos

Preparar nanoparticulas de Pluronic® F127 para encapsulacdo de oleo essencial de
citronela;
Preparar um complexo polieletrolitico de quitosana-alginato de s6dio para recobrir as

nanoparticulas de Pluronic® F127;
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Caracterizar as nanoparticulas de Pluronic® F127 recobertas com o complexo
polieletrolitico por:

e Espalhamento de Luz Dindmico (DLS) para obter o raio hidrodinamico e o
tamanho da particula;

e Microscopia Eletronica de Transmissdo (TEM) e microscopia eletronica de
varredura com emissdo de campo (MEV-FEG) para verificar o tamanho e
forma da particula;

e Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR) para
caracterizar os principais grupos funcionais presentes nos polimeros puros € na
nanoparticula.

Obter o perfil cinético de liberagdo in vitro do 6leo essencial de citronela em meio de
tampao fosfato-salino e em suor simulado;

Realizar teste microbioldgico para as nanoparticulas e para o oleo essencial puro;

Tratar as fibras téxteis de algodao com plasma frio para conferir carater hidrofilico ao
téxtil;

Caracterizar os téxteis de algodao tratados e ndo tratados com plasma por angulo de
contato, MEV e FT-IR para verificar as altera¢des na estrutura da fibra do tecido

Aplicar as nanoparticulas nas fibras téxteis;

Obter o perfil cinético de liberagdo in vitro das nanoparticulas incorporadas no téxtil;

Realizar teste microbiologico do téxtil incorporadas com as nanoparticulas.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 OLEOS ESSENCIAIS

Para representar o odor de espécies de plantas aromaticas, Paracelsus e outros
alquimistas designaram o termo “6leo essencial” por estas transmitirem odores distintos e
representativos. Estes odores sdo atribuidos as complexas misturas volateis das moléculas
organicas de baixa massa molar constituintes do 6leo cuja concentragdo pode variar com o
periodo e clima do cultivo da planta (SANKARIKUTTY; NARAYANAN, 2003)(CHAVEZ-
GONZALEZ; RODRIGUEZ-HERRERA; AGUILAR, 2016).

Conforme a sétima edicdo da farmacopeia europeia, um 6leo essencial € um “produto
odorante geralmente de composi¢ao complexa obtido de uma planta botanicamente definida ou
por arraste por vapor d’agua ou por destilacdo a seco ou por um método mecanico viavel sem
aquecimento. O oleo essencial ¢ geralmente separado da fase aquosa por um método fisico que
nao leva a mudangas em sua composi¢ao quimica” (EL ASBAHANI et al., 2015).

Oleos essenciais sdo produtos do metabolismo secundario de plantas arométicas que
sdo sintetizados nas partes verdes como também nas flores e estdo alocados em células e
glandulas especificas, reservatorios e no espago intercelular (ALI et al., 2015), produzidos como
resposta ao ataque de insetos ou outros organismos (CHAVEZ-GONZALEZ; RODRIGUEZ-
HERRERA; AGUILAR, 2016).

O uso de oOleos essenciais ¢ proposto em diversas aplicagdes em fungdo de
propriedades antimicrobiana, acaricida, repeléncia de insetos, antioxidante, anti-inflamatoria e
também em aroma terapia sao reportadas, onde € conveniente o destaque ao d0leo essencial de
citronela.

O dleo essencial de citronela ¢ extraido de plantas do género Cymbopogon, onde os
compostos majoritarios constituem-se na mistura de monoterpenos sendo em sua maioria
aldeidos e 4lcoois destacando-se citronelal, citronelol, geraniol, B-pineno e D-limoneno
dependendo da espécie da planta.

Sakulku et al., (2009) caracterizaram o 6leo essencial de Cymbopogon nardus por meio
de Cromatografia Gasosa acoplada a detector de massas (CG-MS) e observaram que os
terpenos D-limoneno e citronelal representavam os constituintes majoritarios. Os autores
encapsularam o 6leo essencial em nanoemulsdes visando uma liberag@o lenta dos ativos para

posterior teste de repeléncia de insetos. No estudo do perfil quimico do 6leo essencial de
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Cymbopogon nardus Taroq e colaboradores (2018)  constataram como constituintes
majoritarios citronelal e citronelol, elemon, nerol, acetato de citronelil, e acetato de geranila, os
quais sdo responsaveis pela atividade bactericida que foi conferida contra bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas.

Simic e colaboradores (2008), verificaram a composi¢cdo quimica de Cymbopogon
winterianus onde citronelal, trans-geraniol e citronelol foram relatados como principais
constituintes. Os autores observaram, no entanto, atividade bactericida apenas contra bactérias
Gram-positivas. No estudo de Gongalves et al., (2013), o oleo essencial de Cymbopogon
winterianus majoritariamente composto por citronelal, geraniol e citronelol mostrou atividade
inibitéria semelhante tanto para as bactérias Staphyloccocus aureus quanto para Pseudomonas
aeruginosa, gram-positiva € gram-negativa, respectivamente.

Neste momento ¢ importante uma breve explicacdo a respeito das caracteristicas
estruturais da parede celular que diferenciam as bactérias Gram-positivas das Gram-negativas

e também dos fungos, representadas na Figura 1.

Figura 1- Esquema da parede celular de bactérias Gram-positivas (A); Gram-negativas (B) e

de fungos (C)
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Fonte: Figura elaborada pela autora deste trabalho (2019), adaptado de Brown et al., (2015)

Nestes microrganismos, a membrana plasmatica ¢ contornada e protegida por uma

bicamada de fosfolipidio. Nas bactérias gram-positivas, esta bicamada de fosfolipidio ¢
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contornada por peptideoglucana onde os acidos lipoteicoico e teicdico, compostos por glicerol
e glicosil fosfato, se ancoram por ligagdes covalentes, (SILHAVY; KAHNE; WALKER, 2010),
conforme esquema apresentado na Figura 1A. Por outro lado, as bactérias gram-negativas
possuem a parede celular mais complexa, Figura 1B. Além da camada de peptideoglucana que
contorna a bicamada fosfolipidica, hd uma membrana externa estruturada por uma bicamada
lipidica onde encontram-se as porinas, canais proteicos que atuam na difusdo de pequenas
moléculas, e os lipopolissacarideos que sdo responsdveis pelo choque septic€émico nos
organismos humanos (SILHAVY; KAHNE; WALKER, 2010). A membrana externa da parede
celular dos fungos, depositada na bicamada de fosfolipidios, ¢ composta por uma camada de
quitina ligada covalentemente na camada de B-1,3 glucana, que por sua vez se estende até a
superficie da parede celular formando redes ramificadas até se amarrar as manoproteinas
(KANG et al., 2018).

Os o6leos essenciais podem interagir com a parede celular dos microrganismos e
interferir na atividade respiratéria e na producdo energética da célula. A acdo do 6leo ¢ mais
efetiva contra as bactérias gram-positivas haja vista os lipopolissacarideos e as porinas
presentes na membrana externa das gram-negativas dificultam a permeabilidade de compostos
dos oleos essenciais assim como dos antibidticos (GONCALVES et al., 2013). Relata-se que
estes compostos também podem inibir a formagao de biofilmes e a producdo de micotoxinas
fuangicas (NAZZARO et al., 2017). A utilizacdo de 6leo essenciais pode ser vantajoso sobre
outros agentes antimicrobianos por conterem uma mistura de substancias ativas dificultando a
resisténcia dos microrganismos (SILVEIRA et al., 2012).

No presente trabalho utilizou-se o 6leo extraido de Cymbopogon winterianus onde as
estruturas dos constituintes majoritarios determinados por cromatografia gasosa sao os terpenos

apresentados na Figura 2.
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Figura 2- Estruturas quimicas do citronenol (A), citronelal (B) e B- pineno (C)

Fonte: Imagem elaborada pela autora deste trabalho (2019)

O citronelol foi relatado como agente anti-inflamatorio, repelente de insetos, larvicida,
antinoceptivo, fungicida e bactericida (DE OLIVEIRA PEREIRA et al, 2015)
(VASCONCELOS et al., 2016). Além da atividade fungicida e bactericida do citronelal, ¢
reportado o uso em sedativos brandos para o tratamento de ansiedade e insonia (JAGER et al.,
1992). O B-pineno ¢ relatado como forte inibidor de crescimento celular de bactérias gram-
positivas (LEITE et al., 2007).

Estas caracteristicas conferem ao 6leo essencial de citronela adquirido a potencialidade
de uso em sistemas com atividade microbioldgica e também como repelente de insetos. Uma
vez que sdo substancias volateis, sensiveis a altas temperaturas e pressao, a encapsulagdo ¢
viavel para preservar suas propriedades quimicas e biolégicas (DE OLIVEIRA; PAULA; DE
PAULA, 2014). Diferentes estruturas de encapsulacao podem ser utilizadas para este fim, tais
como nano e micro capsulas, nano e microesferas, micelas, lipossomas, dendrimeros,

ciclodextrinas (RODRIGUEZ et al., 2016)(MARCHESE et al., 2016).

2.1.1 Encapsulacao de 6leos essenciais

Estudos envolvendo a encapsulagdo de oleos essenciais para variados fins tém sido
desenvolvidos. Diversos trabalhos recentes, tém sido reportados, sobretudo, métodos
envolvendo a utilizagdo de surfactantes e também de biopolimeros cujo sistema pode ser
utilizado em processos que envolva liberagdo controlada.

Com o interesse de examinar a atividade antimicrobiana do 6leo essencial de Satureja
hortensis, foi produzido por Hosseini et al., (2013), um sistema de liberagdo controlada deste
6leo em microparticulas de alginato de sddio. Neste estudo foram realizados teste de liberacao
in vitro onde constataram que nas particulas com maior conteudo de 6leo ocorreu a liberacao

mais rapidamente devido ao efeito de tamanho de particula. Os parametros cinéticos ajustados
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pelo modelo semi- empirico de Korsmeyer-Peppas indicaram que a liberacao do 6leo do interior
das microparticulas seguia comportamento difusional de Fick.

Benavides et al.,, (2016) desenvolveram microesferas de alginato de sodio por
gelificagdo idnica para encapsulacdo do 6leo essencial de tomilho e avaliaram que ao utilizar
alta velocidade de dispersao (18 mil rpm) no sistema obtinham eficiéncia de encapsulacio de
85%. Nao houve perda da atividade antimicrobiana do d6leo encapsulado, de acordo com os
resultados de testes in vitro em comparagao ao 6leo puro, € que o maior efeito foi observado
para bactérias gram-positivas. Os compostos lipofilicos presentes no 6leo essencial interagiram
com os fosfolipidios da membrana celular bacteriana causando aumento da fluidez na
membrana e perda do citoplasma.

No trabalho de Velmurugan e colaboradores (2017) 6leos essenciais de laranja e
lavanda foram encapsulados utilizando Triton X100, um surfactante nao idnico, € quitosana
como material de parede para serem aplicados em tecido de couro. Os autores atribuiram efeito
sinérgico entre quitosana € os constituintes dos Oleos essenciais para justificar a atividade
antimicrobiana apresentada pelo material.

A encapsulagdo de oleo essencial de alho por Radiinz et al., (2019) utilizando alginato
de sodio e glicerol monoestearato ou Tween 20 como emulsificantes, foi desenvolvida para
inibir o odor caracteristico do 6leo visando posterior aplicacdo em conservante alimenticio.

Além disso, também se encontra trabalhos reportando o uso de copolimeros em bloco
como os Pluronic® na encapsulagdo de 6leo essencial. Previamente a apresentagao de exemplos

da literatura ¢ importante uma breve introducao a respeito desta classe de copolimeros.

2.1.1.1 Copolimeros em bloco na encapsula¢do de oleos essenciais

Copolimeros tri blocos ndo i06nicos e anfifilicos sdo constituidos por unidades
repetitivas de poli(6xido de etileno) (PEO) e poli(6xido de propileno) (PPO), com forma geral
(PEO) «—(PPO),—(PEO)x e possuem nome comercial Pluronic® ou Poloxamer. As caracteristicas
fisico-quimicas desses copolimeros sdo favoraveis a solubilizagdo de compostos lipofilicos e
hidrofilicos, além de serem altamente estiveis, atoxicos e biocompativeis (BATRAKOVA;
KABANOV, 2008).

Em meio aquoso os Pluronics se auto associam em micelas, onde a corona ¢ formada
pelos grupos PEO hidrofilicos interagindo com moléculas de dgua, enquanto os grupos PPO

hidrofébicos permanecem no nucleo interno das micelas, sendo protegidos das moléculas de
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agua. O core hidrofobico ¢ o principal responsavel pela solubilizagdo de compostos ativos
lipossoluveis (BATRAKOVA; KABANOV, 2008).

A concentra¢do micelar critica (CMC), nimero de agregagdo (Nag) € raio da micela
sdo altamente afetados pela variacdo da temperatura da solugdo. Ao aumentar a temperatura, a
CMC diminui enquanto o raio € 0 Nag aumentam. Em geral, a temperatura micelar critica
(TMC) diminui com o aumento da concentra¢ao do copolimero. O F127 [(PEO)100 — (PPO)70
— (PEO)100], Figura 3, faz parte da classe dos Pluronics e vem sendo muito utilizado para
preparar formulagdes de diversos principios ativos, incluindo 6leos essenciais (WANKA;

HOFFMANN; ULBRICHT, 1994)(ALEXANDRIDIS; HOLZWARTH; HATTON, 1994).

Figura 3- Estrutura quimica do copolimero Pluronic® F127.

A

100

L 70

Fonte: Imagem elaborada pela autora deste trabalho (2019)

Por exemplo, Yegin et al., (2015) demonstraram a capacidade do F127 carrear o
composto geraniol. Diferentes razdes F127:geraniol foram preparadas e testadas contra
Escherichia coli e Salmonella. Os resultados demonstraram que a eficiéncia de encapsulagao
(EE%) foi de aproximadamente 58%, ocorrendo um aumento no tamanho das particulas de 26
a 412 nm com o aumento da concentracdo de geraniol no sistema. As nanoparticulas inibiram
o crescimento dos microrganismos em concentragdes de aproximadamente 0,25 %m/m.

Lucia et al, (2017) prepararam formulacdes de F127 contendo diferentes
monoterpenos, mantendo-os estdveis em solugdo aquosa. Os autores conseguiram estabilizar
1,25 % m/m dos compostos em solugdo de F127 5% m/m, além de avaliar os sistemas contra
piolhos (atividade pediculicida) aos quais apresentaram mortalidade entre 50 e 60% para 7 dos
10 monoterpenos testados.

Estudos tem demostrado que os copolimeros podem interagir com as cadeias
poliméricas da quitosana por ligagdes de hidrogénio entre os grupos -OH e -NH, ou -NH3" da
quitosana com os grupos —OH e C—O—C presentes principalmente nos dominios de PEO dos

copolimeros (CAFAGGI et al., 2005).
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Esses relatos ddo aporte a proposta da encapsulagdo do 6leo essencial de citronela em
nanoparticulas de F127 com posterior recobrimento de biopolimeros. Neste contexto, os
biopolimeros quitosana e alginato de sodio foram utilizados no preparo de nanoparticulas para

encapsular 6leo essencial de citronela.
2.1.1.2 Utilizagdo de quitosana e alginato de sodio na encapsulagdo de ativos

Os polissacarideos, quitosana e alginato de sddio, sdo obtidos de fontes renovaveis, e
largamente utilizados em diversas areas justamente por serem biocompativeis e estarem
disponiveis em abundancia no mercado, razdes pelas quais sdo escolhidos para o preparo de
sistemas encapsulados.

A quitosana ¢ um polissacarideo cationico derivado da desacetilagdo alcalina dos
grupos aminos presentes na quitina ¢ compreende duas unidades monoméricas: B- (1,4)-2-
amino-2 deoxi-D-glucopiranose e N-acetil- D- glucosamina, como mostra a Figura 4
(KAMBUROVA; MITAROVA; RADEVA, 2017). O grau de desacetilacio da quitosana
determina a densidade de grupos aminos que podem adquirir cargas positivas quando dissolvida
em solucdes acidas, uma vez que seu pKa varia entre 5,9- 6,7, assumindo comportamento de
polieletrolito catidnico em pH menor que 6,5 (VOGT STHER et al., 2008).

Figura 4- Estrutura da quitosana

OH N,
0
VNG HO OJ*’\’\
0
HO » X
OH

O

Fonte: Imagem elaborada pela autora deste trabalho (2019)

O alginato de soédio pode ser obtido como produto extracelular das bactérias
Pseudobacter e Pseudomonas e esta presente também na composicdo estrutural de algas
marinhas marrons e pode ser extraido via tratamento alcalino, sendo desta fonte de obten¢do, o
produto disponivel comercialmente (KAPLAN, 1998). Consiste de uma cadeia linear composta

por residuos de acido B-D- manurdnico (M) unidos por ligacdo 1,4 glicosidicas ao seu epimero,
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o0 acido a-L- gulurénico (G). (GARCIA-CRUZ; FOGGETTI; NAVARRO DA SILVA, 2008).
Os valores de pKa das unidades a4cido manuronico e acido guluroénico do alginato ¢ de 3,38 e
3,65 respectivamente (VOGT STHER et al., 2008). A estrutura do alginato pode ser visualizado
na Figura 5. A composi¢do e a sequéncia dos residuos dependem da fonte de obtengdo do

polimero.

Figura 5- Estrutura do alginato de sodio
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Fonte: Imagem elaborada pela autora deste trabalho (2019)

Polissacarideos sao polieletrélitos que se apresentam em sua forma idnica quando em
solu¢do e que podem se agregar em nanoparticulas via interagdo eletrostatica na presenca de
moléculas ou ions de carga oposta, chamados de agentes complexantes (YANG, JISHENG;
HAN, SUYA; ZHENG, HAICHENG; DONG, HONGBIAO; LIU, 2015). Este método,
chamado de gelificacdo i0nica, pode ser visualmente detectado por meio da opacidade da
solugdo devido ao processo de auto-organizagao entre o polimero e a molécula/ion responsavel
pela ligacao cruzada. (SACCO et al., 2016).

Quando a interagao eletrostatica acontece entre dois polieletrdlitos ha a formagao de
um complexo polieletrolitico (CPE), desde que o pH das solugdes estejam numa faixa que
compreenda os pKa’s dos dois polieletrélitos envolvidos (KAMBUROVA; MITAROVA;
RADEVA, 2017). A formacao de um CPE quitosana/alginato ocorre pela interacao eletrostatica
dos grupos caboxilatos carregados negativamente do alginato com os grupos aminos carregados
positivamente da quitosana resultando em uma estrutura mecanicamente mais forte quando
comparada com a estrutura dos polimeros puros (HAMMAN, 2010).

Uma vez que a quitosana e o alginato de sddio ndo apresentam toxicidade bioldgica,
Maity et al., (2017) formularam nanoparticulas niicleo-corona destes polimeros cujo objetivo
foi encapsular narigenina. A comparagdo dos picos de absor¢do no infravermelho para os
polimeros puros, e das nanoparticulas com e sem narigenina mostraram deslocamento de

bandas, sugerindo que efetivamente houve a formacdo das nanoparticulas core-shell pela
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interagdo dos grupos amino da quitosana com os grupos carboxilicos do alginato e também a
encapsulag¢do da narigenina no sistema.

Jie colaboradores, (2019) encapsularam cinamaldeido em nanoparticulas de quitosana
e alginato de sodio onde a eficiéncia de encapsulagao foi de 73%. Os espectros de infravermelho
confirmaram a interagdo entre os polimeros devido ao deslocamento das vibragdes de
estiramento de O-H e N-H da quitosana assim como o deslocamento de COO™ do alginato de
sodio.

Estes exemplos sinalizam o uso deste CPE como um potencial carreador de agentes
ativos na forma encapsulada. A encapsulacao ¢ utilizada para aprimorar o potencial cinético e
em comparagdo ao uso do ativo na forma livre. As caracteristicas das particulas obtidas sao
resultadas da escolha do material, geralmente carboidratos ou proteinas e do método de preparo

das mesmas (MARTINS et al., 2014).

2.2 PREPARO DE NANOPARTICULAS

De acordo com a terminologia IUPAC para polimeros e aplicagdes (2012), uma
microparticula compreende dimensdes entre 1.107 a 1.10* metros, j4 uma nanoparticula é uma
particula de qualquer forma estrutural de tamanho variavel entre 1.10” a 1.107metros, o limiar
entre micro € nano ¢ um assunto ainda em debate. A grande area superficial resultante de
materiais nesta escala de tamanho influencia, de maneira significativa as suas propriedades
fisicas quimicas (FUSKELE; SARVIYA, 2017).

Micro e nanoparticulas podem ser preparadas a partir de proteinas, carboidratos,
polimeros naturais e sintéticos e ions metéalicos. Em geral, para definir o tamanho de uma
particula e a sua consequente aplicabilidade, ¢ fundamental considerar parametros relacionados
com a biocompatibilidade, toxicidade, solubilidade, carga e permeabilidade. As conhecidas
técnicas de preparo podem ser classificadas no contexto de dois processos: i) “top- down”,
quando sdo utilizadas metodologias que cisalham as macromoléculas para formar particulas
menores e, i1) “bottom- up” que tem como base o processo de autoassociacao de moléculas,
geralmente induzidas por caracteristicas do meio em que se encontram, entre estas, solvente,
forca i6nica, pH, concentragdo e temperatura (JOYE; MCCLEMENTS, 2014). Neste contexto,
micro e nanoparticulas podem comumente ser obtidas por gelificagdo i6nica (ou coacervagao),

spray drying, método da evaporagdo, emulsificagdo espontanea, método de polimerizagdo e
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pela utilizacdo de fluidos supercriticos (KUMAR et al., 2017)(REVERCHON, E; ADAMI,
20006).

Especificamente em relacdo ao presente trabalho, as metodologias de preparo das
micro e nanoparticulas incluiram consideracdes a respeito dos métodos de autoassociagdo e
gelificagdo ionica.

A auto associacdo ou auto organizacdo ¢ um processo espontaneo onde estruturas
ordenadas sdo formadas por mecanismos dirigidos por interacdes de van der Waals,
eletrostaticas, ligacdes de hidrogénio e interacdes hidrofobicas (GJERDE et al., 2018) (LI et
al., 2019). Os polimeros sintéticos, como o Pluronic® F127 se auto associam preferencialmente
em solvente onde um dos blocos seja soluvel sendo concentragdo e temperatura parametros que
afetam na associacao (LEE et al., 2018). A organizacdo em micelas ¢ um processo endotérmico
entropicamente dirigido, onde o bloco do meio da cadeia, PPO, forma o nucleo hidrofébico da
micela que ¢ rodeado por uma camada mais hidrofilica, formada pelos blocos de PEO
(ALEXANDRIDIS; HOLZWARTH; HATTON, 1994). Em solugdes diluidas, F127, se auto
associa em micelas esféricas com raio hidrodindmico de aproximadamente 8 a 12 nm e raio do
nacleo de 5,9 nm. Aumentando-se a concentracdo a estrutura passa a se organizar de forma
hexagonal, lamelar até que, espontaneamente, se empacota em redes cristalinas (KERKHOFS
et al., 2015).

A gelificagdo ionica ou, coacervagdo, de acordo com a definicido da TUPAC ¢ a
separagao em sistemas coloidais de duas fases liquidas. Por este método obtém-se um complexo
polieletrolitico (CPE) cuja formacao ¢ governada pela auto associagdo de ions com cargas
elétricas opostas para que haja interacao eletrostatica. Usualmente sdo utilizadas proteinas,
polissacarideos e surfactantes, onde o controle do pH da solugdo, forca idnica do meio, razao
de carga entre as moléculas, massa molar, densidade de carga e flexibilidade da cadeia sdo
parametros que devem ser controlados para a obtencdo do complexo e as particulas (XU et al.,
2016) (KAYITMAZER, 2017).

Por estes métodos, a encapsulacao de d6leos essenciais € facilitada pela simplicidade
de manuseio, facilidade de reproducdo e baixo custo. Além disso, o conteudo ativo fica
encapsulado no interior da micro ou nanoparticula protegendo-o de degradagao (TIMILSENA
et al., 2017).

Rafiee e colaboradores (2014) prepararam nanoparticulas de alginato de sodio
reticulado com CaCl; e quitosana via gelificagdo idnica com tamanho de 161 nm, as quais foram

caracterizadas por DLS e MEV. Para avaliar o potencial antioxidante da quercetina in vitro e in
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vivo, Aluani et al., (2017) a encapsularam em nanoparticulas de quitosana e alginato de sodio
uma vez que a quercetina apresenta baixa solubilidade em dgua. Dois tipos de nanoparticulas
foram preparadas pelo método de gelificacdo idnica, apenas variando a propor¢do dos
polimeros, 10:1 alginato/quitosana (NP1) ou 10:1 quitosana/alginato (NP2). Os autores
observaram que a NP2 carregada com quercetina apresentou maior efeito antioxidante que a
NPI.

Micro e nanoparticulas poliméricas e também metélicas tém sido utilizadas para
funcionalizar fibras téxteis quanto a atividades antifungicas e antibacterianas (RAI et al., 2015),
especialmente particulas de prata em polissacarideos como quitosana por ambos terem
potencial antimicrobiano (LIU et al., 2013) (SHAHID-UL-ISLAM; BUTOLA; VERMA,
2019). Estes sistemas sao importantes, por exemplo, para fibras de origem natural como 13,
algodao e linho que sdo altamente suscetiveis ao crescimento de microrganismos devido a sua
composi¢ao quimica (SZULC et al., 2017)(LI; HE; HUANG, 2017). Sdo importantes também
em processos como a biodeterioragdo que ocorre pela assimilagdo de carbono e nitrogénio das
fibras pelos microrganismos, acarretando em mudangas estruturais do material téxtil assim
como na producao de compostos organicos volateis microbianos, responsaveis pelo mau odor

(SZULC et al., 2017).

2.3 UTILIZACAO DE NANOPARTICULAS POLIMERICAS EM TEXTEIS

O desenvolvimento de nanoparticulas contendo 6leo essencial, neste trabalho ¢ focado
para o emprego em fibras téxteis visando a sua funcionalizagdo quanto a ag¢des antifiingicas e
antibacterianas.

O termo “biofuncional” empregado no contexto de tecidos remete a atividade
antimicrobiana do substrato funcionalizado (LIU; SUN, 2011). De acordo com os autores, um
tecido biofuncional pode ser utilizado no setor de vestuario conferindo atividades
antimicrobianas, de repeléncia de insetos e fungdes cosméticas. O setor ndo vestuario também
¢ beneficiado com os tecidos biofuncionais que podem ser empregados no tratamento de feridas
de pele.

Para que a funcionalizagdo do material seja efetiva, é necessario que haja a liberagao
do principio ativo do interior da particula para a fibra téxtil. Em liberagdo por estimulos
mecanicos ha friccdo ou pressdo que ocasiona o rompimento das particulas e liberagcdo do
conteudo ativo das mesmas. Em estimulos quimicos geralmente hd mudanga do pH ou

temperatura do meio que leva a destruicdo e rompimento da estrutura da particula e também



30

pode ocorrer a liberacdo por estimulos térmicos quando as particulas se encontrarem acima da
temperatura de fusdo do material (GHAYEMPOUR; MONTAZER, 2016).

Microcépsulas de quitosana produzidas por emulsdo contendo 6leo de eucalipto e 6leo
de sandalo foram aplicadas em fibras de algoddo por Javid e colaboradores (2014). A presenca
das microparticulas na superficie da fibra foi constatada por andlise de MEV e FT- IR e
apresentaram alta atividade antibacteriana contra Escherichia coli e Staphylococcus aureus.

Lis et al., (2018) prepararam tecidos biofuncionais com o objetivo de oferecer uma
alternativa ao uso de repelentes sintéticos, como o DEET (N, N-dietil-m-metilbenzamida). Os
autores incorporaram o complexo de inclusdo de B-ciclodextrina contendo 6leo essencial de
citronela em tecidos de algodao e poliéster alcangando respectivamente o maximo de liberacao
em 10 e 6 horas para o algodao e poliéster.

M¢étodos que garantam a adesdo de micro e nanoparticulas em fibras téxteis também
sao utilizados. Por exemplo, Fiedler et al., (2019a) produziram microcépsulas de amido de
milho contendo Aloe Vera para aplicacdo em algodao nao tecido. Os autores utilizaram acido
tetracarboxilico para funcionalizar o algoddo e por consequéncia promover ligagdo cruzada
entre a microcapsula e o algodao.

Neste trabalho, como alternativa ao uso de agentes quimicos optou-se pela utilizagao
do plasma frio como uma técnica para expor grupos funcionais de carater hidrofilico da
superficie do tecido de algodao tais como C=0 e C-O-C para melhorar a adesdao das

nanoparticulas entre este e as nanoparticulas.

2.4 TRATAMENTO DE SUPERFICIE COM PLASMA FRIO

O termo “plasma” foi primeiramente anunciado por Irving Langmuir, em 1928, e
definido como um gés parcialmente ou totalmente ionizado sendo constituido por elétrons,
moléculas neutras e excitadas, ions, radiagao UV, radicais, ¢ denominado como o quarto estado
da matéria (CREMA, 2015).

Em 1969 Raymond Bartnikas criou um modelo de descarga elétrica chamado de
plasma de descarga de barreira dielétrica (DBD), onde utilizou um reator de eletrodos metélicos
planos ajustados paralelamente e recobertos com uma camada dielétrica para gerar descargas
de hélio sob corrente alternada (FELIX, 2017). A barreira dielétrica, a qual pode ser composta
por vidros ou ceramicas, possibilita distribui¢do homogénea no reator das cargas geradas nos

eletrodos (SAATKAMP, 2016).
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Gases ndo polimerizantes, como O, Na, Ar, sdo utilizados na modificagdo de
superficies no tratamento com plasma, podendo causar oxidagdo, promover ligagdes cruzadas
e aumentar a rugosidade do material devido a remocao de camadas superficiais. O gas oxigénio
¢ utilizado quando o interesse ¢ promover a molhabilidade de materiais téxteis, durante a DBD
sdo geradas as espécies reativas que podem interagir com a superficie aumentando a
hidrofilicidade do material (KAN; MAN, 2018). As reagdes na Figura 6 representam a ativacao
de uma superficie por meio da interagdo das espécies reativas do O2, em (1) ha a formagao de
ions e elétrons, em (2) a formagdo de atomos e radicais e em (3) geracdo de luz e calor onde

O2* e O* sdo os estados excitados de Oz e O.

Figura 6- Geragao de espécies reativas de O no plasma e ativagdo de superficie
D e +0,2 0,7 +2¢ K\W
2) & +0,> 00+ 00
3) ¢ +0,2 O,* +2¢ |P1asma 0,
O,* 2> hv

e + 0> 0F 0 M
T hexad

Fonte: Imagem elaborada pela autora deste trabalho (2019) adaptada de KAN; MAN (2018) e
SPARAVIGNA.

O uso do plasma ¢ bastante abordado na literatura no que diz respeito a produgao de
radicais que aumentam a hidrofilicidade, au

mento de microrugosidade e efeito de limpeza de superficies téxteis, especialmente do
algoddo (SPARAVIGNA, [s.d.]) (MATHER, 2009)(KAN, 2016) (ZAHID et al., 2019). Por
exemplo, Susan, Widodo e Nur, (2017) avaliaram diferentes tempos de exposi¢do do tecido de
algoddo ao plasma e observaram que as amostras expostas por maior apresentavam maior
rugosidade, fraturas e cavidades em comparacdo as amostras tratadas em menor tempo. Os
autores destacam que estas mudangas superficiais podem prover um caminho para permeagao
de 4gua nas fibras e assim aumentar a hidrofilicidade do material.

Quanxiang; Aysu; Denning, (2016) relataram a melhoria da adesdo da quitosana em

algodao tratado com plasma de O justificando a ocorréncia de adsor¢do fisica. Por meio do
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tratamento com plasma, os grupos oxigenados gerados, como ilustrado na Figura 6, atuam como
sitios de ligagcdo no algoddo. O plasma ¢ uma opcao dita como ambientalmente correta ao uso
de reagentes que promovem a reticulagdo entre o substrato e o adsorvato.

Estas caracteristicas dao aporte para a utilizagdo da técnica de tratamento superficial
por plasma frio, em superficies de tecido de algodao, buscando melhorar a interagdo do tecido
com as nanoparticulas de F127 cobertas com o complexo polieletrolitico de quitosana/alginato

de sodio.
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Preparo e caracteriza¢do das nanoparticulas de Pluronic®
F127 contendo 6leo essencial de citronela recobertas com o

Complexo Polieletrolitico Quitosana/Alginato de sodio
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Consideracoes do Capitulo

Este capitulo reporta o desenvolvimento de um sistema nanoparticulado carreador do
composto hidrofobico 6leo essencial de citronela, formado pela autoassociacao do copolimero
tribloco Pluronic®F127. A estabilidade do tamanho das nanoparticulas foi verificada em fungao
da temperatura, ¢ a formulacdo mais estavel foi recoberta com o complexo polieletrolitico
formado por quitosana/ alginato de sddio via gelificagdo idnica com o intuito de conferir
estabilidade as nanoparticulas de F127. O sistema obtido foi caracterizado por DLS, TEM,
MEV-FEG, FT-IR destacando a alta eficiéncia de encapsulagdo e a liberagdo in vitro que
sustentaram a proposta e realiza¢cdo dos testes microbiologicos.

Publicacio: Artigo em processo de publicagdo na revista JBCS- Chitosan-Sodium
alginate Polyelectrolyte Complex coating Pluronic® F127 coating nanoparticles loaded with
citronella essential oil. doi: 10.21577/0103-5053.20190244

3METODOLOGIA

3.1 CARACTERIZACAO DO OLEO ESSENCIAL DE CITRONELA POR
CROMATOGRAFIA GASOSA ACOPLADA A ESPECTROMETRO DE MASSAS (CG-
MS)

O dleo essencial de citronela (Cymbopogon winterianus) foi adquirido da empresa
Harmonia Natural, Canelinha — SC. O perfil quimico foi obtido em um cromatografo gasoso
(Agilent Technologies) acoplado a um espectrometro de massas (MS 5975C) utilizando uma
coluna capilar HP- 5MS (Agilent Technologies) com fase estaciondria composta de

dimetilsiloxano/fenil 95:5, sendo He o gas de arraste na vazdo 1 mL min™.

3.2 PREPARO DAS NANOPARTICULAS DE PLURONIC® F127 CONTENDO OLEO
ESSENCIAL DE CITRONELA

Para o preparo das nanoparticulas utilizou-se o copolimero Pluronic® F127 adquirido
da empresa Sigma-Aldrich, etanol 99,98% adquirido da Neon e o 6leo essencial de citronela.
Para conhecer a melhor composicdo a ser recoberta pelo CPE de quitosana e alginato, as
nanoparticulas foram elaboradas em trés diferentes proporgdes massa/massa em relacdo a

F127/etanol para um volume de 5 mL de etanol contendo 200 pL do 6leo essencial, como


http://dx.doi.org/10.21577/0103-5053.20190244
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mostrado na Tabela 1. A solubilizagdo do Pluronic® em etanol ocorreu sob agitagdo magnética

e apos a adicdo do OEC, o sistema permaneceu em agitacdo durante 30 minutos.

Tabela 1- Quantidades de F127 e OEC utilizadas no teste de preparo das nanoparticulas

Amostra Massa F127 (g) Volume OEC (pL)
1 0,1 200
2 0,05 200
3 0,029 200

Fonte: Dados elaborados pela autora deste trabalho (2019)

As amostras 1 foi preparada na concentragdo de 2,5 %, a amostra 2 na concentragao
de 1,25 % e a amostra 3 na concentracao de 0,725%(m/m) que equivale ao valor da
Concentragao Micelar Critica do F127 em éagua a 25 °C (BASAK; BANDYOPADHYAY,
2013a). Para escolher a amostra a ser recoberta com o complexo polieletrolitico
quitosana/alginato de sodio considerou-se o tamanho da nanoparticula obtida, o indice de
polidispersdo e a estabilidade das mesmas variando-se a temperatura entre 10, 20, 30 e 40 °C.
Ambas as andlises foram realizadas por meio da técnica de espalhamento de luz dinamico
(DLS) utilizando um Goniometro Multicorrelador (ALV- LSE 5004, Alemanha) com um laser
de HeNe trabalhando a 632,8 nm. O espalhamento de luz das nanoparticulas foi verificado na
faixa de 30°-150° com intervalo de 10° durante 30 s para cada angulo. A analise foi realizada
em cubetas cilindricas de vidro contendo 2 mL da amostra previamente diluida em agua

deionizada e filtrada em filtro de membrana Sartorius® com tamanho de poro de 0,45 um.

3.3 PREPARO DO COMPLEXO POLIELETROLITICO A BASE DE QUITOSANA E
ALGINATO DE SODIO

A metodologia foi executada com vistas a obter o CPE dos biopolimeros de forma que
pudesse ser utilizado para decorar as nanoparticulas de F127 contendo o o6leo essencial de
citronela. O objetivo desta etapa foi fornecer estabilidade fisica as nanoparticulas de Pluronic®
e desta forma garantir uma boa eficiéncia de encapsulagdo, como uma posterior liberagdo
controlada e por fim adequadas para aplicacdo em tecido de algodao.

Para tanto utilizou-se quitosana de massa molar média (com grau de desacetilagdao 87%

calculado de acordo com Brugnerotto et al., (2001)) de massa molar viscosimétrica M=
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10,6x10* e alginato de sodio (com razdo acido manuronico/acido guluronico 1,3) de M=
31,1x10* Os valores de massa molar foram calculados de acordo Witt (2012) e ambos
polimeros adquiridos da empresa Sigma-Aldrich. A partir de inimeros testes preliminares
determinou-se as concentragdes, pH e a proporcao de cada polimero a ser utilizado assim como
o tempo e velocidade de preparo do CPE de forma a obter uma amostra estavel em tamanho e
potencial zeta durante um més. Esta amostra foi denominada como QA(1) e estas condigdes
foram utilizadas para decorar as nanoparticulas de Pluronic®F127.

Desta forma, 1 mL das nanoparticulas de F127 (2,5% m/m) contendo 200 uL de OEC,
preparadas como descrito no Item 3.1.2, foi rapidamente adicionada a 25,5 mL de solugdo de
quitosana (0,15% m/v, pH= 4,0) previamente preparada em acido acético 1% (v/v)
permanecendo em agitacdo magnética durante 30 minutos. Na etapa seguinte, com a adigao de
4,5 mL de alginato de sodio (0,15% m/v, pH= 6,0) garantiu-se o preparo do complexo
polieletrolitico por meio da técnica de gelificagdo i0nica, a qual se baseia na interagao de cargas
opostas. Homogeneizou-se em Ultra-Turrax® (modelo IKA® T125) em 5000 rpm durante 20
minutos. O CPE obtido foi mantido em faixa de pH 3,0 a 7,0 para que ndo houvesse precipitagao

dos polimeros.

3.4ESTUDO DO EFEITO DA COMPOSICAO ETANOL/AGUA NO RAIO
HIDRODINAMICO DOS SISTEMAS

Este estudo foi conduzido com objetivo de verificar como o complexo polieletrolitico
poderia estabilizar as nanoparticulas de Pluronic® F127, com a hipotese de ser pela formagao
de uma camada externa. Os sistemas nanoestruturados foram preparados de acordo com a
metodologia descrita acima. As nanoparticulas de F127 contendo 6leo essencial de citronela e
aquelas recobertas com o CPE quitosana-alginato de sodio foram avaliadas pela variagdo da
razdo volumétrica dgua/etanol como meio de dispersdao. Apos o procedimento de preparo, 1,0
mL da suspensao contendo as nanoparticulas foi coletada e diluida em 9,0 mL de solugao
agua/etanol em diferentes razdes volumétricas nomeadas: 100/0, 95/5, 90/10, 85/15, 80/20,
75/25, 70/30, 60/40, para F127 e dleo de citronela e 100/0, 90/10, 80/20, 75/25 de CPE. Entao
as suspensdes foram filtradas com membranas Sartorius®, com poros de 0,45 um e analisadas
por espalhamento de luz dindmico (DLS) de acordo com a metodologia descrita no item 3.5.1

Foram obtidas curvas de correlacdo em 90° em triplicata durante 1 minuto as quais fornecem
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informacgdes sobre o tamanho das nanoparticulas em fun¢do da fragdo volumétrica de etanol por

meio da obtencdo do raio hidrodinamico (Rp).
3.5 CARACTERIZACAO DAS NANOPARTICULAS

3.5.1 Espalhamento de Luz Dindmico

Particulas em solucao estdo em constante movimento browniano, o que causa flutuagdes
de concentragdo e densidade na amostra. Em uma andlise de Espalhamento de Luz Dinamico
(DLS), ¢ medido a dependéncia da intensidade do espalhamento de luz de uma amostra em
movimento browniano com o tempo para gerar uma funcdo de autocorrelagdo (HASSAN,
RANA, VERMA, 2015).

O decaimento da fungdo de autocorrelagdao ¢ tratado com modelos matematicos para
possibilitar o calculo do coeficiente de difusdo das particulas e assim inferir sobre o seu
tamanho. Graficamente, a frequéncia de relaxa¢do da fun¢do de correlacao (T) em fun¢do do
vetor de onda (q?) do feixe de luz incidente do equipamento calcula-se o coeficiente de difusio
(D), que ¢ o coeficiente angular da reta, de acordo com a Equacdo 1, na qual T ¢ a frequéncia
de relaxacao:

T=4q?D (1
O vetor de onda ¢ ¢ definido pela Equacao 2, na qual A é o comprimento de onda do

feixe de luz incidente, 6 o angulo de espalhamento e n o indice de refragdo do meio (BERNE;

PECORA, 1976).

= (9 8

A determinagao do tamanho de particula e indice de polidispersidade foi realizada por
meio de medidas de espalhamento de luz dindmico em um Gonidémetro Multicorrelador (ALV -
LSE 5004, Alemanha) com um laser de HeNe trabalhando a 632,8 nm. O espalhamento de luz
das nanoparticulas foiavaliado na faixa de 30°-150° com intervalo de 10° durante 30s para cada
angulo. A andlise foi realizada em cubetas cilindricas de vidro contendo 2 mL da amostra
previamente diluida em 4gua deionizada e filtrada membrana Sartorius® com tamanho de poro

de 0,45 pm.
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Neste trabalho os valores de raio hidrodinamico (Rn) foram calculados via analise
CONTIN utilizando a equacdo de Stokes Einsten, Equagdo 3, onde D ¢ o coeficiente de difusdo
aparente, kg ¢ a constante de Boltzmann, T ¢ a temperatura da amostra e 7 ¢ a viscosidade do

meio.

_ kT
6mnD

h 3)
3.5.2 Potencial Zeta

O potencial zeta ¢ definido como o potencial elétrico no raio de cisalhamento de uma
particula coloidal, em relagdo a seu valor no seio do material. Uma vez que o raio de
cisalhamento ¢ o raio da esfera que captura a camada rigida de carga ligada a particula coloidal.
A camada interna de carga e a atmosfera externa constituem na dupla camada elétrica
(ATKINS, De PAULA, 2012).

O potencial zeta das nanoparticulas foi determinado por anemometria de Laser Doppler
no equipamento Zetasizer Nano Series modelo SZ (Malvern Instruments, Reino Unido) o qual
opera com laser no comprimento de onda de 633 nm. A analise foi realizada em célula capilar
plastica com 1 mL de amostra sem dilui¢dao. Foi realizada uma média de trés medidas e por
meio da aproximagdo de Helmholtz-Smoluchowski, Equagao 4, os valores do potencial zeta ({)
foram calculados. Na Equagdo 4, p ¢ a mobilidade eletroforética, E o campo elétrico aplicado,

71 a viscosidade e € a constante dielétrica do meio.

¢=2H (4)

Ee

3.5.3 Controle da estabilidade das nanoparticulas
A estabilidade em relagdo ao tamanho, potencial zeta e pH foi monitorado utilizando as
metodologias previamente descritas. As medidas foram realizadas com as amostras recém

preparadas e apos 7, 14, 28, 45 e 60 dias de preparo.

3.5.4 Secagem das nanoparticulas por Spray- Drying para obtencio de espectros de
Infravermelho por Transformada de Fourier (FT-IR)

Para caracterizar os polimeros e o 6leo essencial e verificar possiveis interagdes entre
estes por FT-IR, as nanoparticulas com e sem 6leo essencial, solu¢des de quitosana e alginato
de sodio preparados nas mesmas condig¢des de uso para a formacdo de nanoparticulas foram

secos em Spray Dryer (BUCHI B190, Suica). As condi¢cdes operacionais de secagem foram
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fixadas em 120 °C para a temperatura de entrada, 100% de taxa de aspiracdo (35 m®> h''), 5%
de taxa de injecio de amostra (2,5 mL min!) e um fluxo de ar de 600 L h™!, resultando assim
em uma temperatura de saida em torno de 84+ 4 °C, com uma agulha de 0,5 mm de didmetro.
Os espectros de FT-IR do pé que resultou da secagem foram obtidos com um
infravermelho Shimadzu Prestige-21, (Japao) em pastilhas de KBr, e os dados foram coletados

de 4000-400 cm™ com resolucdo de 2,0 cm™.

3.5.5 Analises de Microscopias Eletronicas de Transmissao e de Varredura por Emissao
de Campo

O tamanho e morfologia das nanoparticulas foram observados por microscopia
eletronica de transmissdao (TEM) utilizando um microscopio JEM 1011 operando a uma
voltagem de aceleragdo de 80 kV. O preparo do grid ocorreu 24h antes da andlise, onde 3 mL
de nanoparticulas foram diluidas em mistura dgua/isopropanol e dgua/etanol nas proporgdes
80:20 v/v filtradas utilizando membranas Sartorius® 0,45 pm e 10 puL gotejado em grid de
cobre recoberto com carbono. O excesso removido com papel filtro e por ultimo corado com
acetato de uranila 1%.

A andlise de microscopia eletronica de varredura com emissao de campo (MEV-FEG)
de amostras recém preparadas foi executada em microscopio JEOL JSM- 6701F com voltagem
de aceleragao de 10 kV. A amostra sem dilui¢ao foi gotejada em placa de silicio colada em
suporte de aluminio para receber posterior recobrimento de ouro.

O tamanho e morfologia das nanoparticulas secas por spray drying foram observados
por meio de microscopia eletronica de varredura (MEV) em microscépio JEOL JSM- 6390LV
operando com voltagem de aceleragao de 10 kV. A amostra em po6 foi depositada diretamente

em fita de carbono colada em suporte de aluminio para receber posterior recobrimento de ouro.

3.5.6 Determinacio da Eficiéncia de Encapsulacio

O conteudo de o6leo essencial de citronela encapsulado foi determinado por
espectrofotometria UV-Vis (UV NOVA/ 1800, Brasil). Primeiramente, 4 mL de amostra foi
centrifugado utilizando tubo Viva Spin turbo4, Sartorius®, a 7000 rpm por 20 minutos. O
contetdo centrifugado foi aberto com 4cido acético, entdo 1 mL de hexano foi adicionado com
o proposito de extrair o contetido organico. A absorbancia foi medida em 210 nm. Desta forma,

a eficiéncia de encapsulagdo foi calculada de acordo com equagao 5:
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Concentracao total de EOC

EE(%) =

x100 ®)

Concentragao inicial de EOC

3.6 ESTUDO DA LIBERACAO IN VITRO

O estudo de liberacdo in vitro foi realizado pelo método de didlise utilizando uma
membrana de acetato de celulose com tamanho de poros de 10x10* g mol™!. Entdo, 30 mL da
suspensdo coloidal contendo 6leo essencial foram colocados na membrana de dialise. Este
sistema foi colocado em um béquer contendo 500 mL de cada meio de diluigdo meio de diluicao
a 37°C em agitagao magnética a 240 rpm.

Para comparar o mecanismo de liberagdo, dois diferentes meios de diluicdo foram
utilizados. Baseando-se na metodologia proposta por Natrajan ef al., utilizou-se tampao salino
fosfato (PBS) em pH 5,5 contendo 20% de etanol para que a liberacdo do 6leo essencial pudesse
ocorrer de forma mais uniforme. O segundo meio de dilui¢cdo, fluido simulado de suor em pH
4,3 foi preparado de acordo com a norma proposta pela American Association of Textile
Chemists and Colorists (AATCC Test Method 15-2002) descrita por Kulthong 2010.

O experimento foi realizado em duplicata para cada meio de liberagdo e respeitando a
solubilidade do 6leo essencial nos meios propostos, sendo 1,3 pL mL' em meio PBS contendo
20% de etanol e 0,9 uL mL™' em fluido de suor. O processo foi conduzido por 24 horas, onde 3
mL de meio eram retirados em tempos definidos para serem quantificados por
espectrofotometria UV-Vis (UV NOVA/ 1800, Brasil). A quantia de ativo liberado foi

calculada de acordo com a Equagao 6.

[OEC liberado]

%) Li ao =
(%) Liberagio [OEC Total]

x100 (6)

3.7 ANALISE MICROBIOLOGICA

Os testes foram realizados no Laboratdrio de Microbiologia do Instituto Brasileiro de
Tecnologia do Couro, Calcado e Artefatos (IBTeC), seguindo a Metodologia dos Testes de
Sensibilidade a Agentes Antimicrobianos por Dilui¢ao para Bactéria de Crescimento Aerdbico,
padronizada pelo National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS, 2003) e o
trabalho de Araujo; Longo, (2016) . A agdo bactericida da nanoparticula e também do 6leo de

citronela puro foi verificada diante das cepas Escherichia coli (ATCC 25922), Pseudomonas
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aeruginosa (ATCC 24853), ambas bactérias gram-negativas e diante de Sthaphylococcus
aureus (ATCC 6538) e Micrococcus sp. ambas gram-positivas. As cepas foram semeadas em
caldo triptona de soja (TSB) e incubadas a 37 °C por 24 horas. Apos este periodo realizou-se a
contagem das células bacterianas para cada cepa em camara de Neubauer para realizar o ajuste
da concentragio de células por mL (cel. mL™). Desta forma, para S. aureus trabalhou-se com a
concentragio de 4,6 107, P. aeruginosa 5,6. 107, E. colli 4,4 107 e Micrococcus sp. 1,0 107 (cel
mL™).

A concentragdo inibitéria minima foi estimada por meio da técnica de microdilui¢dao
para as quatro cepas em estudo com o intuito de estimar o potencial do 6leo essencial puro e da
nanoparticula. Para tal analise utilizou-se placas com 48 pogos (Kasvi). Para todas as placas, as
duas primeiras colunas continham respectivamente o controle negativo (C-), apenas o meio de
cultura, e positivo (C+), o meio de cultura contendo o indculo bacteriano; duas colunas para a
amostra de nanoparticula branca-CPE quitosana/alginato- denominada de (B); duas colunas
com OEC puro (OP) e duas colunas com a nanoparticula contendo OEC (NP). Adicionou-se
em todos os pocos 100 pL. de meio TSB e no primeiro poco de cada coluna 100uL do agente
inibidor a partir do qual realizou-se a diluicdo seriada de modo que nos pogos seguintes
contivessem os seguintes volumes do agente inibidor: 50; 25; 12,5; 6,25; 3,152 pL. Por fim, em
cada poco foi adicionado 10 pL de indculo. Apos o periodo de incubagao, que ocorreu durante
24h a 37 °C, adicionou-se em cada poco 20 pL de resazurina sodica 0,01% (7-hidroxi-3H-
fenoxazina-3-ona-10-6xido, Alamar Blue® Sigma- Aldrich) e aguardou-se lh para a leitura

visual do resultado.

3.8 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.8.1 Caracterizagao do 6leo essencial de citronela via cromatografia gasosa

A andlise de GC-MS foi realizada com o propdsito de identificar os compostos do 6leo
essencial de citronela, comparando os resultados obtidos com os dados espectrais da biblioteca
NIST11, para entdo poder avaliar o seu potencial uso em aplicagdes antifiingicas e bactericidas.
Oito compostos foram identificados sendo estes: D- Limoneno, Citronelal, Citronelol, -
Pineno, 3-Careno, B-(D)-Elemeno, D-Cadineno e 4-metileno-1-metil-2-(2-metl-1-propen-1-il)-
1-vinil. Entre estes, citronelal, B-Pineno e citronelol sdo os componentes majoritarios
representando 63,5, 14,9 e 7,5% do total, respectivamente. A Figura 7 apresenta o

cromatograma do oleo essencial de citronela, os nimeros dos picos assinalados correspondem
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a Tabela 2, onde contém as informagdes a respeito do tempo de retengdo e a porcentagem
relativa de cada composto, o numero do pico € equivalente ao assinalado no grafico da Figura
7.

Figura 7- Cromatograma do 6leo essencial de citronela. Os niimeros indicados na caixa
vermelha correspondem ao niimero do pico na Tabela 2.
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Fonte: Dados elaborados pela autora deste trabalho (2019)

Tabela 2- Perfil cromatografico do 6leo essencial de citronela obtido da analise de GC-

MS
Nuimero do pico Tempo de retencio  %Relativa Nome do composto
(min)
1 8.5 3.9 D-Limoneno
2 13.2 63.5 Citronelal
3 16.3 7.5 Citronelol
4 17.4 14.5 B — Pineno
5 22.8 2.6 3- Careno

6 23.1 1.9 B-D-Elemeno
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7 28.4 2.0 D-Cadineno

8 29.4 3.7 4-metileno- 1-metil-2(2-
metil-1-propen-1-il)-2-

vinil, cicloheptano

Fonte: Dados elaborados pela autora deste trabalho (2019)

A composicdo do 6leo essencial de citronela que foi utilizado neste trabalho ¢
semelhante ao encontrado por Simic et al., (2008) na espécie Cymbopogon winterianus onde os
constituintes citronelal (27,0%), geraniol (22,78%) e citronelol (10,09%) foram identificados
como majoritarios. Os autores verificaram atividade antifingica e bactericida contra vérias
espécies, entre os quais o fungo A. niger e a bactéria S. aureus foram inibidos pela agcdo do o6leo
essencial.

Desta forma creditou-se ao OEC o potencial microbioldgico que atende ao propdsito
deste trabalho, assim prosseguiu-se com o processo de encapsulagdio do mesmo em
nanoparticulas de Pluronic® F127 recobertas com o complexo polieletrolitico de quitosana e

alginato de sodio cujas caracterizagdes sdao apresentadas nos topicos seguintes.

3.8.2 Avaliacao da proporc¢iao Pluronic® F127/6leo essencial

A Tabela 3 exibe os resultados do raio hidrodindmico das nanoparticulas de Pluronic®
F127 preparado nas concentracdes de 2,5; 1,25 e 0,725% (m/m). A escolha destas
concentragdes foi baseada no trabalho de Basak ¢ Bandyopadhyay (2013b) onde os autores
trabalharam acima da concentragdo micelar critica do F127 ao produzirem micelas em agua.
No entanto, no presente trabalho as micelas foram preparadas em etanol, e utilizou-se o valor
da CMC em 4gua como a menor concentracdo, o dobro e quadruplo deste valor para testes
contendo 200 pL do OEC.

Tabela 3- Raio hidrodinamico das nanoparticulas de Pluronic® F127 preparadas em
diferentes concentragdes contendo OEC

Amostra F127% (m/m) Volume OEC (nL) Rn(nm)
Al 2,5 200 82
A2 1,25 200 99
A3 0,725 200 102

Fonte: Dados elaborados pela autora deste trabalho (2019)
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Observa-se aumento dos valores de Rp entre as amostras Al e A2 cujo valor
praticamente ¢ inalterado na amostra A3. A amostra Al, com maior concentracdo de F127
apresenta o menor raio hidrodindmico, 82 nm e a amostra A3 com 102 nm, o maior raio. Para
esta formulacdo sugere-se redugdo da interacao entre os componentes da nanoparticula e assim
a tendéncia de aumento de Rp.

Contudo, ao observar a amostra A2 ¢ possivel concluir que o aumento da concentracao
de F127 em relacdo a amostra A3, ndo foi suficiente para alterar o tamanho das micelas,
sugerindo excesso de OEC na composi¢do da amostra 3. Na amostra Al, que contém o dobro
da quantidade de F127 da amostra A2, observa-se um ligeiro decréscimo do Ry, provavelmente,
fruto do aumento expressivo do nimero de micelas nesta em relagcdo aquela visto a presenga de
um nimero maior de macromoléculas. O menor Ry foi observado para amostra com maior
razdo F127/OEC (amostra A1 — 82 nm) o que esta de acordo com o observado em relagdo a
influéncia do OEC no tamanho das micelas de F127 formadas.

Estudou-se a estabilidade de tamanho da micela com a variagdo de temperatura
utilizando-se o equipamento ALV- LSE 5004 no qual foi acoplado um banho termostatico e as
medidas realizadas a 10, 20, 30 e 40°C.

A Figura 8 mostra que a medida que se aumenta a temperatura de trabalho, diminui-se
o raio hidrodinadmico, sendo que a 10°C, o Ry da amostra 1 ¢ 182 nm; da amostra 2, 194 e da
amostra 3, 170 nm. A 40 °C estas nanoparticulas apresentam Ry, de 52 ¢ 70 nm para as amostras
Al, A2 e A3 respectivamente e nas temperaturas 20 ¢ 30°C, as nanoparticulas adquirem
tamanhos intermediarios. Uma vez que para as diferentes concentragdes de F127 observa-se
tamanhos similares do raio hidrodindmico em cada temperatura, entende-se que a quantidade

de OEC utilizada, 200 pL, ¢ bem solavel no meio.
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Figura 8- Variag¢ao do raio hidrodindmico das nanoparticulas Al, A2 e A3 em diferentes

temperaturas
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Fonte: Dados elaborados pela autora deste trabalho (2019)

Na encapsulacao de terpenos em nanoparticulas de F127 produzidas em agua, Grillo;
Morfin e Prévost (2018) propde que a estrutura da nanoparticula seja arranjada no modelo:
nacleo-camadas (camada interna e externa) de modo que no nticleo contenha grande quantia o
0leo essencial e PPO, a primeira camada contenha 6leo, PPO e 4gua e a segunda camada
contenha 6leo, PEO e 4gua. Ja no presente trabalho, o uso de etanol no preparo das
nanoparticulas deve implicar que em toda a estrutura da nanoparticula contenha éleo essencial
e etanol. Assim a explicagdo para a alteracdo de tamanho com a temperatura ndo deve estar
necessariamente relacionada com a solubilidade do 6leo essencial em F127 mas sim na
aglomeracao dos unimeros do copolimero em temperaturas mais baixas e moderadas visto que
a micelizacdo ¢ um processo endotérmico (CHAIBUNDIT et al., 2007). Na presenca de 6leo
essencial este processo pode estar relacionado com o aumento da entalpia do sistema
F127/etanol/6leo essencial, pois para haver a incorporagao do 6leo ¢ necessario o deslocamento
de moléculas de etanol que solvatam o nucleo PPO para favorecer a micelizacdo (GRILLO;
MORFIN; PREVOST, 2018).

A Figura 9 exibe os valores do indice de polidispersidade (PDI), calculado no software
ALV-Correlator Software V.3.0 das amostras Al, A2 e A3 para as quatro temperaturas
estudadas. Quando as medidas de espalhamento foram realizadas a 20 e 30°C, faixa de

temperatura onde ocorre a micelizagdo, observa-se a menor polidispersidade para a amostra Al.
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Este foi um parametro que auxiliou a escolha da amostra A1 para seguir os estudos e representa
a composicdo F127/OEC utilizada para producdo das nanoparticulas recobertas com complexo

polieletrolitico quitosana-alginato adiante apresentado.

Figura 9- Resultados da variacdo do PDI das nanoparticulas Al, A2 e A3 em fungdo da
temperatura (°C)
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Fonte: Dados elaborados pela autora deste trabalho (2019)

3.8.3 Obtencao do complexo polieletrolitico quitosana/alginato de sédio

Dentre os diversos testes para a obtencdo de um complexo polieletrolitico estavel em
termos de potencial zeta e tamanho de particula para que pudesse ser utilizado como capa
protetora as nanoparticulas de F127, a amostra denominada QA (1) foi designada a tal
finalidade. Logo apds o preparo dos CPE’s observou-se visualmente a opalescéncia das
amostras, QA (1), preparada com 85% quitosana e 15% alginato. Esta amostra apresentou uma
suspensdo opalascente enquanto que, se utilizado proporgdes iguais de polimeros (50%
quitosana/50% alginato) ou 75% quitosana e 25% de alginato observava-se a instantaneamente
a formacdo de agregados indicando neutralizacdo e excesso de cargas dos polieletrolitos. De
acordo com Tagliari (2012), a obtencdo de amostras opalescentes sinaliza a condi¢do ideal para
a formacao de CPE a partir de sistemas de alta massa molar. A amostra QA (1) apresentou raio
hidrodinamico de 168 nm no recém preparo e 197 nm apos 1 més do preparo e permanecendo
em repouso. O pequeno aumento do raio hidrodindmico ¢ atribuido a aglomeracdo das
nanoparticulas, apesar disto, a Figura 10 mostra uma faixa distribui¢do de tamanho mais estreita

para QA (1) 1 més, indicando que as particulas e cadeias poliméricas menores se aglomeraram.
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Neste periodo, o PDI manteve-se praticamente igual, variando de 0,22 para QA(1) para 0,25

para QA(1) 1 més de repouso.

Figura 10- Distribuicdo de Ry para a amostra QA(1) recém preparada e apds um més de
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Fonte: Dados elaborados pela autora deste trabalho (2019)

Os valores de potencial zeta para os polimeros puros preparados na mesma
concentragdo a serem utilizados na preparacao do CPE, para a amostra QA(1) e para o QA(1)

ap6s 1 més de preparo podem ser verificados na Tabela 4:

Tabela 4- Valores de potencial zeta para os polimeros puros e para o CPE

Amostra Potencial Zeta (mV)
Alginato de sodio 0,15% -58,5
Quitosana 0,15% +56,0
QA (D) +49,5
QA (1) 1 més +49,1

Fonte: Dados elaborados pela autora deste trabalho (2019)

Em virtude do alginato de sodio ser um sal de polimero anidnico, em solu¢do aquosa

neutra em pH 6 este assume o comportamento de polidnion tendo seus grupos carboxilatos (-
COO") expostos (KOMOTO; FURUIKE; TAMURA, 2019). Por esta razao observa-se o valor
de potencial zeta bastante negativo, -58,5 mV, que estd associado a alta densidade de carga

negativa do polimero. A dissolugdo da quitosana em &cido acético ocorre por meio da
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protonagdo dos grupos -NH> e assume o comportamento de polication que ¢ requerido para
haver a interagdo eletrostatica com os grupos —COO" negativamente carregados do alginato de
sodio (SHU et al., 2009). O valor bastante positivo no potencial zeta da quitosana pura, +56,0
mV, apresentado na Tabela 4 indica alta densidade de carga positiva do polimero nas condigdes
de preparo deste trabalho. Os valores de potencial zeta dos polimeros puros serem em modulo
praticamente iguais acarretou na neutralizacdo das cargas e explica o porqué da formacao de
agregados quando os polimeros foram misturados em igual proporgao.

Ressaltando que a proporcao de polimeros utilizada no preparo do CPE foi de 85%
quitosana e 15% alginato, o valor de potencial zeta positivo para a amostra QA (1) de +49,5
mV retrata o excesso de cargas positivas residuais no meio, referente aos grupos -NH3" que
ndo interagiram com o alginato desta forma ndo sdo somente atribuidas a camada externa da
nanoparticula ser de quitosana. Um pequeno decréscimo foi observado apos o repouso de um
més, onde a amostra QA (1) apresenta potencial zeta de +49,1 mV. A diminui¢do do valor de
potencial zeta pode estar associado com uma possivel interacao dos dois polieletrélitos ao longo
do tempo, consumindo as cargas residuais da quitosana pelos grupos carboxilato do alginato.
Esta interagcdo ao longo do tempo também pode acarretar no aumento de raio do CPE por conta
da aglomeracgao, e visto que a mobilidade eletroforética esta relacionada com o tamanho da
particula, entdo particulas maiores se movimentarao mais lentamente no meio resultando em
menor potencial. Embora ocorra interacdo entre os polieletrolitos e formagao de aglomerados
durante 1 més, como mostra o espalhamento de luz, a formulagao ainda permanece estavel, pois
de acordo com a literatura, materiais com potencial zeta +£ 30 mV conseguem manter a espessura
da dupla camada elétrica e assim impedir a agregagao (AVADI et al., 2010).

Os valores de raio hidrodinamico e potencial zeta alcangados neste trabalho estdo na
faixa de valores esperada quando se trata da obtencdo de complexos polieletroliticos via

gelificacdo i0nica.

Caracterizacio Fisico-quimica das nanoparticulas de Pluronic®F127 decoradas com o
complexo polieletrolitico
Os resultados que serdo apresentados a seguir sdo referentes as nanoparticulas de
Pluronic ® F127 contendo 6leo essencial de citronela que foram recobertas com o CPE, sendo

obtido via gelificagdo idnica de quitosana com alginato de sodio.
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3.8.3.1 Determinagdo do tamanho e indice de polidispersidade por Espalhamento de Luz
Dindmico

A Figura 11 mostra a curva de correlagdo e a distribuicdo do raio hidrodindmico no
modo logaritmico unweight, obtido do sistema Pluronic® F127/OEC/CPE. Em (a), o perfil da
curva de correlagdo € caracteristico de particulas grandes. O valor de 0,85 para a amplitude
maxima da func¢do indica boa resolugdo da medida, uma vez que o limite tedrico ¢ 1,0
(HASSAN; RANA; VERMA, 2015). Nota-se em (b) uma distribui¢cao bimodal, provavelmente
resultante da variagdo de tamanho das cadeias poliméricas e do grau de ionizacdo dos
polieletrolitos. De acordo com o Software ALV- 7004 V.3.0, aproximadamente 18% da
populagdo total apresenta Ry de 38 nm e 82% de 196 nm. Avadi et al., (2010) relatam que o
valor de indice de polidispersidade igual a 0,39, valor observado para esta nanoparticula, indica
uma dispersao homogénea, desde que o sistema ¢ composto por polimeros naturais, sugerindo

também que a formacao de particulas pequenas ocorre devido a fortes interagdes eletrostaticas.

Figura 11- Funcao de correlagdo (a) e distribuicao de raio hidrodinamico (b) para a amostra da

nanoparticula
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Fonte: Dados elaborados pela autora deste trabalho (2019)

Como esperado, maior raio hidrodinamico ¢ observado para o sistema contendo as
nanoparticulas de Pluronic® em relagao ao CPE puro. A proposta de estrutura ¢ a nanoparticula
de Pluronic® decorada com o CPE como pode ser visualizada na Figura 12 e melhor
compreendida com as imagens de TEM. Conforme a metodologia utilizada, as nanoparticulas
de F127 sdo adicionadas a quitosana. As interacdes que ocorrem entre o oxigénio do bloco de
PEO do copolimero e o grupo amino das cadeias de quitosana garantem o recobrimento da

nanoparticula pelo polieletrolito. Estas interagdes dependem do pH do meio e da carga da
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quitosana (PEPIC; FILIPOVIC-GRCIC; JALSENJAK, 2008). A ultima etapa do preparo da
nanoparticula decorada ainda envolve a adi¢do do alginato utilizando Ultra-Turrax®, um
processo de homogeneizagdo em alta velocidade que colabora no baixo indice de
polidispersidade e na distribui¢do de tamanho das nanoparticulas.

Figura 12- Esquema da formacao da nanoparticula de F127 contendo 6leo essencial de
citronela e posterior decoragdo com o complexo polieletrolitico

Unimero Nanoparticula de Nanoparticula de
Pluronic® F127 F127/ OEC F127- QUI-ALG
Complexo
Polieletrolitico
quitosana/
n i alginato
— L}
Oleo essencial de
citronela(OEC)

Fonte: Adaptado de SANCHES et al. (2019)

3.8.3.2 Potencial zeta

A formagdao do complexo polieletrolitico ocorre quando o polidnion ¢ gotejado na
solu¢do de quitosana havendo interacdo eletrostatica intermolecular. Desde que a razdo de
cargas anidnica/cationica das moléculas esteja envolvida na formac¢ao do CPE, o valor positivo
do potencial zeta de +54,3 mV indica que ha excesso de cargas positivas, sugerindo que as
nanoparticulas estao dispersas em solu¢ao de quitosana. Ao comparar com o potencial zeta de
+49,5 mV do CPE, presume-se que ha maior quantidade do polication que ndo interagiu com o

alginato durante o preparo.

3.8.3.3 Estabilidade de tamanho, pH e potencial zeta ao longo do tempo

Para verificar a estabilidade da formulacao F127/OEC/CPE, acompanhou-se a variagao
de tamanho, baseado no raio hidrodinamico, variagao do pH e do potencial zeta durante 60 dias.
Observa-se na Figura 13 que durante este periodo houve aumento do pH do sistema de 3,32
para 4,41 o que est4d de acordo com o decréscimo do potencial zeta de +54,3 para +44 mV,
indicando o consumo das cargas positivas da quitosana com o passar do tempo devido ainda a
continuidade das interacdes eletrostaticas no CPE, como sugerido por Wu et al., (2016).
Consequentemente observa-se aumento do tamanho de particula de 180 para 320 nm, devido a
este processo de aglomeragdo, assim como houve incremento do indice de polidispersidade, de

0,39 para 0,50. Furtado et al., (2018) similarmente observaram decréscimo do potencial zeta e



51

aumento do pH de nanoparticulas de quitosana/NaF ao longo do tempo e atribuiram a formagao
de aglomerados ao aumento do pH a 6,2, valor do pKa da quitosana. No presente trabalho,
embora houve formacao de agregados, aumento do tamanho da particula e do pH, o potencial
zeta permaneceu acima de 30 mV, que ¢ considerado um valor aceitdvel para um sistema

fisicamente estavel.

Figura 13- Estabilidade de pH, potencial zeta e tamanho das nanoparticulas durante 60 dias

56
44 ] ]
54 | |
42 -
- Ll
40+ — ]
£ 50
T E 504
[= % 33 o [ ]
[+
~ o4z |
364 ]
u 45
34+
[ ] 44 4 | |
32 T T T T T T T T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60 0 10 20 30 40 50 60
tempo (dias) tempo (dias)
240 4
320 =
300 A
280 4
— | |
=
o 240 |
[ ]
220 4
200 4 [ ]
-
180 4
160 T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 B0
tempo (dias)

Fonte: Dados elaborados pela autora deste trabalho (2019)

3.8.3.4 Variagdo do Raio hidrodindamico, do potencial zeta e do pH dos sistemas F127/dleo

essencial e F127/0leo essencial cobertos pelo CPE em fungdo da composi¢do etanol/agua

A fim de avaliar se as nanoparticulas obtidas do copolimero Pluronic® F127 carregadas

com Oleo essencial de citronela foram recobertas com o complexo polieletrolitico de quitosana
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e alginato de s6dio, medidas de DLS foram realizadas para comparar os valores do raio
hidrodinamico dos dois sistemas.

Amostras do copolimero, concentragao 2,5% m/m, preparadas em etanol puro com ou
sem adi¢do de OEC e em agua pura com ou sem adi¢cdo de OEC, foram analisadas por DLS. As
amostras que ndo continham OEC ndo indicaram a formacao de nanoestruturas, desde que para
estes sistemas, a fungdo de correlacdo ndo convergiu para a forma exponencial, sugerindo que
nestas condigdes os unimeros de F127 permaneceram livres em solugdo (CHAT et al., 2018).
Entretanto, para as nanoparticulas preparadas em etanol com adigdo de OEC, a curva de
correlacao obtida revela a formacao de nanoestruturas de 146 nm. De acordo com Ashraf e
colaboradores (2015), este comportamento pode estar associado ao aumento da hidrofobicidade
do bloco de PPO ¢ a diminui¢ao da hidrofilicidade do bloco de PEO.

A Figura 14 mostra todas as curvas de correlacdo obtidas com a variacdo da fracao
volumétrica na etapa de dilui¢do da suspensdo, como detalhado na secdo 3.4 da metodologia.
Como pode ser visto, conforme aumenta-se a porcentagem de etanol, a funcao de correlagao (G
(1)) desloca-se para maiores valores de tempo de decaimento sugerindo a formacao de particulas

alongadas.

Figura 14- Curvas de correlagdo obtidas dos dados de DLS para a nanoparticula de F127
contendo OEC em meios de diluicdo com diferentes quantidades de etanol
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Fonte: Dados elaborados pela autora deste trabalho (2019)

A distor¢do da forma, nanoparticulas alongadas e ndo esféricas, estéa relacionada com o
maior tempo em que as particulas em movimento Browniano estdo submetidas ao feixe de laser

do instrumento de DLS (BASAK; BANDYOPADHYAY, 2013b). Na Figura 15 observa-se que
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o sistema Pluronic® F127/OEC apresenta variacao da turbidez em meio de dilui¢do contendo
diferentes proporcdes de etanol/agua. Percebe-se que o aumento de etanol no meio provoca a
diminui¢do da turbidez do sistema, que esta relacionado com mudangas da forma estrutural da
nanoparticula de F127. Em até 15% de etanol acredita-se que ha formacdo de vesiculas,
justificado pela alta turbidez do sistema, alternando-se a nanoparticulas mais alongadas entre
20 a 30% de etanol. Por fim, em maiores quantias de etanol observa-se limpidez dos sistemas
e decaimento da intensidade de espalhamento de luz no DLS, que indicam a solubilizacio das
nanoparticulas em razdo do etanol ser bom solvente do copolimero. Ganguly et al., (2018)
relatam a transi¢ao estrutural de agregados de P123 contendo 6leo essencial de melaleuca com
o aumento da quantidade do 6leo no sistema, partindo de solucdo limpida caracterizada por
micelas esféricas, para micelas do alongadas e por fim vesiculas onde observaram alta turbidez

e alta viscosidade.

Figura 15- Foto da variagdo da turbidez do sistema F127/OEC conforme se aumenta a
quantidade de etanol no meio de diluigao

Fonte: Imagem adquirida pela autora deste trabalho (2019)

A Figura 16 mostra os valores de Ry como uma fungdo da porcentagem de volume de
etanol no meio dispersivo para o Pluronic® F127 preparado em etanol contendo OEC (curva
azul) e para este mesmo sistema do copolimero agora coberto com quitosana e alginato de sddio
(curva vermelha). Para o Pluronic® F127 ¢ notavel que houve expansdo até 30% de etanol no
meio e aproximadamente o mesmo tamanho foi observado até 50%. Entretanto, a ruptura da
estrutura da nanoparticula foi observada em aproximadamente 35% de etanol, e uma vez acima

desta quantia de etanol, a intensidade de luz diminui drasticamente. Dado que, o etanol ¢ um
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bom solvente para ambos os blocos PPO e PEO, o aumento de tamanho da nanoparticula esta

relacionado com a solvatacao destes blocos devido intumescimento dos mesmos.

Figura 16- Efeito da porcentagem de etanol no Rh das nanoparticulas de F127/OEC e o

mesmo sistema coberto com CPE de quitosana/alginato
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Fonte: Dados elaborados pela autora deste trabalho (2019)

Na presenca de quitosana e alginato de sddio um diferente perfil de Ry foi obtido,
observando-se aumento de tamanho das nanoparticulas devido a cobertura criada pelos dois
polimeros, que previnem a solvata¢ao do Pluronic®. O valor de Ry foi observado sem variagao
significativa até 20% de etanol. Contudo, a partir de 25% o valor de Ry teve um maior aumento,
sugerindo que as moléculas de etanol permeiam a cadeia polimérica induzindo a ruptura e/ou
agregacao das nanoparticulas. Isto pode ser observado entre 30 e 50% de etanol, faixa em que
a intensidade de luz espalhada diminui vigorosamente, ao passo que se diminui o tempo de
decaimento.

Como descrito na literatura, a quitosana interage com Pluronic® principalmente por
efeitos eletrostaticos. O oxigénio, com carater eletronegativo, do bloco de PEO se liga nas
cadeias da quitosana, esta devido ao pH do trabalho estd com os grupos —NH3 positivamente
carregados, via interagdo ion-dipolo (PEPIC; FILIPOVIC-GRCIC; JALSENJAK, 2008)
(BRANCA et al., 2018). De acordo com estudos desenvolvidos por Pepic e colaboradores
(2008), interagdes entre quitosana e Pluronic® F127 resultaram em aumento de raio
hidrodinamico das nanoparticulas e reducao dos valores de potencial zeta que foram atribuidos

a interacdo entre os atomos de oxigénio do PEO com a quitosana.
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No presente trabalho, sugere-se que a quitosana do complexo polieletrolitico interage
com o oxigénio do segmento de PEO, justificando a estabilizagdo da particula por meio do
bloqueio do etanol do meio dispersivo até o core de F127, explicando porque um maior volume
de etanol ¢ requerido para aumentar o tamanho da particula.

Analisou-se também para o sistema F127/quitosana/alginato a varia¢do do pH e do
potencial zeta nas diferentes propor¢des de agua/etanol como meio de diluigdo. O aumento da
porcentagem de etanol acarreta em ligeiro aumento do pH (de 3,2 para 4,1), e brusca diminuigao
do potencial zeta (54,3 para 15 mV). A permeagdo de moléculas de etanol na nanoparticula
pode causar desidratagdo das cadeias dos polieletrolitos permitindo maior interacao entre estes,
acarretando em neutralizagdo das cargas residuais e menor valor de potencial zeta. A estrutura
proposta das nanoparticulas nestes topicos sdo vistas no topico seguinte nas imagens de

microscopias eletronicas.

3.8.3.5 Microscopias eletronicas de Transmissdo e Varredura

As correlacdes de DLS sugerem a formagao de nanoparticulas esféricas na presenca do
OEC encapsulado no Pluronic®, cujo formato ¢ mantido mesmo apos o recobrimento com o0s
biopolimeros (SHAO et al., 2018). Nas imagens de TEM, Figura 17, observa-se nanoparticulas
polidispersas com tamanho variando entre 100 a 200 nm, resultados que corroboram com os
dados de DLS. Nas imagens de TEM as particulas se mostram menores que quando observadas
nas medidas de DLS, pois como sugerido por Barradas et al., (2017) o sistema pode sofrer

achatamento e também desidratacao durante o processo de secagem no grid.
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Figura 17- Imagens de TEM das nanoparticulas de F127 recobertas pelo PEC (A) e (B)
diluidas em mistura dgua/ isopropanol; (C) e (D) diluidas em 4gua/ etanol na proporg¢ao 80:20
(%ov/v)

100 nm y e 200 nm .

Fonte: Imagens adquiridas pela autora deste trabalho (2019)

As Figuras 17 A e B foram obtidas da diluicdo em agua/ alcool isopropilico e nota-se
particulas de superficie densa, de tamanho variado e que estas também se aglomeram. Tagliari
et al., (2012) no estudo da encapsulagao de acido glicirrizico em nanoparticulas de quitosana e
alginato de sodio, atribuiram a superficie densa das nanoparticulas a adsor¢do do 4cido nos
polimeros. As Figuras C e D referem-se a diluicdo em 4gua/etanol na proporcao 20:80 (%v/v)
e confirmam a proposta apresentada anteriormente de que a nanoparticula de Pluronic® ¢
recoberta pelo CPE de quitosana/alginato. No trabalho de Cihan e colaboradores (2017),
micelas de Pluronic® P123 contendo o farmaco hidrofobico Probucol sdo revestidas com
quitosana e resultam em particulas esféricas chamadas de nano-shell na faixa de tamanho de
30- 300 nm. A propor¢ao de solvente utilizada no presente trabalho foi escolhida com base no
experimento apresentado na 3.6.3.4, onde mostrou-se que em até 20% de etanol no meio de

diluicdo das nanoparticulas ha recobrimento do CPE quitosana/alginato nas nanoparticulas de
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F127. Analises de MEV-FEG foram conduzidas, (Figura 18), onde podem ser visualizadas
nanoparticulas com superficie lisa e de tamanho uniforme. Obter nanoestruturas com tamanho
uniforme se torna essencial para o alcance de um sistema estavel (GUERRA-ROSAS et al.,

2017), o que explica a estabilidade da nanoparticula apresentada anteriormente.

Figura 18- Superficie lisa das nanoparticulas observada nas imagens de MEV-FEG
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Fonte: Imagens adquiridas pela autora deste trabalho (2019)

3.8.3.6 Andalise de Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (FT-IR)

As bandas majoritarias de absor¢ao no infravermelho sdo observadas nos espectros da
Figura 19. Para a quitosana, representada na linha lilas, as bandas largas de absor¢ao em 3400
cm’! s3o atribuidas a vibragdo de estiramento das ligagdes N-H e O-H. As bandas em 1653 e
1564 cm! estdo relacionadas respectivamente com o estiramento da ligagdo C=0O da amida
secundéria e o dobramento dos residuos N-acetilados. Absor¢des em 1377 ¢ em 1607 cm™
correspondem as vibragdes de estiramento das ligacdes C-N e C-O-C respectivamente. Na linha
verde, para o alginato de sodio puro as bandas largas de absor¢do em 3400 e 2930 cm™! estdo
relacionadas ‘respectivamente ao estiramento das ligagdes O-H e C-H. O estiramento
assimétrico e simétrico do carboxilato sdo atribuidas as bandas 1609 e 1411 cm’
respectivamente e o estiramento assimétrico de C-O-C em 1085 cm™. Na linha preta
correspondente ao Pluronic® F127 puro, as absor¢des em 1341, 1278, 1243 ¢ 964 cm™! estdo
relacionadas a vibragdo de estiramento dos grupos CHz, ao passo que a vibracdo de C-O-C ¢

atribuida a banda em 1114 cm™".
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Figura 19- Espectro de FT-IR da quitosana protonada, alginato de s6dio, F127, CPE
quitosana/alginato e nanoparticula de F127 recoberta pelo PEC.
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Fonte: Dados elaborados pela autora deste trabalho (2019)

Nas linhas vermelha e azul, as bandas de absor¢io em 3340 cm™ sdo atribuidas aos
grupos hidroxil e amino do alginato e da quitosana respectivamente. Natrajan et al., (2015),
sugerem que haja interagdo entre estes grupos funcionais induzindo a forma¢ao do complexo
polieletrolitico entre estes polieletrolitos. No espectro do CPE com relagdo ao alginato, a banda
de absor¢do em 1609 cm™! deslocou-se para 1650 cm™ sugerindo interagdo com a quitosana. Na
linha vermelha, a banda de absor¢io do complexo observada em 1560 cm™ representa o
estiramento dos grupos NH> da quitosana. Desta forma, o espectro do CPE confirma que houve
interagao eletrostatica entre os dois polieletrolitos. As principais bandas de absorcao presentes
no Pluronic® s3o também observadas na linha azul, e o deslocamento da banda de 1560 para
1568 cm™ que confirma a interagdo entre o oxigénio do bloco PEO do F127 com os grupos

amino da quitosana.
3.8.4 Determinacéo da eficiéncia de encapsulacio e ensaio de liberagao “in vitro”
A eficiéncia de encapsulacdo (EE) foi calculada por meio da equagdo 5, a partir dos

dados da absorbancia do contetido extraido em hexano, onde obteve-se uma eficiéncia de 80%.

Os constituintes majoritarios listados para o 6leo essencial de citronela foram citronelal,
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citronelol e B- pineno, os quais sdo facilmente solubilizados no core de PEO do Pluronic®,
favorecendo o processo de encapsulagao.

O estudo de liberagdo in vitro foi conduzido com o objetivo de compreender o
mecanismo de liberagdio do OEC do sistema nanoparticulado. A partir dos valores de
absorbancia do OEC liberado em cada meio estudado, tampao PBS e suor simulado, construiu-
se o perfil da liberacao do OEC das nanoparticulas de F127 recobertas com quitosana e alginato

de sodio, analisados durante 24 horas, Figura 20.

Figura 20- Dados experimentais e barras de desvio padrado para o perfil de liberacao in vitro
para a liberacdo de OEC em dois diferentes meios de liberacao
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Fonte: Dados elaborados pela autora deste trabalho (2019)

Os perfis de liberagao para ambos os meios estudados exibem o efeito burst inicial até
3 horas diferindo apenas na quantia de OE liberado. Este primeiro estdgio de liberagao,
chamado de regido burst, pode ser explicado por quantidade de OE ndo estar de fato
encapsulado no sistema polimérico, mas adsorvido na superficie dos polimeros cuja liberacao
inicia a partir do contato com o meio de dissolucdo (KUMARI; YADAV; YADAYV, 2010)
(HUANG; BRAZEL, 2001).

A estabilizacdo da liberagdo foi alcangada em aproximadamente 10 horas em ambos os
meios de dissolugao, com 74 e 81% de liberagao do OEC das nanoparticulas para PBS contendo
20% de etanol e o suor simulado respectivamente. E importante ressaltar que as nanoparticulas

apenas de F127 ou recobertas somente com quitosana ndo possibilitaria a liberagdo do OEC
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pelo periodo de 24 horas devido a uma répida dissolugdo. Assim, os biopolimeros empregados
como recobrimento garantm a formagdo de um sistema solido ao redor das nanoparticulas de
F127, como se confirmou nas imagens das microscopias, que garantem uma liberacao
prolongada por mais de 24 horas.

A quantidade total liberada depende do equilibrio difusional para cada meio utilizado e
a constante cinética, a qual sera apresentada na proxima sessao.

Modelos matematicos ja estudados na literatura foram utilizados neste trabalho para
investigar o mecanismo de transporte de massa envolvido na cinética de libera¢do (L. RITGER;
A. PEPPAS, 1987) (L. RITGER; A. PEPPAS, 1987)(A. PEPPAS; J. SAHLIM,
1989)(GHOSAL; RAY, 2011). Para isto, utilizou-se o arquivo suplementar para o Microsoft
Excel, “DDSolver” onde os dados foram ajustados para os modelos cinéticos de Higuchi e

Korsmeyer- Peppas acordo com as seguintes equacgdes 7 € 8:

% = Kyt Equagio de Higuchi (7)
1lww_t = k.t™ Equacdo de Korsmeyer-Peppas (8)

Onde M representa a quantidade absoluta do composto ativo liberado do tempo ¢, Moo
a quantidade total do composto liberado para o tempo assumido como infinito. Ku corresponde
a constante de Higuchi, a qual traz caracteristicas da estrutura da formulagao. Na equacgao de
Korsmeyer-Peppas, k£ € a constante cinética a respeito das caracteristicas do mecanismo de
liberagao do ativo da nanoparticula. O expoente n denota o mecanismo do composto ativo.
Sendo assim, se n < 0,43 significa que o mecanismo ¢ puramente Fickiano, para n= 0,85
significa a ocorréncia do Caso II de transporte de massa, o relaxamento da matriz polimérica
ou liberagao por erosdao. Valores intermediarios de n, isto ¢, 0,43< n < 0,85 indica transporte
cinético andmalo, a combinac¢ao de ambos os mecanismos (PARIZE et al., 2012).

O modelo de Higuchi ndo apresentou boa correlagdo com os dados na liberacdo
conduzida em meio de suor e para o meio de tampao PBS. O coeficiente de correlagdo r?
resultou em 0,421 indicando que o mecanismo de liberagdo ndo segue as propostas de Higuchi.
A Tabela 5 mostra os valores dos pardmetros do modelo Korsmeyer- Peppas. A forma linear da
equacdo 8, plotando In M;/M,, contra In ¢ resulta no ajuste de r>= 0,977 e k= 4,51 para o meio

de tampao PBS e em = 0,995 e k= 52,25 para o meio de suor simulado. O valor mais alto da
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constante cinética obtido para o meio de suor explica a liberagdo mais rapida observada no
grafico de perfil de liberacdo, Figura 20, que pode ser atribuido a presenca de acido latico na
composi¢do do suor, desde que a quitosana ¢ hidrolisada em solugdo aquosa deste acido
(IL’INA; VARLAMOV, 2004). O modelo empirico de Korsmeyer- Peppas considera o
mecanismo de liberagdo como uma combinacao do transporte de Fick e o Caso II de transporte
de massa controlado pela relaxagdo das cadeias poliméricas (KHAZAEI et al., 2013).
Analisando o expoente n para amostras esféricas, tem-se informacdes a respeito da ocorréncia
da liberagdao do OEC, desta forma valores n= 0,33 e 0,37 para os meios PBS e suor
respectivamente confirma-se que em ambos os estudos o mecanismo da liberagdo ocorre por

difusdo.

Tabela 5- Parametros cinéticos para a liberagdo in vitro em meio PBS e em suor simulado
PBS etanol 20% Suor simulado

Model r? k n 1 k n
Korsmeyer-Peppas 0,977 40,51 0,33 0,995 52,25 0,37

k: constante cinética de liberagdo; n: expoente que denota o mecanismo de liberacao
Fonte: Dados elaborados pela autora deste trabalho (2019)

3.8.5 Avaliacao da atividade antimicrobiana das nanoparticulas e do OEC

A atividade antimicrobiana das nanoparticulas de F127/OEC/CPE e do 6leo essencial
de citronela puro foi avaliada pelo método da microdilui¢ao utilizando as placas de pogos nas
concentragdes conforme mostradas na sessdo experimental. O Alamar Blue® ¢ um indicador
colorimétrico de proliferacao celular, adicionado em cada pogo da placa onde sofre reacao de
oxi-redu¢do como resposta a alteracdo metabolica celular do microrganismo. Na forma oxidada
¢ azul e ndo fluorescente, chamado de resazurina e na forma reduzida passa a ser rosa e
fluorescente chamado de resofurina (O'BRIEN et al., 2000), como apresentado no esquema da

Figura 21.
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Figura 21- Esquema da reag@o de oxi- redu¢do do corante Alamar Blue®
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Fonte: propria autora adaptado de O'Brien et al., (2000)

Conforme descrito na sessdo 3.7 da metodologia, na placa de pocos utilizada, da
esquerda para a direita, as duas primeiras colunas representavam respectivamente o controle
negativo e positivo e desta forma esperava-se que estas colunas permanecessem azul e rosa,
respectivamente, apos a adicdo do Alamar Blue®. As colunas seguintes contém o branco, a
nanoparticula e o 6leo essencial puro.

Deste modo, a concentragdo minima de inibi¢do do crescimento bacteriano foi
determinada visualmente uma vez que a cor azul representa auséncia do crescimento € a cor
rosa corresponde a presenca de células em crescimento. No teste realizado no presente trabalho
ocorreu a evaporagao do conteudo de alguns pogos ap6s o periodo de incubagdo onde somente
foi possivel observar a marca do conte

udo no interior do poco. A Figura 22 mostra as placas de teste apos a adi¢ao do Alamar
Blue®. Em A, avalia-se o efeito contra a cepa de Micrococcus sp. (gram-positiva) onde se
observa para as trés amostras (branco, nanoparticula ¢ OEC) que as maiores concentragdes,
100; 50 e 25 pL. mL"! estdo em tons rosaceos representando crescimento celular bacteriano, e
para as trés outras concentragdes inferiores, 12,5; 6 ¢ 3 uL. mL™ estdo em tom azulado. Este
resultado esta o oposto do esperado porque em maiores concentragdes do ativo seria provavel
a inibicao celular. Possivelmente este resultado associa-se a erro de adicdo dos contetidos na
placa pois observa-se também nesta placa que o primeiro pogo do controle negativo e apenas
dois pogos do controle positivo estdo na coloracdo rosa. Em B, verificou-se a atividade contra
cepas da bactéria gram-positiva Staphylococcus aureus apenas para o OEC puro nas
concentragdes abaixo de 50 L mL™, os quais permaneceram azuis apds a incubagio, portanto

ndo ocorrendo crescimento bacteriano.
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Figura 22- Placas de pogos referentes ao experimento para determina¢ao CIM das
nanoparticulas e do OEC contra Micrococcus sp.(A); S. aureus(B); E. coli (C) e P.
aeruginosa (D)

Fonte: Imagens adquiridas pela autora deste trabalho (2019)

A placa da foto em C refere-se ao teste realizado contra as cepas da bactéria gram-
negativa Escherichia coli onde nota-se inibi¢do celular nos pogos pertencentes a concentracao
de 50pL mL™! para as amostras do branco e para as nanoparticulas, ja para o OEC houve inibi¢io
exceto para as concentragdes de 6 ¢ 3 uL mL™'. Ndo é observado o mesmo perfil para o teste
com a outra bactéria gram-negativa, Pseudomonas aeruginosa, na placa em D, onde apenas nos
pocos de concentra¢do 100 e 50 uL mL™" do branco e da nanoparticula mantiveram a coloracio
azul. Uma possivel explanacdo para a ndo ocorréncia de crescimento celular nas amostras do
branco e da nanoparticula nestas placas deve estar associado a propriedade bactericida da
quitosana. Moussa e colaboradores (2012) avaliaram o efeito de quitosana (1% m/v) contra M.
lutues e E. coli em experimento de difusdo em disco. O rompimento da membrana celular das
bactérias foi observado por MEV onde os autores justificam por meio da ocorréncia de
interacdes entre a superficie catidnica positivamente carregada da quitosana com a superficie
negativamente carregada da membrana celular da bactéria, assim alterando a permeabilidade
da membrana celular consequentemente a liberagdo dos constituintes citoplasmaticos, DNA e

RNA levando a morte celular.
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Comparando o potencial das amostras testadas, branco, nanoparticula e o OEC puro,
para o ultimo observou-se menor crescimento celular, onde apenas para a P. aeruginosa a
coloracdo ndo permaneceu azul. O potencial antimicrobiano do dleo essencial de citronela é
bem relatado na literatura devido ao efeito dos constituintes principais que as vezes sinérgico,
como citronelal, geraniol, citronelol e B-pineno que se ligam e penetram os canais das paredes
celulares de bactérias gram-positivas e também gram-negativas (ACS et al., 2018) (DE SILVA
et al., 2017)(CHOUHAN, SHARMA, GULERIA, 2017).

Além da consideragdo aos cuidados de preparo do teste, € importante ressaltar que a
libera¢do do ativo das nanoparticulas pode nao ter ocorrido por falta de gatilhos de liberacao.
O teste microbiologico ¢ realizado de forma estatica e sem adicdo de nenhum outro agente que
colaboraria para o processo de liberagdo, comparando aos utilizados no teste de liberagao in
vitro, onde no meio de tampao PBS havia etanol para colaborar na liberacao do OEC de forma
homogénea e no meio de suor simulado, a presenga do acido latico que favorece a hidrélise da
quitosana e assim a liberacdo do OEC. Por fim, considera-se que a repeticdo deste estudo
microbiologico deve ser feita para afirmar uso das nanoparticulas como potencial agente

microbiologico.

3.9 CONCLUSAO DO CAPITULO

As nanoparticulas de Pluronic® F127 contendo 6leo essencial de citronela foram
preparadas em etanol. Estas receberam recobrimento do CPE quitosana/alginato ¢ que de
acordo com as medidas de DLS, o CPE conduziu ao incremento do Ry de aproximadamente 30
nm. O CPE também foi importante na estabilizacdo das nanoparticulas conferindo um
interessante sistema carreador para compostos hidrofobicos tal como o6leo essencial de
citronela, o qual mostrou alta eficiéncia de encapsula¢do (80%). O ativo foi efetivamente
liberado tanto no meio PBS/etanol (70%) quanto no meio de suor simulado (80%) por 24h.
Estas caracteristicas associadas a estabilidade da nanoparticula em termos de tamanho e
potencial zeta conferem ampla aplicacdo do sistema, embora o teste da microdiluicdo exija

repeticdo para afirmagdo quanto a atividade bactericida das nanoparticulas.



Capitulo IV

Aplicagdo das nanoparticulas de Pluronic® F127/OEC/CPE
em tecido de algodao
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Consideracoes do capitulo

Este capitulo relata a aplicagdo em tecido de algoddo das nanoparticulas de
Pluronic®F 127 recobertas com o complexo polieletrolitico de quitosana/ alginato de sédio com
intuito de conferir caracteristicas antimicrobianas tornando-o atrativo quanto ao uso no setor
téxtil. Para isto, avaliou-se a molhabilidade do tecido e a sua superficie hidrofobica foi tratada
com plasma frio. Apos, utilizou-se trés diferentes métodos de aplica¢do das nanoparticulas no
tecido que foram avaliados por MEV. No teste de liberacdo in vitro buscou-se determinar a
quantidade do ativo liberado e por fim, o teste microbiologico do algoddo impregnado com as

nanoparticulas.

4 METODOLOGIA

O tecido de algodao utilizado neste trabalho foi cedido pela empresa Calgados
Contramao, o qual ¢ empregado na confec¢cdo do forro de calgados infantis. O tecido como
recebido foi alvejado com agua/hipoclorito de sodio e enxaguado exaustivamente para remogao
de aditivos de tratamento que sdo recebidos em fabrica para assim prosseguir as analises de

caracterizacao e posterior aplicagdo das nanoparticulas.

4.1 MEDIDAS DE ANGULO DE CONTATO
Valores altos de angulo de contato (6 > 90°) acusam baixa molhabilidade, e o contrario,
valores baixos (8 < 90°) alta molhabilidade da superficie solida pelo liquido em questao, como

ilustra a Figura 23.

Figura 23- Formas de molhabilidade de uma superficie s6lida

0>90°

0=90°

! 6<90°

Fonte: Autora deste trabalho (2019)

A molhabilidade do tecido de algodao foi observada com relagdo a 4gua pura através de
medidas de angulo de contato (0). Quatro gotas de d4gua de 5 puL foram aplicadas em diferentes

posicdes na superficie do tecido com auxilio de uma seringa e calculou-se a média dos valores
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obtidos. As imagens foram obtidas por camera de alta resolugdo acoplada a um gonidémetro
Dataphysis e software SCA 20 que analisa automaticamente o angulo de contato que a gota

representa.

4.2 TRATAMENTO DO ALGODAO COM PLASMA FRIO

Para limpar a superficie do tecido e entdo averiguar uma maior deposicdo de
nanoparticulas nas fibras de algodao, o téxtil foi submetido ao tratamento com plasma frio, o
que de acordo com a literatura ocasiona aumento de grupos funcionais de carater hidrofilico na
superficie do material, devido a exposi¢do em atmosfera oxidante, assim haveria maior
interagdo com as nanoparticulas que como ja descrito possuem carga superficial positiva
(ABDELBAGI; AHMED, 2018)(RAZIC et al., 2017).

Amostras de tecido de algoddao (2x2cm) foram fixadas em placa de borosilicato de
espessura de 2 mm agindo como barreira dielétrica, centralizada sobre o eletrodo inferior do
reator. A distancia entre os eletrodos foi fixada em 1 cm. O reator foi alimentado com nitrogénio
ou oxigénio com fluxo de 1,0 mL min™!. A pressdo interna utilizada foi de 1 Torr e a poténcia
de 7,4 W. As amostras foram expostas ao plasma por 30 segundos, 1 e 5 minutos e
imediatamente analisadas por FTIR e medidas de angulo de contato. O sistema pode ser
visualizado na Figura 24, onde a nuvem lilas ¢ o plasma gerado pela descarga elétrica na

atmosfera de oxigénio.
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Figura 24- Reator de plasma frio com atmosfera de oxigénio

Legenda- 1: reator do plasma; 2 e 2’: eletrodos; 3: placa de Petri (dieletro); 4: descarga
elétrica; 5: entrada da alimentagdo do gas; 6: entrada para o vacuo.
Fonte: Autora deste trabalho (2019)

4.3 APLICACAO DAS NANOPARTICULAS NO TECIDO DE ALGODAO

Os métodos de aplicagdo das nanoparticulas no algodao foram variados em ordem de
alcancgar maior quantidade de ativos incorporados na fibra e assim maior liberagdo prolongada
dos mesmos. Desta forma, amostras do téxtil foram previamente lavadas com agua e hipoclorito
de sodio (90:10 v/v) com a finalidade de branquear e remover as sujeiras que pudessem
interferir na impregnagdo das nanoparticulas e consequentemente na aquisi¢ao das imagens de
MEV. A deposi¢ao das nanoparticulas contendo 6leo essencial de citronela, em tecido tratado

e ndo tratado com o plasma, foi realizada por trés procedimentos distintos.

4.3.1 Aplicacao via Spray I
Esta aplicacdo foi realizada via formag¢do de um spray da suspensdo de nanoparticulas

utilizando uma seringa, contendo a suspensdo, em paralelo com um fluxo de nitrogénio com
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vazdo de N igual a 3,25 mL min™!. O sistema montado para este fim, é mostrado na Figura 25,

a qual auxilia a compreensdo do funcionamento do mesmo.

Figura 25- Foto do esquema de aplicacao das nanoparticulas no tecido via Spray I, utilizando
seringa e fluxo de N>

Legenda- 1: seringa contendo nanoparticulas; 2: gotejador; 3: ponteira com agulha; 4: suporte
do tecido; 5: bomba a vacuo.
Fonte: Autora deste trabalho (2019)

Para a formacao do spray, a seringa foi acoplada a um gotejador marca Razel (Georgia,
Vermont) modelo R- 100EC o qual foi utilizado para acdo do émbolo da seringa com taxa de
300 mL h' contra uma ponteira de micropipeta, com didmetro do bico igual a 2 mm. A esta
ponteira, uma agulha de diametro 0,8 mm foi acoplada a fim de alimentar o gas N> na vazao
previamente citada. Foram aspergidos 10,0 mL da suspensdo de nanoparticulas, previamente
filtrada em filtro de membrana de tamanho 1,20 pm contra uma amostra de tecido em formato
circular (d=1,0 cm) alocado sobre um suporte que permitiu a realizacdo de suc¢do para evitar o
acumulo excessivo de liquido no tecido e, assim, evitar a aglomeracdo das nanoparticulas na

etapa de deposi¢do. O tecido foi disposto em anteparo a distancia de 10 cm da agulha.

4.3.2 Aplicacao via Spray 11

Com auxilio de uma pistola de pintura (marca K-2) acoplada a um compressor de ar
(vazdo de ar comprimido igual a 4 mL min™) 10,0 mL de suspensdo de nanoparticulas foram
aspergidos contra uma amostra de tecido com 1,0 cm de diametro alocada sobre o mesmo

suporte citado no topico exposto acima, conforme a Figura 26.
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Figura 26- Foto do esquema de aplicacdo das nanoparticulas no tecido via Spray I, utilizando
pistola de pintura

Legenda- 1: suporte do tecido; 2: pistola de pintura contendo as nanoparticulas

Fonte: Autora deste trabalho (2019)

4.3.3 Aplicagao por imersao
Amostras do téxtil de tamanho (2,0x2,0cm) foram imersas na solu¢do de nanoparticula

(cujo teor de sélidos 0,45g L") durante 12 h e secas em dessecador até o momento das andlises.

4.4 ANALISE DE FT-IR PARA O TECIDO DE ALGODAO

A andlise de espectroscopia no infravermelho foi realizada para as amostras de algodao
que receberam tratamento com plasma e uma amostra sem tratamento para que se pudesse
comparar o efeito que as descargas elétricas causaram no material. Foi utilizado um
equipamento Shimadzu Prestige-21, no modo de refletancia total atenuada (ATR) onde os

dados foram coletados com 20 scans na faixa de 4000- 700 cm™ com resolucdo de 2,0 cm™.

4.5 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

A andlise de microscopia eletronica de varredura foi realizada para observar a
superficie das fibras de algodao que foram tratadas com plasma frio e comparar com as fibras
que ndo sofreram tratamento de superficie. A microscopia eletronica de varredura também
subsidiou a obten¢do de imagens dos tecidos impregnados de nanoparticulas. Desta forma, a

andlise procedeu-se em um microscopio JEOL JSM- 6390LV operando com voltagem de
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aceleracdo de 10 e 20 kV para as amostras de algodao de 0,5x0,5 cm coladas em suporte de

aluminio recobertas com camada de ouro.

4.6 ESTUDO DA LIBERACAO IN VITRO

O estudo da libera¢do in vitro foi conduzido em meio de suor simulado a 37 °C
simultaneamente em frascos abertos e fechados contendo em cada frasco uma amostra de tecido
de 2,0 cm x 2,0 cm. Aliquotas de 3 mL foram retiradas periodicamente e lidas a sua absorgao
em UV-Vis. O experimento em frasco fechado simula a liberagdo do ativo que esta no tecido
para o meio de suor, caso este tecido estivesse em contato com a pele do usuério, € o
experimento em frasco aberto simula a liberacao do suor para a atmosfera, e a diferenga entre
as duas curvas resulta na curva de evaporagdo. Interessante questdo a ser estudada,
principalmente no caso do 6leo essencial de citronela que além de suas propriedades

antimicrobianas tem sido bastante utilizado para a repeléncia de insetos.

4.7 AVALIACAO DA ATIVIDADE MICROBIOLOGICA

Os testes para avaliar o potencial bactericida e fungicida do tecido impregnado pelas
nanoparticulas via imersdo também foram realizados no Laboratério de Microbiologia do
IBTeC, de acordo com a Norma Técnica ABNT NBR 15275:2016- Ensaios Biologicos-
Palmilha, laminados sintéticos e solados- Determinagdo da resisténcia ao ataque microbiano-
. A agdo bactericida foi verificada diante das cepas Pseudomonas aeruginosa (ATCC 24853),
bactéria gram-negativa e diante de Sthaphylococcus aureus (ATCC 6538) gram-positiva. O
preparo das cepas ocorreu da mesma forma para os testes realizados com a nanoparticula de
modo a trabalhar com a mesma concentracio, 4,6 107 para a S. aureus e 5,6 10’(cel mL™) para
P. aeruginosa. A atividade fungicida foi testada diante das culturas de Aspergillus niger (ATCC
16404) e Trichoderma viriens (ATCC 9645) nas respectivas concentragdes 1,0 10° e 1,6 10°
(cel mL™).

Ap0s o periodo de incubacdo, uma algada de cada cepa foi espalhada em placa de agar
TSB, onde uma amostra de tecido de tamanho 2,5 por 2,5 cm foi aderida a placa apos ser
friccionada para ocorrer a liberagdo do ativo. Aguardou-se 2 horas para a incubagdo das placas
em estufa a 37°C. Os testes foram realizados em duplicata para cada cultura e para o tecido

branco, o qual ndo foi impregnado com as nanoparticulas.
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4.8 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.8.1 Limpeza do tecido de algodao

As amostras do tecido de algodao alvejado e as que receberam tratamento de superficie
foram caracterizadas quanto a molhabilidade por angulo de contato, aos grupos funcionais
predominantes por FT-IR e quanto a morfologia por MEV.

Conforme mostra a Figura 27, o tecido de coloragdo mais escura como recebido de
fabrica contém as gomas de acabamento da manufatura que nao foram reveladas pelo
fabricante. Entdo, para prosseguir as andlises, o tecido foi alvejado e sua coloragdo mais clara
pode ser visualizada no lado direito da Figura A2. A pratica de branqueé-lo e limpa-lo surge da
necessidade da remocao de impurezas que atrapalhariam na caracterizacao e deposi¢ao das
nanoparticulas sem o tratamento com plasma. Desta forma, optou-se por utilizar o tecido
alvejado em todos os procedimentos inclusive para as amostras que receberiam o tratamento
com o plasma. Na Figura 27 B, observa-se que as gotas de agua na superficie do algodao
alvejado se mantém esféricas e coesas indicando que nao ha molhabilidade do substrato. Em
funcdo disso, prosseguiu-se com a analise de angulo de contato para melhor entendimento do

processo de molhabilidade.

Figura 27- Em (A1) tecido como recebido, (A2) tecido apds ser alvejado. Em (B) gotas de
agua caracterizam a superficie hidrofobica do algodao.

Fonte: Fotos obtidas pela autora deste trabalho (2019)

4.8.2 Angulo de contato do tecido de algodio

Os resultados a respeito da molhabilidade do material revelam a capacidade de um

liquido em se espalhar ou manter-se depositado sobre um substrato. A Tabela 6 mostra os
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valores de angulo de contato obtidos do tecido de algodao alvejado previamente a exposi¢ao ao

plasma frio.

Tabela 6- Angulo de contato do tecido de algoddo sem tratamento com plasma
Angulo de contato (0°)

Gota 1 143,6
Gota 2 138.9
Gota 3 142,6
Gota 4 140,4
Média 141,5
Desvio 2,12

Fonte: Dados elaborados pela autora deste trabalho (2019)

O valor de angulo de contato de 141,5° indica que o tecido de algodao sem tratamento
com plasma apresenta uma superficie altamente hidrofoébica o que condiz com a composicao
nao celuldsica das fibras do algoddao onde encontram-se graxas (0,4- 1,2%) e pectinas (0,4-
1,2%) que sdo responsaveis pelo carater hidrofobico do algodao (HSIEH, 2006).

Na Figura 28 observa-se que a gota de 4gua se mantém coesa na superficie do material,

0 que supera as forgas adesivas entre a agua e o tecido.

Figura 28- Gota de dgua na superficie do algodao sem tratamento com plasma frio

11/04/2018 12:30:57 000000 30 fps 33328 ps

Fonte: Imagem adquirida pela autora deste trabalho (2019)

O tratamento de superficies com plasma frio ¢ empregado para ocasionar alguma

modificacdo no material, especialmente o aumento da molhabilidade e rugosidade de
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superficies (KAN; MAN, 2018). Para isto, primeiramente avaliou-se a molhabilidade do
algodao apds o tratamento com plasma de gas nitrogénio em diferentes tempos de exposicao,

como consta na Tabela 7:

Tabela 7- Angulo de contato do algodio tratado com plasma de N2

Angulo de contato (°)

30s 1 min 5 min

Gota 1 141,1 144,1 139,1

Gota 2 142,3 141,5 132,7

Gota 3 138,2 140,7 128,2

Gota 4 142,8 138,4 133,2

Média 141,1 141,2 133,3

Desvio padrao 2,061 2,351 4,473

Fonte: Dados elaborados pela autora deste trabalho (2019)

Sabendo-se que o angulo de contato para o algodao sem tratamento resultou em 141,5°,
observa-se pequena alteragao apds 30 segundos e 1 minuto de tratamento, ja para 5 minutos
houve decréscimo de 11,8°. Contudo, a superficie do tecido ainda permaneceu hidrofobica
apontando que a utilizagdo do gas nitrogénio nestas condi¢des de uso nao ¢ adequada para
alterar a molhabilidade deste tipo de algoddo pois a camada hidrofobica da cuticula ndo foi
removida. Desta forma, buscou-se fazer o tratamento em DBD com gas oxigénio pois este ¢
mais agressivo que o nitrogénio (PRYSIAZHNYT et al., 2013) e as andlises seguintes ndo
foram prosseguidas para este tratamento com No.

O angulo de contato foi aferido imediatamente apds a exposi¢cdo ao plasma de oxigénio,
no entanto ndo foi possivel obter um valor para o mesmo pois, assim que a gota de agua tocou
o material a mesma foi absorvida, sendo o processo de absor¢do mais lento para a amostra
exposta ao plasma por 30 segundos e instantdneo para o tratamento por 5 minutos. No plasma
de gas O, a descarga elétrica ¢ filamentar que ajuda a pronunciar o efeito de limpeza e remocao
da cuticula hidrofobica dos fios do algodao (AKASHI et al., 2012). De acordo com Pandiyaraj
e Selvarajan, 2008, a exposicdo a descarga de plasma colabora para mudancga na distribuigao de
tamanho dos espacos entre as fios e entre as fibras dos fios de algodao por meio da limpeza da

superficie e assim promovendo uma alta velocidade capilar do liquido em estudo no substrato.
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Estes autores observaram alteracdo do angulo de contato de 132° para 56° apos 6 minutos de
exposicao ao plasma de ar atmosférico de uma amostra de algodao.

A colisdo das espécies formadas a partir do gas de trabalho pode ocorrer entre as
proprias espécies e entre as espécies com a superficie da fibra, o que dita este caminho ¢ a
pressdo utilizada no sistema. Sistemas que trabalham a baixas pressdes favorecem as colisdes
com a superficie da amostra, uma vez que a distancia entre as espécies na fase gasosa € maior
do que entre a fase gasosa/superficie da amostra resultando em bom contato das espécies do
plasma com o téxtil. Ao contrario, nos sistemas em que se utiliza altas pressoes, o ataque das
espécies do plasma a amostra acontece de maneira mais branda pois o grande niimero de
colisdes entre as proprias espécies impede a interacdo espécie- fibra téxtil (HOSSAIN;
HERRMANN; HEGEMANN, 2006).

Ainda, por meio da interagdo das espécies energéticas geradas durante a descarga
elétrica com a superficie do material em estudo resulta na remog¢ao de particulas de sujeiras e
no caso da fibra de algodao, até mesmo na remogao da cuticula da fibra. Sendo assim, observa-
se perda de massa da amostra decorrente do processo de erosdo, que pode ser calculada de

acordo com a equagdo 9 (PANDIYARAJ; SELVARAJAN, 2008):
Perdamassa(%) = 2 x 100 (9)
1

Onde M;e M, correspondem respectivamente a massa da amostra nao tratada e tratada
com plasma, pesadas imediatamente apos o tratamento. A porcentagem de massa perdida

devido a a¢ao plasma encontra-se na Tabela 8.

Tabela 8- Perda de massa do algodao tratado com plasma de O>

Tempo de tratamento % perda de massa
30s 1,64
1 minuto 3,10
5 minutos 22,92

Fonte: Dados elaborados pela autora deste trabalho

O aumento de perda de massa com o aumento do tempo de tratamento da amostra em

DBD ¢ consequéncia da remocao inicial de camadas de aditivos, tais como gomas que o algodao
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recebe no processo de fabricagdo confirmando que ¢ oportuno a utilizagdo do plasma frio de
oxigénio no ambito de limpeza de superficies por curto periodo de tempo. Um tratamento de
superficie durante 5 minutos nas condigdes que foram empregadas neste trabalho pode ser
considerado danoso ao tecido devido a alta porcentagem de massa que ¢ perdida através da
remog¢do ndo apenas da cuticula hidrofobica, mas também das camadas internas da fibra do
algodao.

Desta forma, as analises seguintes de FT-IR e MEV ajudam a entender a respeito da
acdo do plasma de O no algoddo quanto a exposi¢cdo de grupos caracteristicos € a remog¢ao das

camadas superficiais que constituem a fibra de algodao.

4.8.3 Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (FT-IR) para o

tecido de algodao

Por meio da espectroscopia no infravermelho pode-se observar e comparar os grupos
funcionais das amostras algodao sem tratamento (ALG-ST) e algoddo tratado com plasma de
02 (ALG-X onde X designa o tempo de tratamento) nos diferentes tempos de exposi¢do ao

plasma como consta na Figura 29:

Figura 29- Espectros de FT-IR das amostras de algodao tratadas e nao tratadas com plasma de
oxigénio por diferentes tempos

——ALG-5T — ALG-30s — ALG-1min —— ALG-5min]

N

w

T T T T
1750 1500 1250 1000

Absorbancia

nimero de onda (cm™)

Fonte: Dados elaborados pela autora deste trabalho

A Tabela 9 contém o nimero de onda das principais bandas observadas nos espectros

acima assim como a atribui¢do do grupo funcional correspondente.
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Tabela 9- Valores de nimero de onda correspondentes as vibragdes das ligagdes de grupos
funcionais observados no tecido de algodao

Nimero de onda (cm™) Grupo funcional
1018 C-O estiramento
1120 C-O-C estiramento assimétrico
1250 C-H dobramento fora do plano
1338 C-H dobramento
1409 C-H dobramento simétrico no

plano

1717 C=0 estiramento axial

Fonte: Dados elaborados pela autora deste trabalho (2019)

Haja vista que a fibra de algoddo ¢ composta por camadas distintas, onde a camada
externa ¢ constituida em maior parte de pectina, a banda em 1717 cm™ ¢é atribuida ao grupo
carboxila deste polimero, cuja intensidade relativa na amostra ALG-ST ¢ mais pronunciada
em comparagao a amostra ALG-30s. Desta forma sugere-se que as espécies reativas do O»
geradas durante a exposicao ao plasma degradam a camada externa de pectina, o que resulta na
diminuicao da intensidade da banda de C=0O na amostra ALG-30s. Para as amostras ALG-
Imin e ALG-5min nota-se que, a medida em que aumenta-se o tempo de exposicao ao plasma,
a banda em 1717 cm™ torna-se intensa novamente. Desta vez, associado aos grupos
hemicelulosicos das paredes primaria e secundaria da fibra do algoddao que foram expostas
devido ao tratamento com plasma. A banda em 1409 cm, corresponde a vibracio de
dobramento simétrica no plano da ligagdo C-H (VESTENA, 2016), e de acordo com FATTAHI
MEYABADI et al., 2014 esta ¢ uma banda de regido cristalina do material, cuja intensidade
relativa no presente trabalho ¢ amplificada nas amostras com maior tempo de tratamento de
superficie. Este resultado também indica que as paredes primaria e secundaria da fibra de
algodao estejam expostas pois estas possuem um indice de cristalinidade em torno de 30 e 70%
respectivamente (MELO DA SILVA, 2013). As bandas em 1338 ¢ 1250 cm™ sdo referentes as
vibragdes de dobramento fora do plano da ligagio C-H. A banda em 1120 cm™ refere-se a
vibracdo de estiramento assimétrica da ligagdo C-O-C do éter glicosidico, devido ao conteudo
celuldsico do material (RADITOIU et al., 2019). A banda em 1018 cm™ estd associada ao

estiramento da ligagdo C-O.
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Nota-se que todas as bandas sdo evidenciadas com o aumento do tempo de exposi¢do
da amostra ao plasma, indicando novamente que este tratamento de superficie degrada
primeiramente a cuticula que ¢ a camada externa composta por graxas e pectinas (FURLAN,

2012) e entdo a parede primaria da celulose expondo os outros grupos de carater hidrofilico.

4.8.4 Microscopia Eletronica de Varredura para o tecido de algodao

Nesta sessdo serdo apresentadas as imagens das fibras de algodao alvejadas tratadas e
nao tratadas com plasma de O> nos aspectos: puras e contendo as nanoparticulas depositadas
pelos trés métodos de aplicacdao a fim de comparar qual método garante maior deposicao ¢ a
influéncia do tratamento com plasma na integridade do fio e na adesdo das nanoparticulas no
algodao.

Assim, a Figura 30 mostraem A e B o ALG-ST, em C e D o tecido tratado por plasma
de Oz por 1 minuto (ALG-1min) e em E ¢ F o tecido tratado por 5 minutos (ALG-5min).
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Figura 30- Imagens de MEV dos tecidos de algodao, (A) e (B) alvejado sem tratamento com

plasma; (C) e (D) tratado com plasma de Oz por 1 min; (E) e (F) tratado com plasma de O»
por 5 min

X50°  500pm LCME-UFSC

“.X2,000 10pm

LEME UFSE

¥50 ) ,; 10kV  X2,000 10pm

Fonte: Dados elaborados pela autora deste trabalho (2019)

Observa-se em B que no algodao alvejado a superficie € lisa e praticamente sem defeitos
na estrutura e os fios ainda recobertos com a cuticula cuja camada confere o carater hidrofobico
ao tecido. Evidentemente ha mudanga na morfologia da superficie ap6s a exposicdo a DBD e
isto ¢ dependente do tempo de tratamento pois nota-se em D e em F aumento de rugosidade que
¢ pronunciado em F, cuja amostra recebeu 5 minutos de tratamento.

Em D observa-se a remocao da cuticula hidrofobica em virtude do aparecimento das

fibrilas longitudinais que caracterizam a parede primaria da fibra do algoddo, por efeito do
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pequeno tempo de tratamento com o plasma (MAN; KAN; NG, 2014). Quando espécies
reativas encontram continuamente a superficie do tecido, como no caso da amostra apresentada
em F, esta ¢ vigorosamente modificada porque além da exposi¢ao das fibrilas, formaram-se
vales na superficie do tecido em razao do bombardeamento das espécies formadas de O2 durante
o periodo de exposi¢do ao plasma. Ademais observa-se a escamagao ¢ abertura da fibra, indicios
de perda de resisténcia mecanica do material.

Resultados similares foram obtidos nas imagens de MEV no trabalho de Vinisha, Sarma
e Sarma, (2018) e Prysiazhnyi et al., (2013) onde os danos causados na estrutura da fibra sao
justificados pela remocao das regides amorfas da camada externa e consequentemente ao ataque
das espécies radicalares de Oz na regido cristalina da fibra. Estas observagdes a respeito da
morfologia estdo de acordo com as sugestdes inseridas na analise dos espectros de FT-IR onde
propunha-se o aumento da intensidade dos grupos funcionais com o tempo de tratamento devido
a remocao da cuticula e exposicao das paredes internas da fibra.

Ao comparar as imagens A, C e E observa-se que a exposicao da amostra ao plasma
colabora inclusive para o aumento do espago entre os fios e desorganizacdo das fibras. Esta
diferenca na morfologia também estd relacionada a um maior fluxo capilar observado na
melhoria da absor¢ao da 4gua nas medidas de angulo de contato para as amostras que foram
expostas a DBD em fungdo dos diferentes tempos de tratamento(HOSSAIN; HERRMANN;
HEGEMANN, 2006)(MAN; KAN; NG, 2014).

Em segundo momento, avaliou-se a deposicdo e distribuicdo das nanoparticulas
contendo OEC nas fibras. A Figura 31 refere-se ao algodao sem tratamento, onde em Ae B a
deposi¢ao foi realizada pelo método Spray I e em C e D pelo método de imersao nas
nanoparticulas. Em A se verifica a presenca de esferas e outros aglomerados que podem ser
caracterizados como os aglomerados poliméricos oriundos das nanoparticulas, a seta preta
marca um aglomerado onde maior magnificagdo ¢ exibida em B. Similarmente, Silva et al.,
(2019) observaram aglomerados de nanoparticulas de ouro decoradas com quitosana quando
depositadas em fibra téxtil de soja. Em C além de poucos aglomerados esféricos constata-se um
pequeno filme circulado em preto e em D, pequenas esferas aderidas a fibra. Apesar do tecido
nao ter recebido o tratamento na superficie para deixa-la com carater hidrofilico, a adesdo das
nanoparticulas pode ser explicada por haver um recobrimento heterogéneo da cuticula
hidrofobica deixando expostos poros da fibra que desempenham o papel de ancoras para a

adesdo das nanoparticulas (PRYSIAZHNYT et al., 2013).
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Figura 31- Tecido ndo tratado com plasma, com deposi¢ao das nanoparticulas. Em (A) e (B)
deposicao via Spray I, (C) e (D) deposicao via imersao.

20KV / X200 -100pm

1AV XE000  Sum o8 LCME-UFSS. 10KV xto000  Tum

10kvV  X1,000 10pm LCME-UFSC 10kV  X2,000 10pm LCME-UFSC

Fonte: Imagens adquiridas pela autora deste trabalho (2019)

Uma imagem de MEV das nanoparticulas contendo OEC secas em Spray Dryer foi
obtida, Figura 32. Observa-se que microesferas na ordem de 1 micrometro se aglomeram em
esferas maiores formando agregados de “formato raspberry”, desta forma € possivel comparar
o tamanho e formato dos agregados visualizados nas fibras do algoddo confirmando que sdo de

fato as nanoparticulas.
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Figura 32- Nanoparticulas contendo OEC secas por Spray drying

Py .

10kV  X1,500 10pm

10kV  X5,000 Spm LCME-URSC 10kV  X10,000 1um LCME-UFSC

Fonte: Imagens adquiridas pela autora deste trabalho (2019)

Na Figura 33 ¢ exibida a amostra ALG-PImin e em seguida recebeu a deposi¢ao das
nanoparticulas. Em A e B pelo método de imersdo, em C e D pelo método de Spray e em E e
F utilizando o método Spray II. Nas areas destacadas em A se observa aglomerados de NPs em
maior quantidade em comparagdo ao tecido que nao recebeu o tratamento com plasma. Ja em
B, pequenas esferas aderidas a fibra. Nas imagens C e D nota-se grande quantia de aglomerados
bem dispersos nas fibras e com polispersidade de tamanho. Em D percebe-se estrutura do “tipo
cratera” na fibra, caracteristica relatada na literatura para o tecido de algodao apos o tratamento
com plasma de oxigénio (PRYSIAZHNYT et al,, 2013). Em E e F, se verifica que a aplicagdo
das nanoparticulas com pistola de pintura garantiu a formac¢do de um filme sobre as fibras

devido ao modo de aplicacdo, onde utilizou-se alta taxa de aspersao.
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Figura 33- Tecido de algodao tratado com plasma de O por 1 minuto impregnado com
Nanoparticulas contendo OEC via imersdo (A) e (B); via Spray I (C) e (D) e Spray II (E) e (F)

i!

10kV X200/ 100pm LCME-UFSC

1oxv %2,000 TOpm LCME-UFSC

?

Fonte: Imagens adquiridas pela autora deste trabalho (2019)

Na Figura 34 encontra-se as imagens de MEV do tecido de algodao que foi tratado com
plasma durante 5 minutos e que recebeu a deposi¢do das nanoparticulas. Em A e B a deposi¢ao
via imersdo resultou no actimulo de aglomerados nas fibras indicando alta adesdo das
nanoparticulas no substrato. Para a deposi¢do via Spray I neste caso ndo se observa fibras
numerosamente cobertas com os aglomerados poliméricos, mas em D nota-se inclusive fibras

torcidas, abertas no sentido longitudinal e que houve deposicdo nesta abertura, assim como
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indicado no destaque em preto. Em E e F, na deposi¢do via Spray II de pintura observa-se a
formagdo de filmes na superficie, assim como para o algoddo tratado por 1 minuto.

Figura 34- Tecido de algodao tratado com plasma de O por 5 minutos impregnado com
nanoparticulas contendo OEC via imersdo (A) e (B); via Spray I (C) e (D) e Spray II (E) e (F)

X500  50pm

X500  50pum LCME-UFSC _,

10kV  X1,000.  10pm LCME-UFSC

Fonte: Imagens adquiridas pela autora deste trabalho (2019)

A melhoria da adesdo de nanoparticula verificada nos tecidos tratados justifica-se pelo
aumento das propriedades hidrofilicas causadas pela remocdo da cuticula hidrofobica pela agao
das espécies reativas do gas oxigénio na superficie que introduz e enaltece grupos funcionais
de carater polar, como C=0 e C-O observados a partir da andlise de FT-IR. Vinisha Rani;
Sarma; Sarma, (2018) observaram aumento na adesdo de 6xido de grafeno na superficie do

algodao quando o plasma foi introduzido como método de funcionalizagdo de superficie. No
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caso do presente trabalho sugere-se que haja atragdo eletrostatica entre os grupos amino
positivamente carregados da quitosana com as espécies eletronegativas expostas na superficie
do substrato téxtil.

Ao comparar a deposi¢do das nanoparticulas de quitosana nas fibras do algoddo dos trés
diferentes substratos por meio das imagens de MEV, constata-se que o tecido tratado com
plasma de O por 1 minuto foi o qual apresentou maior deposi¢ao via Spray I e o tecido tratado
por 5 minutos maior deposicdo via imersdao. O método que utiliza pistola de pintura nio se
mostrou bom em consequéncia da formagao de filmes na superficie, de acordo com Fiedler et
al., (2019) microcépsulas de tamanho menores facilitam a adsor¢do e penetracdo na superficie
do tecido devido a ocupacao dos intersticios entre os fios e fibras. Li et al., (2013) alegam que
particulas de tamanho menores também sao vantajosas no controle de dosagem de ativos e na

durabilidade do tecido.

4.8.5 Liberacao in vitro de OEC do tecido

Embora o método de aplicagdo via Spray I tenha garantido maior deposicao das
nanoparticulas ao tecido, testes de liberagcdo preliminares indicaram baixa incorporacao do
ativo, OEC, devido provavelmente a perda do conteudo de ativo que ndo estava encapsulado
no core da nanoparticula e sim nas superficies para atmosfera durante a aplicagao. Portanto, o
estudo de liberagcdo que serd apresentado refere-se ao tecido de algodao cujas nanoparticulas
foram impregnadas via imersao, neste caso ¢ possivel que o conteiido de OEC que ndo esteja
encapsulado seja também absorvido pela fibra do tecido.

A liberagdo foi conduzida em meio de suor simulado pH 4,3 de acordo com
metodologia descrita na secdo experimental. Os resultados experimentais das cinéticas de
liberagdo, realizadas em frasco fechado ou aberto, possibilitaram uma explanagao a respeito do
mecanismo de liberacdo do OEC, do tecido para o suor e, do tecido para o suor e em seguida
para atmosfera, contribuindo no entendimento da liberagdo do ativo para o meio de liberagao,
bem como de sua perda por evaporacdo ao longo do tempo. A Figura 35 mostra os perfis de
liberagao que foram obtidos do experimento executado em frasco fechado, para se compreender
a respeito da liberacdo do ativo impregnado no tecido para o suor, e em frasco aberto
compreender a liberagdo do ativo impregnado do tecido para o suor e em seguida a evaporacao
do ativo no suor para a atmosfera. Os experimentos foram conduzidos simultaneamente até

aproximadamente 72 horas de liberagao.



Figura 35- Curvas de liberagdo do dleo essencial do tecido de algoddao em meio de suor
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Fonte: Dados elaborados pela autora deste trabalho (2019)
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Os valores da ordenada da curva apresentada na Figura 36 referem-se a subtracao dos

dados da curva cinética obtida para o frasco fechado pelos dados da curva para o frasco aberto.

Esta subtragao entre as curvas da Figura 35 foi realizada com o fim de representar a evaporagao

do ativo em fungao do tempo.

Figura 36- Curva de evaporagao do 6leo essencial
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Fonte: Dados elaborados pela autora deste trabalho (2019)
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A curva de evaporagdo foi construida apds o periodo do efeito burst a partir de Sh de
liberag@o. Haja vista que o processo de evaporagdo do 6leo L(suor) 2 V(atmosfera) OCOTTE SEgUINdO
uma cinética de primeira ordem, para o ajuste dos dados, supde-se que a taxa de evaporagdo do

6leo no suor possa ser descrito de acordo com a equagdo 10 a seguir:

Vor () = Vo (0)9_k1t+3’0 (10)

Onde Vo representa o volume de OE evaporado no tempo “t”, yo 0 offset parametro
de ajuste e ki a constante cinética de evaporagdo. Os dados apresentaram bom ajuste ao modelo
equacional onde 1>= 0,99618 e k=1,46x10 h™', que indica que o processo de evaporagio do

6leo, do meio de suor para a atmosfera, ocorre lentamente.

4.8.6 Avaliaciao da atividade microbiologica do tecido impregnado com as

nanoparticulas

O objetivo desta analise foi verificar a atividade bactericida e fungicida da amostra de
algodao contendo nanoparticulas carregadas de 6leo essencial de citronela. O teste, realizado
em condigdes estaticas, ¢ baseado no crescimento do microrganismo quando este entra em
contato proximo e sobre a amostra impregnada, e em contrapartida o composto ativo ¢
submetido a mecanismos de transporte e difusdo do tecido para a placa, onde observa-se sua
atividade pela inibi¢do do crescimento embaixo e ao redor do tecido (LOPEZ et al., 2019).

Na Figura 36 observa-se a atividade microbiologica do tecido contra a bactéria gram-
positiva S. aureus e na Figura 37 o resultado do teste executado para a bactéria gram-negativa
P. aeruginosa. Em ambos os casos, as fotos A e B apresentam o tecido branco, ou seja, sem
tratamento com as nanoparticulas, onde houve o crescimento das colonias em forma de filmes
finos que sdo possiveis de visualizar sem uso de microscopio em toda a placa inclusive embaixo

do tecido.
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Figura 37- Avaliagdo da acdao microbioldgica do tecido impregnado de nanoparticulas contra
S. aureus. (A) e (B) tecido branco; (C) e (D) nanoparticulas na concentracao de 200 uL do
OEC; (E) e (F) nanoparticulas na concentragao de 500 uL. do OEC

Fonte: Imagens adquiridas pela autora deste trabalho (2019)
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Figura 38- Avaliacdo da acdao microbioldgica do tecido impregnado de nanoparticulas contra
P. aeruginosa (A) e (B) tecido branco; (C) e (D) nanoparticulas na concentragdo de 200 pL
do OEC; (E) e (F) nanoparticulas na concentragao de 500 uL do OEC

Fonte: Imagem adquirida pela autora deste trabalho (2019)

As fotos C e D mostram a atividade do tecido de algoddo tratado com NPs cuja
concentragdo de 6leo essencial de citronela utilizada foi 200 uL. mL! e as fotos E e F para a
concentracdo de 500 pL mL™'. De acordo com o método de avaliacdo da Norma ABNT NBR
15275, o teste se mostrou eficiente quanto a resisténcia bacteriana para as duas bactérias em
estudo para as duas concentragdes do OE pois ndo ha colonias embaixo do tecido, e para a
concentracdo de 500 pL mL observa-se maior halo de inibicdo contra a S. aureus em

comparagdo com P. aeruginosa.
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Segundo Nurul Hidayah et al, (2019) o OE de citronela possui caracteristicas
bactericidas que atuam na inibi¢cao do crescimento do biofilme de S. aureus. Lopez- Romero e
colaboradores (2015) atribuem ao citronelol e ao citronelal a atividade bactericida tanto para
bactérias gram-positivas quanto para as gram-negativas, mesmo nestas tltimas que possuem
canais hidrofilicos na membrana externa, estes compostos terpendides mostraram capacidade
de rompé-los. Helander et al., (1998) confirmam o efeito de monoterpenos de 6leos essenciais
na permeabilidade da membrana externa de bactérias gram-negativas.

Estes fundamentos da literatura suportam o resultado obtido neste trabalho a respeito da
nao formagao de colonias embaixo do tecido, que foi menos evidenciado para a P. aeruginosa
possivelmente por possuir flagelos além da membrana exterior celular dificultando a a¢dao dos
compostos ativos do OEC.

O tecido de algodao impregnado com nanoparticulas contendo o OE de citronela foi
submetido ao teste para avaliagdo do potencial antifingico nas concentragdes de 200 e 500 pL.
mL'. A imagem A na Figura 38 representa o tecido branco com alto crescimento de A. niger
caracterizado pelos micélios pretos por toda a placa. A imagem B mostra o crescimento dos
micélios acinzentados de 7. virens em toda a placa e no tecido branco.

As fotos C e D mostram respectivamente o crescimento dos fungos A. niger e T. virens
no tecido que estava impregnado com nanoparticulas na concentracdo de 200 pL mL™ onde
nao houve inibigdo do crescimento. Para o tecido impregnado com nanoparticulas na
concentragio de 500 uL mL, fotos E e F, observa-se menor crescimento dos fungos em cima
do tecido indicando que para haver atividade fungicida ¢ exigido maior concentragdao do
principio ativo.

Li et al., (2013) estudaram a concentracao inibitoria minima do 6leo essencial de
citronela extraido da espécie Cymbopogom nardus, cujo composto principal identificado foi o
citronelal, contra o fungo Aspergillus niger. Os autores identificaram a concentracdo de 0,5%
(v/v) de 6leo como a CIM contra 103 esporos mL™!' de A. niger. As imagens de MEV obtidas
apos o periodo de incubacdo mostraram que o OE havia permeado a parede e também a
membrana celular do fungo, alterando a permeabilidade celular. Em consequéncia, a interacao
com a membrana citoplasmatica que acarretou no rompimento do citoplasma por fim a morte

celular.
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Figura 39- Avaliagdo da acdao microbioldgica do tecido impregnado de nanoparticulas contra

A. niger, tecido branco (A); tecido com nanoparticulas contendo 200uL. de OEC (C); tecido

com nanoparticulas contendo 500uL de OEC (E). Contra 7. virens tecido branco (B); tecido

com nanoparticulas contendo 200 pL de OEC (D); tecido com nanoparticulas contendo 500
uL de OEC (F)

Fonte: Imagens adquiridas pela autora deste trabalho (2019)

Berechet; Chirila”; Deselnicu, (2016) avaliaram a atividade de alguns 6leos essenciais
em amostras de tecido de algodao por meio do gotejamento de 200 pL de cada 6leo diretamente
no tecido contra a agdo do fungo Trichophyton interdigitale um dos responsaveis pelo mau odor

encontrado nos pés. Os autores constataram que os OE de orégano e de canela assim como a
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combinacdo dos Oleos de alho-laranja-orégano e alho-lavanda-canela na propor¢do 1:1:1
inibiram completamente o crescimento deste fungo na amostra de algodao.

Diferentemente dos exemplos citados onde os autores trabalharam com o OE puro, no
presente trabalho utilizou-se a técnica de encapsulagdo do ativo para garantir liberagdo
prolongada e maior efeito da a¢do microbioldgica dos constituintes e avaliou-se as mesmas
concentragdes de OE no tecido para o teste com as bactérias e para os fungos. No entanto o
resultado de inibigdo foi observado apenas para as bactérias pois a estrutura da parede celular
destas ¢ menos complexa, formada por peptideoglicano e lipopolissacarideo no caso das gram-
negativas ou peptideoglicano e acido teicoico no caso das gram-positivas. Ja a parede celular
dos fungos ¢ constituida de quitina, beta glucana, manoproteinas e oligomanose ramificada
(BENITO-LEON; LAURENCE, 2017), sendo, portanto, mais resistente ao ataque das
moléculas constituintes do OE de citronela essencial para garantir a integridade da membrana

citoplasmatica.

4.9 CONCLUSAO DO CAPITULO

O tratamento com plasma de O; proporcionou caracteristicas hidrofilicas a superficie
do tecido de algodao, onde o tempo ideal de tratamento foi de 1 minuto por nao causar danos
mecanicos a fibra. Na aplicacdo das nanoparticulas via método Spray I observou-se no MEV
maior quantidade de particulas depositadas na superficie, no entanto por meio deste método
observa-se quantidades muito pequenas do OEC na liberagdo in vitro. Assim, o método de
imersao foi escolhido para executar a analise de liberagdo in vitro pois garantiu liberagdo lenta
do ativo por 72horas. O tecido apresentou atividade bactericida contra as bactérias S. aureus e
P. aeruginosa e na concentragio de 500 pL. mL™! do OEC apresenta indicio de inibi¢io contra
os fungos A. niger e T. virens. Estas caracteristicas atribuem ao algoddo tratado com as
nanoparticulas de F127/OEC/CPE quitosana e alginato potencial um produto na prevencdo da

proliferagdo de microrganismos em pecas utilizadas em contato com a pele.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

A autoassociacdo dos copolimeros Pluronic® F127 em etanol foi conduzida pela
presenca do 6leo essencial de citronela. A presenca das nanoestruturas de 160 nm em suspensao
foi comprovada pelas curvas de correlagdo obtidas por DLS. Apds, estas estruturas de F127
contendo OEC foram recobertas com um complexo polieletrolitico quitosana/alginato via
gelificacdo i0nica, dando origem a estruturas do tipo core-shell conforme observado por
imagens de TEM. As nanoparticulas recobertas, com raio hidrodinamico igual a 196 nm
apresentaram relevante estabilidade com potencial zeta igual a +54,3 mV e permanecendo
estaveis por até 60 dias. Este sistema garantiu alta eficiéncia de encapsulacio do OEC,
revelando-se um potencial carreador de compostos hidrofoébicos o que, sem divida, ressalta a
relevancia tecnologica destes sistemas.

Além disso, resultados experimentais mostraram que o raio hidrodindmico das
nanoparticulas aumenta com o aumento da fracdo de etanol no meio dispersivo, o que pode
estar associado ao fluxo osmético de etanol do meio dispersivo para o interior (core) da
nanoparticula, corroborando a natureza proposta para estrutura observada nas imagens de TEM,
a saber um nucleo de Pluronic/OEC recoberto pelo complexo polieletrolitico
quitosana/alginato.

Uma vez que a superficie da nanoestrutura apresentou carga residual positiva, uma
estratégia para promover uma adesao mais eficiente em tecidos de algodao foi o tratamento da
superficie dos téxteis com plasma frio de oxigénio. O tratamento com plasma proporcionou a
exposi¢ao de grupos de carater hidrofilico na superficie das fibras do tecido conforme
evidenciado pelas andlises de FT-IR através das bandas em 1018 e 1717 cm™ associadas
respectivamente ao estiramento C-O e C=0. Desta maneira, em funcdo da natureza
constitucional das nanoparticulas, o aumento da hidrofilicidade da superficie das fibras através
do tratamento com plasma frio, garantiu boa adesdo das mesmas conforme observado em
amostras de MEV. Esta etapa, foi realizada com o objetivo de avaliar a possibilidade de agregar
nova funcionalidade tecnoldgica ao tecido, a saber, propriedades antifingicas e bactericidas. A
lenta liberacdo in vitro do 6leo essencial a partir das nanoparticulas impregnadas no téxtil indica
um excelente sistema para uso neste ambito. Apesar de ndo observar atividade antifingica na
dosagem de OEC avaliada, os testes microbiologicos realizados foram efetivos contra as

bactérias gram-positiva S. aureus e gram-negativa P. aeruginosa.
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Diante do potencial de uso das nanoparticulas, perspectivas para a continuidade da
pesquisa para um melhor entendimento do sistema podem ser consideradas. Com relagdo a
estrutura da nanoparticula, andlises de espalhamento de raios X em baixos angulos (SAXS)
podem auxiliar na compreensdo mais detalhada da organizacdo do F127 e a interagdo com a
quitosana e o alginato. A analise de XPS (Espectroscopia Fotoeletronica de Raios X) pode ser
utilizada para analisar o conteido de oxigénio e carbono do algodao antes e apos o tratamento
com plasma a frio. O 6leo essencial impregnado nas fibras téxteis pode ser melhor quantificado
utilizando o método de microextragdo em fase solida via headspace (Solid Phase Micro

Extraction-headspace).
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5.1 INDICADORES DE PRODUTIVIDADE NO PERIODO DE DOUTORADO

No periodo de doutorado realizou-se publicagdes de trabalhos cientificos em
periddico e em congressos, 0s quais correspondem a resultados experimentais apresentados
nesta tese e desenvolvidos na maior parte no Grupo de Estudo em Materiais Poliméricos-

POLIMAT e analises realizadas em laboratorios parceiros.

Artigo completo publicado no periddico Journal of the Brazilian Chemical Society:
Chitosan-Sodium Alginate Polyelectrolyte Complex Coating Pluronic®F127
Nanoparticles Loaded with Citronella Essential Oil (doi: 10.21577/0103-5053.20190244).

Apresentacdo de trabalhos em congressos:

SANCHES, M. P.; GROSS, I. P.; SAATKAMP, R. H.; ENUMO JUNIOR, A
PARIZE, A. L.; SOLDI, V. Avaliacdo da nanoencapsulagao de dleo essencial de citronela em
nanoparticulas de Pluronic® P123 decoradas com quitosana- alginato de s6dio. 15° CBPOL
Bento Gongalves-RS, 2019.

ENUMO JUNIOR, A; GROSS, 1. P.; SAATKAMP, R. H.; SANCHES, M. P.;
PARIZE, A. L. Avaliacdo das propriedades térmicas e mecanicas de filmes de Poli (acido
latico) com acido maleico e derivados esterificados. 15° CBPOL, Bento Gongalves-RS, 2019.

SANCHES, M. P.; GROSS, 1. P.; PARIZE, A. L.; SOLDI, V. Efeito da composi¢ao
etanol/agua no raio hidrodinamico de sistemas Pluronic® F127 e 6leo essencial de citronela.
XXV Encontro de Quimica da Regido Sul, Londrina, PR, 2018.

SANCHES, M. P.; FELIX, T.; PARIZE, A. L.; SOLDI, V. Chitosan and sodium
alginate nanoparticles to incorporate in textile fiber treated by non-thermal plasma. XVII
SBPMat, Natal, RN, 2018.

SANCHES, M. P.; PARIZE, A. L.; SOLDI, V. Chitosan and sodium alginate
nanoparticles with insect repellence potential for textile application. 5" French Brazilian
Meeting on Polymers, Florianopolis, SC, 2018.

SANCHES, M. P.; CHAMORRO, A. F.; GRANADA, A.; PARIZE, A. L.; SOLDI,

V. development of nanoparticles from chitosan and alginate to incorporate essential oils for

textile fibers. XVI SBPMat, Gramado, RS, 2017.
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