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RESUMO

Os oOleos essenciais sdo compostos bioativos que possuem grande
importancia para a industria devido as suas atividades bioldgicas. O 6leo essencial
de alecrim (OEA) apresenta propriedades antioxidantes e cicatrizantes enquanto o
Oleo essencial de lavanda (OEL) é conhecido por suas propriedades calmantes e
relaxantes, além do uso para queimaduras e cicatrizagdo de feridas. No entanto,
muitos de seus componentes apresentam alta volatilidade e instabilidade quimica.
Assim, o encapsulamento € uma estratégia desejavel para protegé-los e melhorar
sua eficacia. A gelificagao idnica tem se destacado por ser uma abordagem baseada
na interagdo entre cargas opostas de um polimero e contra-ions de um agente de
reticulacdo. Neste estudo, nanoparticulas de alginato (ALG) foram preparadas
usando cloreto de calcio como agente de reticulagdo para encapsular OEA e OEL.
Para melhorar a barreira de protegdo das nanoparticulas, quitosana (CS) foi
adicionada como uma segunda camada, formando um complexo polieletrolitico, e os
sistemas foram comparados. Foram obtidas nanoparticulas na faixa de 130 a 220
nm com distribuicdo de tamanho homogénea (PDI < 0,35). As dispersdes de
nanoparticulas contendo ALG/CS alcangaram uma eficiéncia de encapsulamento de
82-85%, enquanto as dispersbes contendo apenas ALG apresentaram uma
eficiéncia de encapsulamento de 78-80% para ambos os Oleos essenciais. Dessa
forma, a quitosana contribuiu para melhor resisténcia do material de parede.
Analises de FTIR e DSC confirmaram a encapsulagdo dos 6leos essenciais nas
nanoparticulas biopoliméricas. As micrografias obtidas por TEM revelaram que a
maioria das nanoparticulas tem formato irregular e aparecem em estado agregado,
um fenbmeno comum em sistemas com biopolimeros. A estabilidade das
nanoparticulas avaliada por LUMiSizer sugere que as nanoparticulas produzidas tém
otima estabilidade, com um tempo de vida de prateleira de pelo menos 90 dias e
baixo indice de separacao de fases. Assim, considerando as propriedades dos 6leos
essenciais encapsulados e as caracteristicas das nanoparticulas desenvolvidas, os
sistemas carreadores desenvolvidos e avaliados neste estudo apresentam um alto

potencial para aplicagao nos setores téxtil, cosmético e alimenticio.

Palavras-chave: nanoencapsulacio; dleos essenciais; biopolimeros



ABSTRACT

Essential oils are bioactive compounds that are of great importance to the
industry, especially in the food, textile, and cosmetic areas, due to their biological
activities. For example, rosemary essential oil (REO) has antioxidant, stimulating,
and healing properties, while lavender essential oil (LEO) is known for its calming
and relaxing properties, as well as its use for burns and wound healing. However,
many of their components have high volatility and chemical instability. Therefore,
encapsulation is a desirable strategy to protect them and improve their effectiveness.
lonic gelation has stood out as an approach based on the interaction between
opposite charges of a polymer and counterions of a crosslinking agent. In this study,
alginate (ALG) nanoparticles were prepared using calcium chloride as a crosslinking
agent to encapsulate REO and LEO. To improve encapsulation efficiency, chitosan
(CS) was added as a second layer, forming a polyelectrolyte complex, and the
systems were compared. Nanoparticles ranging from 130 to 220 nm with a
homogeneous size distribution (PDI < 0.35) were obtained. The ALG/CS carrier
systems showed higher encapsulation efficiency (82-85%) compared to systems
containing only ALG (78-80%) for both essential oils. Thus, chitosan contributed to
better wall material resistance. FTIR and DSC analyses confirmed the encapsulation
of essential oils in biopolymeric nanoparticles. TEM micrographs revealed that most
nanoparticles have an irregular shape and appear in an aggregated state, a common
phenomenon in systems with biopolymers. The stability of the nanoparticles
evaluated by LUMiSizer suggests that the produced nanoparticles have excellent
stability, with a shelf life of at least 90 days and a low phase separation index.
Therefore, considering the properties of encapsulated essential oils and the
characteristics of the developed nanoparticles, the carrier systems developed and
evaluated in this study have great potential for application in the textile, cosmetic,

and food sectors.

Keywords: nanoencapsulation; essential oils; biopolymers.
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1 INTRODUGAO

Os Oleos essenciais sdo constituidos por uma mistura complexa de
substancias e apresentam um amplo espectro de atividades biolégicas. O 6leo
essencial de alecrim tem diversas atividades bioldgicas, tais como propriedades
antioxidantes, estimulantes, cicatrizantes, anti-inflamatorias, antimicrobianas e
antitumorais. Por outro lado, o déleo essencial de lavanda é conhecido principalmente
por suas propriedades calmantes e relaxantes, que podem ajudar a aliviar o estresse
e a ansiedade, além de possuir acdo analgésica, anti-inflamatéria, antioxidante e
antimicrobiana. O 6leo essencial de lavanda também é utilizado na industria
cosmética e dermatolégica devido as suas propriedades cicatrizantes e
regenerativas, podendo ser aplicado no tratamento de queimaduras e feridas
(CUTILLAS et al, 2018; DA SILVA et al 2015; NEJATI et al, 2015; SAMUELSON et
al, 2020; WELLS et al, 2018).

No entanto, devido a alta volatilidade e instabilidade na presenca de
oxigénio, luz e temperatura, a utilizacdo dos o6leos essenciais se torna limitada. A
encapsulacdo é uma alternativa para superar essas limitagdes, proporcionando
isolamento, aprisionamento e protegao dos ativos. As nanoparticulas sao capazes
de proteger os Oleos essenciais da degradagdo durante o armazenamento e
transporte, bem como aumentar sua estabilidade e prolongar sua vida util. Além
disso, as nanoparticulas podem ser projetadas para liberar os 6leos essenciais de
forma controlada e gradual, o que melhora sua eficacia e reduz possiveis efeitos
colaterais (DESAI e JIN PARK, 2005; TAVARES et al, 2021).

O método de gelificagao ibnica € uma técnica de encapsulamento de ativos
que envolve a formagdo de um gel por meio da interagdo entre ions positivos e
negativos presentes em solugdes aquosas. Esse método € amplamente utilizado na
industria de alimentos, farmacéutica e cosmética para proteger, estabilizar e
controlar a liberacdo de ingredientes ativos. E uma estratégia interessante para a
encapsulacdo de oOleos essenciais, pois 0 processo € mais brando, sem uso de
solventes organicos e altas temperaturas, além de ser ambientalmente amigavel (HU
et al, 2021; JAVVAJIl et al, 2011).

Alginato de sédio € um polimero amplamente utilizado na gelificagao iénica
devido a sua capacidade de formar géis fortes e estaveis em presenga de ions de

célcio. A rede de hidrogel formada pelo método de gelificacdo ibnica pode ser
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aprimorada pela adigdo de outro polieletrolito de carga oposta as esferas de
hidrogel, obtidas pelo mesmo método. Adicionando polications, por exemplo, é
possivel formar uma membrana de complexo polieletrdlito na superficie das
particulas de alginato. A forte interagc&o eletrostatica dos grupos amina da quitosana
com os grupos carboxila do alginato leva a formagdo do complexo quitosana-
alginato (MOTWANI et al, 2008).

Ao utilizar diferentes formulagdes com sistemas de nanoparticulas revestidas
com alginato de calcio e uma segunda camada de quitosana, € possivel comparar a
eficiéncia de encapsulacao de cada sistema e escolher a formulacido mais adequada
para cada aplicagao especifica. A caracterizagdo das nanoparticulas é fundamental
para avaliar a qualidade do produto final, incluindo tamanho de particula,
polidispersdo, potencial zeta, analises de espectroscopia de infravermelho e
calorimetria de varredura diferencial, morfologia e estabilidade fisica por tempo de
armazenamento e estabilidade acelerada.

A combinacgao de alginato e quitosana € amplamente estudada na literatura.
Porem, atualmente, ha uma caréncia de estudos que abordem a nanoencapsulagéo
de Oleos essenciais utilizando alginato e quitosana por meio da técnica de
gelificacdo ionica. No contexto de alimentos, filmes compostos por esses
biopolimeros sdao mais frequentemente utilizados. Além disso, na literatura também
existem estudos que relatam a encapsulagédo de 6leo essencial em nanoparticulas
compostas apenas por quitosana ou alginato, bem como a combinagdo desses
materiais com outros polimeros naturais ou reticulantes.

A principal motivacdo deste trabalho foi desenvolver nanocapsulas
biopoliméricas com Oleos essenciais em seu interior na tentativa de aumentar as
propriedades bioativas derivadas dos 6leos essenciais de alecrim e lavanda. Essas
nanocapsulas podem ser impregnadas em tecidos, principalmente os que entram em
contato com a pele. A industria alimenticia também poderia se beneficiar dessa

tecnologia devido a atividade antioxidante presente nesses o6leos.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Este trabalho visa o desenvolvimento e caracterizagdo de nanoparticulas

biopoliméricas de alginato e quitosana para encapsulamento dos 6leos essenciais

de alecrim e lavanda.

2.2

VI.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Desenvolver estratégias experimentais para a obtengdo de nanoparticulas de
alginato e alginato/quitosana para encapsulamento dos 6leos essenciais de
alecrim e lavanda e caracteriza-las quanto ao tamanho de particula,

polidispersao, potencial zeta;

Avaliar o tamanho e morfologia das nanoparticulas através da micrografia
TEM;

Avaliar a interag&o entre os polimeros nas nanoparticulas através de técnicas
de espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) e

calorimetria exploratéria diferencial (DSC);
Avaliar a eficiéncia de encapsulacdo de cada sistema de nanoparticulas
desenvolvido através da quantificacdo dos O6leos essenciais por

espectroscopia UV-Vis;

Realizar estudo de estabilidade fisica e acelerada das dispersdes de

nanoparticulas;

Determina a atividade antioxidante do 6leo essencial de alecrim por DPPH.
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3 REVISAO DA LITERATURA

Nos ultimos anos, a tecnologia de encapsulamento vem avancando e
encontrando seu caminho em varios campos industriais, protegendo substancias de
efeitos nocivos que levam a perda de funcéo. Os 6leos essenciais, por exemplo, sao
compostos com atividades bioldgicas importantes que apresentam sensibilidade a
condicbes ambientais. Os beneficios adicionais do encapsulamento incluem
prolongar a vida util e promover a liberagdo controlada do material encapsulado
(SILVA et al, 2014).

Diferentes materiais de encapsulamento tem sido objeto de pesquisas e
aplicagdbes em nivel industrial, incluindo produtos farmacéuticos, cosméticos,
produtos de limpeza, tecnologia, téxteis e alimentos. Inicialmente, a pesquisa &
voltada para a otimizagdo das condi¢gdes de formagdo de micro e nanoparticulas,
seguida da caracterizagao, liberagdo, armazenamento e testes de aplicagcdo em
produtos. Além disso, o desenvolvimento de formulagdes naturais esta se tornando
mais importante a medida que os consumidores se tornam mais conscientes da
sustentabilidade ambiental e buscam ativamente produtos a base de plantas e
ingredientes naturais (BARROSO et al, 2021).

3.1 OLEOS ESSENCIAIS

Os dleos essenciais (OE) sao liquidos volateis e hidrofébicos extraidos de
diferentes partes das plantas por vapor, hidrodestilacdo, entre outras técnicas
(PEJIN et al, 2011). Esses compostos sao metabdlitos secundarios produzidos como
estratégia de adaptagdo da planta. Alguns regeneram plantas, outros afastam
predadores ou atraem polinizadores, e existem compostos que auxiliam na
adaptacao ao calor. Como produtos naturais, possuem propriedades fisico-quimicas
interessantes e com alto valor agregado.

Devido a sua composi¢ao quimica complexa, geralmente composta por mais
de 100 terpendides diferentes, os 6leos essenciais possuem uma ampla gama de
atividades biolégicas que incluem atividade antimicrobiana, antioxidante, anti-
inflamatdria e antisséptica. Geralmente sao representados por um componente
principal ou proporgdes iguais de diferentes compostos. Podem proporcionar

beneficios para a saude e bem-estar fisico e emocional por meio da aromaterapia
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(RAMSEY et al, 2020; LIZARRAGA-VALDERRAMA, 2021). Podem acalmar,
estimular, conservar alimentos, cicatrizar, desinfetar e até atuar como inseticida,
fungicida, bactericida e repelente (BASER e BUCHBAUER, 2009; EL ASBAHANI et
al, 2015; PLATI E PARASKEVOPOULOU, 2022; SHARMEEN et al, 2021).

Foi demonstrado que varios critérios afetam essa combinacdo. Plantas com
0 mesmo nome botanico (mesmo género e espécie) podem ter composi¢cdes
quimicas diversas (SOILHI et al, 2019). A composicdo também pode variar
dependendo do ¢6rgéo vegetal do qual foi extraido (SOILHI et al, 2019), da
composic¢ao do solo, a exposicdo, o clima, as praticas de cultivo, a precipitagao e a
presenca de insetos ou outros estresses bidticos e abidticos (ALVES BORGES
LEAL et al, 2022; CARVALHO FILHO et al, 2006).

Rosmarinus officinalis L., comumente conhecido como alecrim, pertence a
familia Lamiaceae. Sua capacidade antioxidante foi avaliada por meio de um estudo
que mostrou a capacidade de absor¢do de radicais de oxigénio por [B-pineno,
limoneno, y-terpineno, linalol, terpin-4-ol, a-terpineol e B-cariofileno (BORGES et al,
2019; CUTILLAS et al, 2018). Nejati et al (2015) mostraram que Rosmarinus
officinalis L. aceleraram o processo de cicatrizacdo em feridas infectadas. A
atividade cicatrizante de Rosmarinus se deve as suas propriedades antimicrobianas,
anti-inflamatorias e antioxidantes.

Calabrese et al (2000) forneceram evidéncias de que um extrato alcoolico de
folhas de alecrim é dotado de forte atividade antioxidante e, avaliado por sistemas in
vitro e in vivo, é capaz de inibir alteragdes oxidativas nos lipidios da superficie da
pele. Os extratos de alecrim e citricos foram capazes de melhorar a protegao celular
contra os raios UV (PEREZ-SANCHEZ et al, 2014) e reduziu os danos a pele
causados pelo sol (MARTIN et al, 2008).

Lavandula angustifolia também ¢é uma espécie de planta da familia
Lamiaceae. Seus 6leos essenciais sdo compostos majoritariamente por linalol e o
acetato de linalila (INTERNATIONAL ORGANIZATION FOR STANDARDIZATION,
2002). Os dleos essenciais de lavanda tém implicagcdes psicoldgicas notaveis com
efeitos positivos no estresse, ansiedade, depressido, relaxamento e funcgéo
neurologica (WELLS et al, 2018). Também provou ter grandes efeitos benéficos em
feridas (SAMUELSON et al, 2020). Mori e colaboradores demonstraram que a
aplicacao topica deste OE em camundongos feridos causou um fechamento mais

rapido da lesdo em comparagao aos grupos nao tratados e controle, sugerindo seu
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uso potencial nos estagios iniciais da regeneracédo tecidual (MORI et al, 2016). Silva
e colaboradores analisaram a atividade antioxidante do 6leo essencial e do extrato
de lavanda, indicando que a atividade antioxidante é dose-dependente, com pico de
atividade associado a concentragdo de 150, 120 e 100 mg mL™ (DA SILVA et al,
2015).

Apesar dos beneficios, o desenvolvimento de formulagbes aquosas liquidas
com 6leos essenciais ainda € um desafio. Eles sdo geralmente insoluveis em agua
ou pouco soluveis, bem como propensos a degradagdo apds exposigao a altas
temperaturas, oxigénio e luz. Dessa forma, pode haver dificuldades de manuseio,
formulacdo e armazenamento. Nesse contexto, a micro e nanoencapsulagao desses
compostos volateis € desejavel para melhorar sua estabilidade em termos de
aumento da vida util e protecdo contra fatores ambientais (DE MATOS et al, 2019;
PAVONI et al, 2020).

3.2 ENCAPSULACAO

O encapsulamento € um processo de transporte que envolve a construgao
de uma casca ou parede que aprisiona o0 composto ativo em uma capsula (MAJEED
et al, 2015). O sistema resultante é tipicamente uma dispersdao de particulas
contendo o material ativo em seu interior (STEINER et al, 2018). Com o uso da
tecnologia de encapsulamento, € possivel introduzir inovagao, propriedades
funcionais e, consequentemente, adicionar valor aos produtos (VALDES et al, 2018).

As tecnologias de encapsulamento sdo aplicadas com diversos objetivos,
tais como: (a) reduzir ou retardar a evaporagdo ou a taxa de transferéncia do
componente ativo para o ambiente externo; (b) preservar as caracteristicas fisico-
quimicas do material do nucleo e da parede da capsula; (c) controlar a entrega e a
liberacdo do material do nucleo; (d) mascarar sabores, aromas e outros aspectos
desagradaveis do material do nucleo; (e) separar componentes dentro de uma
mistura e evitar reagdes indesejadas; e (f) facilitar o manuseio durante a preparagao
da formulagao, transporte e armazenamento (DESAI et al, 2005; TAVARES et al,
2021).

Com o intuito de prolongar a vida util e atividades biolégicas dos o6leos
essenciais, muitos métodos de encapsulamento tém sido desenvolvidos nos ultimos

anos. Existem diversas técnicas de encapsulamento que podem ser utilizadas para
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Oleos essenciais, cada uma com suas vantagens e desvantagens (EL ASBAHANI et
al, 2015; MARTINS et al, 2014; ZHU et al, 2021). Algumas das técnicas mais

comuns sao:
l.

VI.

VII.

Gelificagao idnica: técnica que utiliza a formagao de ligagdes ibnicas
entre polimeros e ions para encapsular os 6leos essenciais.
Coacervacgao: técnica que utiliza a formagao de duas fases liquidas
imisciveis, onde uma delas contém o 6leo essencial, e a outra é
composta por polimeros que formam uma pelicula ao redor da fase
contendo o dleo.

Spray drying: técnica que utiliza um sistema de atomizagdo para
pulverizar uma solugdo de polimero contendo o dleo essencial,
formando particulas secas e encapsuladas.

Lipossomas: técnica que utiliza a formagao de vesiculas lipidicas para
encapsular o 6éleo essencial.

Emulsificagdo: envolve a mistura de dois liquidos imisciveis -
geralmente uma fase oleosa e uma fase aquosa - com a ajuda de um
agente emulsificante, formando uma emulsdo estavel. No caso de
Oleos essenciais, a fase oleosa € o 6leo essencial puro ou diluido em
um solvente, e a fase aquosa pode ser agua ou outra solugdo aquosa.
Nanoprecipitacdo: também conhecida como deslocamento de
solvente, € uma técnica de fabricacdo de nanoparticulas que envolve
a precipitagdo de um soluto a partir de uma solugdo em um solvente
miscivel em outro liquido imiscivel.

Polimerizagdo em miniemulsdo: € uma técnica de sintese de
polimeros que ocorre em uma emulsdo de tamanho muito pequeno.
Nesta técnica o monémero é disperso em uma mistura de agua e um
tensoativo, formando pequenas goticulas emulsionadas. Em seguida,
€ adicionado um iniciador de polimerizagao, que inicia a reagao de

polimerizagao dentro das goticulas.

Na Tabela 1 sdo apresentados os diferentes materiais e técnicas

empregadas na encapsulacédo dos 6leos essenciais de alecrim e lavanda.
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Tabela 1 — Estado da arte do encapsulamento dos 6leos essenciais de alecrim e

lavanda.
Material de Técnica de L A
Aplicacao Referéncia
parede encapsulamento
Alecrim
Goma arabica, Preservar o (DE BARROS
maltodextrina e Spray drying sabor em FERNANDES et al,
amido alimentos 2014)
Amido de milho
com alto teor de  Ultrassonicacdo  Antibacteriano (AMANI et al, 2021)
amilose

Policaprolactona Nanoprecipitagdo  Multifuncional (EPHREM et al, 2014)

(HALAHLAH et al,

B-ciclodextrina Co-precipitacao Antibacteriano 2021)

Eticelulose ~ Separagdo de Texteis \/ONCINA et al, 2009)
fase multifuncionais
Melamina- Polimerizagao in Téxtil
formaldeido situ perfumado (GOLJA etal, 2013)
Quitosana- Sprav drvin Téxteis (SINGH e SHEIKH,
gelatina pray arying multifuncionais 2022)
Lavanda

Quitosana Polimerizagado em Couro (VELMRUGAN et al,
emulséo perfumado 2017)
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o . . . (BALASUBRAMANIAN
Poliacrilonitrila Eletrofiagao Antibacteriano e KODAM, 2014)

Papel (RUNGWASANTISUK

Gelatina e goma Coacervacio
¢ perfumado e RAIBHU, 2020)

arabica

B-ciclodextrina,

alginato e Ultrassonicagao Textgls . (ZHANG et al, 2020a)
multifuncionais

quitosana
Poli(éxido de Nanoprecipitacao
etileno)-b- e deslocamento Multifuncional (POPIOLSK] et al,
SN 2016)
poli(acido latico) de solvente

Hidroxipropil-B- Ultrassonicacdo  Antibacteriano (YUAN et al, 2019)
ciclodextrina

Goma acacia,
caseinato de
sddio, gelatina, Industria
quitosana, - Spray-drying alimenticia e ZHANG et al, 2020b
ciclodextrina e farmacéutica
alcool
polivinilico
Emulsificagao Agricultura e
Poliuretano com inversao de téxteis (CUl et al, 2018)
fase funcionais
Alginato e Emulsificagao/ Aroma (DENG et al, 2020)
caseina Gelificacao ibnica

Observa-se, por meio da Tabela 1, que existem diversos materiais que
podem ser empregados na encapsulagao de 6leos, tanto polimeros sintéticos quanto
naturais, utilizando-se técnicas como polimerizagdo, emulsao e sonicagao. Ademais,
essa tecnologia € amplamente utilizada em industrias alimenticias e téxteis, mas

também encontra aplicagao nos setores farmacéutico e agropecuario.
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Cada uma dessas técnicas pode ser aplicada para obter diferentes
tamanhos de particula, eficiéncias de encapsulamento e morfologias, o que pode
afetar o mecanismo de liberacéo e, portanto, a eficacia do sistema de entrega. E
importante considerar a natureza do material do nucleo, do material da parede e do
mecanismo de liberacdo desejado. A disponibilidade de equipamentos em
laboratério também é um fator crucial para escolha da técnica de encapsulamento
(EL ASBAHANI et al, 2015).

A gelificacédo ibnica € uma técnica de encapsulacdo de ativos que utiliza
polimeros naturais, como o alginato de sédio, para formar uma matriz gelatinosa ao
redor dos compostos ativos, como 6leos essenciais. Essa técnica é realizada em
condi¢cdes suaves, sem o0 uso de solventes organicos e altas temperaturas, o que a
torna mais ambientalmente amigavel do que outras técnicas de encapsulagao (HU et
al, 2021).

3.3  GELIFICACAO IONICA

O método de gelificagao ibnica € uma técnica de encapsulamento de ativos
que envolve a formagdo de um gel por meio da interagdo entre ions positivos e
negativos presentes em solugdes aquosas. Esse método é amplamente utilizado na
industria de alimentos, farmacéutica e cosmética para proteger, estabilizar e
controlar a liberagédo de ingredientes ativos (HU et al, 2021; JAVVAJI et al, 2011).

Dessa forma, o processo de gelificagdo idnica geralmente envolve trés
etapas principais: (i) dissolucdo do polimero carregado positivamente em uma
solugédo aquosa; (ii) interagdo do agente de reticulagdo com os grupos carboxila do
polimero dissolvido formando liga¢des idnicas e assim criando a estrutura de gel; e
(iii) adicdo do ativo a ser encapsulado a solugdo contendo o gel que vai ser
aprisionado dentro da matriz. O resultado € um material gelatinoso que contém o
ativo encapsulado dentro dele. A estrutura do gel permite controlar a liberagdo do
ativo, uma vez que a taxa de liberagao € determinada pela taxa de dissolugéo do gel
(SZABO et al, 2020).

Entretanto, existem variagcdes dessa técnica e a ordem das etapas pode ser
alterada. Uma delas € usar a emulsificagdo em conjunto com a gelificagcéo i6bnica em
algumas aplicagdes (NORCINO et al, 2022; WISSAM e SAMER, 2019). Na

encapsulagao de ativos, a emulsificagcdo pode ser usada para dispersar um liquido
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hidrofébico, como um 6leo, em uma solugdo hidrofilica contendo um polimero
(emulséo 6leo/agua). O liquido hidrofébico pode ser usado para encapsular o ativo,
enquanto a solucao hidrofilica contendo o polimero pode ser usada para formar a
matriz de gel. Apdés a emulsificagdo, a solucdo é submetida ao processo de
gelificagdo idnica, resultando na formagcdo de um gel contendo as goticulas do
liquido hidrofébico e o ativo encapsulado dentro delas (KUROZAWA et al, 2017,
MCCLEMENTS, 2004; TORRES et al, 2016).

Além disso, existem dois tipos de gelificagdo idnica: a interna e a externa. A
principal diferenga entre elas € a localizagdo da formagéo da rede polimérica. Na
gelificagdo ibnica interna, os ions responsaveis pela formagcdo do gel estédo
presentes no interior das particulas, como em micelas ou particulas coloidais.
Quando as cargas dos ions opostos s&o suficientemente proximas, eles se atraem e
formam ligagdes ibnicas, o que resulta na formagao do gel. Ja na gelificagdo idnica
externa, os ions responsaveis pela formacao do gel sdo adicionados externamente a
solucdo. A medida que as cargas dos ions opostos se aproximam, eles se atraem e
formam ligagdes ibnicas, o que resulta na formagédo do gel (HOSSENI et al, 2013a;
KUROZAWA e HUBINGER, 2017).

Algumas vantagens da gelificacdo ibnica em relagdo a outras técnicas de
encapsulamento para 6leos essenciais incluem: (i) baixa temperatura de processo,
pois pode ser realizada em temperatura ambiente ou em temperaturas moderadas,
reduzindo o risco de degradacgédo térmica dos Oleos essenciais; (ii) auséncia de
solventes organicos, uma vez que utiliza agua como solvente na maioria dos casos
(algumas metodologias empregam solventes organicos para solubilizar o composto
ativo e depois removem por evaporagao); (iii) alta eficiéncia de encapsulamento,
garantindo sua protecgao e liberagdo controlada; (iv) controle das propriedades do gel
encapsulante, tais como a viscosidade, a estabilidade e a capacidade de retencao
de agua, para atender as necessidades especificas da aplicagao; (v) versatilidade,
pois pode ser aplicada em diferentes materiais, incluindo polieletrélitos naturais e
sintéticos, o que amplia o leque de possibilidades para a encapsulagcao de 6leos
essenciais (KUROZAWA e HUBINGER, 2017; PATIL et al, 2010).

No entanto, assim como outras técnicas de encapsulamento, a gelificacéo
ibnica apresenta algumas limitagdes, como a complexidade do processo e a
sensibilidade das condigbes de preparacéo do gel encapsulante, o que pode afetar a

uniformidade e a qualidade das particulas encapsuladas.
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A Figura 1 mostra um diagrama esquematico da técnica de encapsulagéo
por gelificagao ibnica externa. A solugdo contém um polimero e um surfactante em
agua, e um Oleo essencial € adicionado como ativo. As capsulas sao criadas com o
oleo essencial formando o nucleo, estabilizado pelo surfactante, enquanto o
polimero forma a casca externa da capsula. Finalmente, um agente reticulante é
adicionado para formar uma rede tridimensional de gel, constituindo o material da

casca da capsula.

Figura 1 - Diagrama esquematico da preparagao das nanoparticulas via gelificagcao

ibnica.
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Fonte: Adaptado de Valle et al (2021).

A sonicagcdo é uma técnica amplamente utilizada na emulsificagdo e
gelificacado ibnica. Na emulsificagdo, a sonicacdo € usada para produzir emulsdes
mais finas e estaveis, pois é capaz de quebrar as goticulas maiores de liquidos em
goticulas menores, dispersando-as de maneira homogénea. Além disso, a sonicagéao
também pode ajudar a diminuir a tensao superficial, permitindo que a emulsao
permaneca estavel por mais tempo (WANG et al, 2008).

Ja na gelificagdo idnica, a sonicacdo pode ser usada para melhorar a
homogeneidade e estabilidade da rede gelificada formada. A técnica pode ser
utilizada para misturar os componentes da gelificagdo de maneira mais eficiente e
uniforme, permitindo que as particulas de gel formem uma rede mais coesa. A
sonicagao também pode ajudar a acelerar o processo de gelificagdo, permitindo que
a rede se forme mais rapidamente. No entanto, a sonicacado excessiva pode levar a
quebra da rede gelificada, prejudicando a estabilidade da gelificagdo, tornando
essencial o estudo desse parametro durante a preparacado das nanocapsulas (CIRO
et al, 2019).
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Na gelificacdo ibnica, a estrutura formada dependera do tipo de polimero
utilizado e das condigbes de gelificagdo, além da aplicacdo desejada. Existem trés
tipos principais de estruturas que podem ser formadas: filamentos sao formados
quando o gel é extrudado através de uma agulha para criar estruturas em 3D, como
esferas ou formas complexas (MARUYAMA et al, 1981); e os filmes sdo camadas
finas de gel que podem ser aplicadas sobre superficies para liberar ativos de forma
controlada, por exemplo, em tratamentos de feridas ou cosméticos (AGUILAR et al,
2015).

Outra estrutura formada sédo as capsulas que podem ser classificadas em
duas categorias principais: as capsulas de sistema do tipo reservatério e as capsulas
de sistema matricial. As capsulas de sistema do tipo reservatério sdo as
"verdadeiras capsulas". Nesse tipo de capsula, o nucleo (ou seja, o material
encapsulado) é nitidamente concentrado na regido central da capsula, cercado por
uma parede definida e continua do material de parede. Esse tipo de capsula é
frequentemente usado em aplicagdes farmacéuticas, onde é necessario controlar a
liberagdo de um farmaco. As capsulas de sistema matricial sdo chamadas de
microesferas ou microparticulas. Nesse tipo de capsula, o nucleo é totalmente
disperso em uma matriz, na qual uma pequena fragdo do material encapsulado
permanece exposta na superficie. Esse tipo de capsula é frequentemente usado em
aplicacdes de liberacéo prolongada de farmacos (CORREA-FILHO et al, 2019; KIM
et al, 2017).

Capsulas também sao classificadas de acordo com o tamanho, podendo ser
macro (> 1mm), micro (entre 1 um e 1000 pm) ou nanocapsulas (< 1 um). A
classificacdo das capsulas por tamanho € importante porque o tamanho pode afetar
a eficacia e a funcionalidade das capsulas em diferentes aplicagdes. Por exemplo,
capsulas de tamanho nano podem ser mais eficazes em atravessar as barreiras
biolégicas do corpo humano, enquanto capsulas de tamanho micro podem ser mais
adequadas para liberacédo controlada de medicamentos em um determinado local do
corpo (CONTRI et al, 2016; VALENTA e AUNER, 2004).

A gelificacao ibnica € uma técnica versatil que pode ser utilizada com uma
ampla variedade de polimeros e agentes de reticulacdo. Pectina, goma arabica e
carragena sao polissacarideos naturais bastante utilizados em aplicagdes

alimenticias como espessante e estabilizante. Além desses, alginato de soédio é um
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polimero amplamente utilizado na gelificagcdo idnica devido a sua capacidade de

formar géis fortes e estaveis em presenca de ions de calcio (WURM et al, 2020).

3.3.1 Alginato de sédio

O alginato de sédio € um polissacarideo natural obtido a partir de algas
marinhas marrons e certas espécies de bactérias e tem se mostrado altamente
promissor devido a sua natureza n&o toxica, biodegradavel e biocompativel. Soluvel
em agua, € um sal de sodio do acido alginico e um polimero linear composto por
residuos de acido B-D-manurdnico (M) e a-D-glurdénico (G) ligados em 1,4 em
proporgdes e arranjos variados.

As caracteristicas fisico-quimicas do alginato de sddio dependem muito da
sequéncia de composi¢cado monomeérica, peso molecular e grupos funcionais ligados.
Contém muitos grupos hidroxilas (-OH) e carboxila (-COOH) livres, permitindo que
eles formem ligagdes de hidrogénio intramoleculares. Além disso, suas cadeias sao
compostas por unidades de acido manurénico e gulurdnico cujos valores de pKa séo
publicados como 3,38 e 3,65, respectivamente. Dessa forma, geralmente precipitam
abaixo de pH 3,6 a temperatura ambiente (SIMSEK-EGE et al, 2003).

Em solugdo aquosa, o alginato de sédio forma um gel na presenca de
cations bivalentes, como o caélcio, formando ligagdes cruzadas e criando uma rede
tridimensional. O modelo “egg-box” ou caixa de ovos, descrito inicialmente por Grant
et al. (1973), explica essa jungao pela intercalagéo dos blocos G do alginato, como

mostra a Figura 2.
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Figura 2 — Representagdo do modelo “caixa de ovos” na gelificagao do alginato de

calcio.

e

U e |

Fonte: Fernando et al. (2020).

Quando o calcio é adicionado a uma solugdo contendo alginato de sodio,
ocorre uma reacgao de troca ibnica, em que os ions de sédio presentes no alginato
sao substituidos por ions de calcio. Essa reacgao cria ligagdes idnicas cruzadas entre
as moléculas de alginato, resultando na formagao de uma matriz de gel (ISKANDAR
et al, 2019). A reticulagdo ibnica e de coordenagédo entre o alginato e os cations
bivalentes também ocorre favorecida pelo alto teor de guluronato (PATIL et al,
2010).

O caélcio é frequentemente utilizado como agente de reticulagdo na
gelificacdo ibnica por causa de sua alta afinidade por polimeros carregados
negativamente, como o alginato de sddio, que é um dos polimeros mais utilizados na
gelificacédo ibnica. O calcio tem dois elétrons em sua camada de valéncia, o que
permite que ele se ligue facilmente a grupos carboxila carregados negativamente
nos polimeros (ISKANDAR et al, 2019).

O calcio € uma opgao popular como agente de reticulagdo na gelificagéao
ibnica porque é relativamente barato e seguro para uso em aplicagdes alimenticias e
farmacéuticas. Além disso, a concentracdo de calcio pode ser facilmente ajustada
para controlar as propriedades do gel, como a dureza e a taxa de liberagéo de ativos
encapsulados. No entanto, € importante lembrar que outros agentes de reticulacéo,
como o ion zinco, também podem ser utilizados na gelificagado idnica. A escolha do

agente de reticulagcdo dependera das propriedades desejadas do gel e da
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compatibilidade do agente com o polimero utilizado (ASLANI e KENNEDY, 1996;
ISKANDAR et al, 2019).

O alginato de soédio, sendo um polimero aniénico, também tém sido
amplamente estudado para producdo de nanoparticulas através da complexacao de
polieletrolitos com polimeros carregados positivamente, como a quitosana. A
formagdo desses complexos ocorre pela reticulagdo ibnica entre grupos amino
carregados positivamente da quitosana e grupos carboxilato carregados

negativamente presentes no alginato (MOTWANI et al, 2008).

3.3.2Quitosana

A quitosana (CS) também é um biopolimero biodegradavel, biocompativel e
n&o toxico, formado por residuos de D-glucosamina unidos em B-1,4 (Figura 3). E
produzida a partir da quitina, obtida de crustaceos, através de um processo de N-
desacetilagdo alcalina. Devido aos grupos amino presentes em sua estrutura, a
quitosana é naturalmente um polieletrélito com carga positiva e é facilmente soluvel
em solugdes acidas (VIMAL et al, 2012). Entretanto, sua solubilidade depende

também do grau de desacetilagdo, quanto maior mais soluvel em agua.

Figura 3 — Representagcédo esquematica da estrutura quimica da quitosana.

Fonte: Carreira et al (2010).

A precipitacdo de quitosana foi observada acima de pH 6 e a precipitagcéo de
alginato foi observada abaixo de pH 3,6. Portanto, o controle do pH é um fator
importante a ser considerado durante a formagao e estabilizagdo de complexos
polieletrdlitos contendo quitosana e alginato (SIMSEK-EGE et al, 2003).

Durante a formacado das nanoparticulas, a solugdo aquosa de quitosana
pode ser adicionada apos o cloreto de calcio, causando a estabilizagdo das goticulas

de alginato e impedindo que elas se fundam ou coalesgam. Foi constatado que a
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quitosana macromolecular tem uma capacidade rapida de ligagdo a superficie das
goticulas de alginato. No entanto, a sua capacidade de difusdo para o nucleo interno
da esfera é limitada. Portanto, a presenca de ions de calcio em solugédo pode ter um
efeito significativo na capacidade da esfera de gel se ligar a quitosana. O processo
de formagdo de nanoparticulas pode ser otimizado ajustando-se a propor¢éo entre
os polimeros e a concentragao dos ions de calcio (PATIL et al, 2010).

A formacgao de complexos polieletrdlitos ocorre quando polimeros catiénicos
sdo misturados com polimeros anidnicos em solugdes aquosas. Acredita-se que a
forca coulombiana seja a forca de ligagdo primaria para a formagdo desses
complexos, com as interagdes ocorrendo principalmente entre grupos ionizaveis com
cargas opostas (SAETHER et al, 2008).

3.4 COMPLEXACAO DE POLIELETROLITOS

A técnica de complexacao de polieletrélitos (do inglés, polyelectrolyte
complexes ou PEC) também pode melhorar a rede de hidrogel obtida pelo método
de gelificagéo ibnica. Polieletrdlitos sdo macromoléculas que contém muitos grupos
funcionais carregados ou que podem se tornar carregados sob condigdes
adequadas. A adigao de outro polieletrolito com carga oposta pode contribuir para
aumentar a resisténcia mecanica e a barreira de permeabilidade dos hidrogéis,
resultando na formacédo de uma membrana de complexo polieletrélito na superficie
das particulas de alginato (LANKALAPALLI e KOLAPALLI, 2009; PATIL et al, 2010).

Quando os polimeros catidnicos e anibnicos sdo misturados, os grupos
funcionais carregados dos polimeros s&o atraidos um pelo outro. Isso leva a
formagdo de agregados moleculares onde os grupos carregados opostamente se
ligam entre si, resultando em uma rede interligada de polimeros. A medida que mais
polimeros sdo adicionados a solugao, mais ligagdes se formam e a rede se torna
mais densa e resistente (ALSHARABASY et al, 2016).

Além da forga coulombiana, as forgas de ligagdo secundarias, como ligagdes
de hidrogénio ou ligagcdes covalentes, também podem ser importantes na formagao
de complexos polieletrolitos, dependendo dos polimeros envolvidos e das condigdes
de mistura. O resultado é a formacédo de uma rede interligada de polimeros que

pode ter propriedades fisicas e quimicas uUnicas e desejaveis, como alta
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estabilidade, resisténcia mecanica e barreira de permeabilidade (LANKALAPALLI e
KOLAPALLI, 2009).

Estudos realizados na literatura demonstram que a utilizacdo do complexo
polieletrolito quitosana-alginato reduz a porosidade das particulas de alginato,
resultando em uma diminuigdo da difusdo do farmaco encapsulado (GEORGE e
ABRAHAM, 2006; PRASHANTH e THARANATHAN, 2007). Chen e colaboradores
(2012) desenvolveram microcapsulas de quitosana, alginato e histidina para
liberagdo controlada de hemoglobina. Microparticulas de alginato revestidas com
quitosana foram responsaveis por uma liberagcdo prolongada de acido retindico na
pele, promovendo menor irritacdo dérmica. Além disso, as microparticulas
ocasionaram uma permeacao do farmaco até camadas mais profundas da pele,
confirmando a viabilidade deste sistema para uso topico (CHEN et al, 2012).

Quitosana e alginato sao os polissacarideos amplamente estudados usados
na formagcdo de complexos polieletrélitos. Sao descritos na literatura diversos
trabalhos utilizando os polimeros quitosana e alginato de sdédio na formagao de
nanoparticulas por meio de interagdo i6nica (CAFAGGI et al, 2007; LI et al, 2008;
SANKALIA et al, 2007; SARMENTO et al, 2006). A Tabela 2 traz o estado da arte
sobre o encapsulamento de 6leos essenciais empregando alginato/quitosana como

materiais de parede das capsulas.
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Tabela 2 — Artigos com encapsulagéo de 6leos essenciais em nanoparticulas de

alginato/quitosana por gelificagao idnica.

Oleo_ Principais resultados Aplicagao Referéncia
essencial
. Obteve particulas de . .
Tomilho 50nm com 1% 6leo. Antibacteriano (HAMEDI et al, 2019)
Obteve particulas de
. 320nm com 50% dde _ . (YONCHEVA et al,
Orégano o Antimicrobiano
eficiéncia de 2021)
encapsulacao
Obteve particulas com
. 256 e 226 nm com 71,1% : -
C‘g"“.ma ©  £86.9% de eficienciade , /Plicacoes (NATRAJAN et al,
apim- encapsulacao para cada biomedicas e 2015)
limao - ) farmacéuticas
6leo essencial,
respectivamente
Obteve particulas de
Carcuma 522nm e as formulagdes N0 especificou (LERTSUTTHIWONG
foram estaveis por 4 P et al, 2009)
meses a 4°C e 25°C
Obteve particulas entre
, 100-200nm com 80% de Repelente de (SANCHES et al,
Citronela s m )
eficiéncia de insetos 2020)

encapsulacao

No estudo realizado por Hamedi et al. (2019), a nanoemulsao de dleo de
tomilho foi efetivamente incorporada em complexos polieletrélitos de quitosana e
alginato como um veiculo para medicamentos. Os filmes produzidos foram avaliados
e os resultados obtidos sao relevantes para o desenvolvimento e aplicagdo em areas
farmacéuticas, como no tratamento de feridas e sistemas de liberacado controlada de
medicamentos.

Yoncheva et al. (2021) realizaram um estudo com o objetivo de investigar a
viabilidade de incorporar 6leo essencial de orégano em uma dispersao aquosa de

nanoparticulas de quitosana-alginato e avaliar como essa incorporagao afeta sua
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atividade antimicrobiana. O processo de encapsulagao do 6leo foi realizado por meio
de emulsificagdo seguida de gelificagdo i6nica. Os resultados mostraram que o
sistema de nanoentrega de 6leo de orégano apresentou uma forte atividade
antimicrobiana, o que o torna promissor para o desenvolvimento de aditivos
alimentares.

Natrajan et al. (2015) conduziram um estudo com foco no desenvolvimento
de um nanocarreador alginato/quitosana para o encapsulamento de O6leos
essenciais. Foram investigados os efeitos de parametros de processo, como as
concentragbes de alginato e quitosana, e realizadas diversas técnicas de
caracterizagao fisico-quimica. No trabalho de Sanches et al. (2020) nanoemulsdes
de 6leo essencial de citronela foram preparadas com Pluronic®F127 e a PEC de
alginato/quitosana. O sistema foi caracterizado quanto ao tamanho, potencial zeta e
estabilidade ao longo do tempo.

Lertsutthiwong et al. (2009) conduziram um estudo onde as nanocapsulas de
alginato/quitosana contendo o6leo de curcuma foram preparadas por meio de
emulsificagdo do 6leo em uma solugcdo aquosa de alginato de sodio, seguida de
gelificagdo com cloreto de calcio e quitosana, e posterior remog¢ao do solvente. As
caracteristicas das nanocapsulas foram influenciadas pela massa molar e
quantidade de quitosana utilizada no processo.

Atualmente, ha uma caréncia de estudos na literatura que abordem a
nanoencapsulacado de 6leos essenciais utilizando alginato e quitosana por meio da
gelificacdo ibnica. No contexto de alimentos, filmes compostos por esses
biopolimeros sdo mais frequentemente utilizados para proteger os 6leos essenciais
do que as nanoparticulas (NAIR et al, 2020). Além disso, na literatura também
existem estudos que relatam a encapsulacado de 6leo essencial em nanoparticulas
compostas apenas por quitosana ou alginato, bem como a combinagdo desses
materiais com outros polimeros naturais ou reticulantes. O desenvolvimento de
particulas em escala micrométrica também foi relatado em alguns estudos (AHMADI
et al, 2018; DIMA et al, 2013; FEYZIOGLU e TORNUK, 2016; HOSSENI, 2013b; LAl
et al, 2007; MOSTAGHIMI et al, 2022).
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4 MATERIAIS E METODOS

41 MATERIAIS

Alginato de sddio de baixa viscosidade (Sigma-Aldrich) e quitosana de baixa
massa molar (50,000-190,000 D;, grau de desacetilacdo de 83%; viscosidade 108
cPs (c = 1%, 1% acido acético)) (Sigma-Aldrich) foram utilizados como biopolimeros
para producdo das nanoparticulas. Cloreto de calcio P.A. dihidratado (Alphatec, P.A.
— A.C.S.) foi usado como agente reticulante. Acido acético glacial (Synth) foi utilizado
para solubilizar a quitosana. Oleo essencial de alecrim e 6leo essencial de lavanda
(origem Bulgaria) foram adquiridos da Ferquima e utilizados como nucleo das
nanocapsulas. Tween 80 (Neon) foi empregado como surfactante ndo ibnico e agua
destilada como meio de dispersdo. Acido cloridrico e hidroxido de sédio (Dinamica,
P.A. — A.C.S.) foram utilizados para ajuste de pH. Alcool etilico absoluto (Neon,
99,8% P.A.) utilizado para diluir os 6leos essenciais na avaliagao da eficiéncia de
encapsulacdo. Para avaliar a atividade antioxidante foi utilizado o 2,2-difenil-1-
picrilhidrazil (DPPH) (Sigma-Aldrich).

42 METODOLOGIA PARA PREPARACAO DAS NANOPARTICULAS

4.2.1Testes iniciais

As dispersdes de nanoparticulas foram preparadas através da técnica de
emulsificagao/gelificagdo idnica. Foi utilizado o alginato de sédio como primeira
camada de revestimento da capsula, seguida de ions calcio como agente de
reticulacdo. Para a formacgéao do complexo de polieletrolitos foi utilizada a quitosana.
Baseando-se nos métodos descritos em Ghayempour e Mortazavi (2015) e Hamedi
et al. (2019) foram estabelecidas as seguintes condi¢des iniciais para os testes da
formulacéo: a concentracédo de ALG e CS foi fixada em 1 % (m/v) e 2 % OEA. O
agente de reticulagdo CacCl; foi avaliado em 0,1, 0,5, 1, 1,5, 2 % e o surfactante
Tween 80 foi testado em 0,1, 0,5, 1 ou 1,5 %. Essas porcentagens sdo em relagao a
cada solucao individual. Importante ressaltar que os testes iniciais foram realizados
apenas com OEA. Nenhuma das anadlises foi realizada em triplicata nos testes

iniciais, apenas a formulacéao final de cada sistema de nanoparticulas. Com relagao



36

ao volume total, foram preparados 22mL para as nanoparticulas de alginato e 28mL
para as nanoparticulas de alginato/quitosana.

Inicialmente, foi preparada a solugdo estoque de ALG 1 % em agua
purificada com auxilio de um banho ultrassénico (Ultrasom Unique 750 A, 25kHz) e
mantida a temperatura ambiente até o uso. Tween 80 (0,1, 0,5, 1 ou 1,5 % m/v) foi
dissolvido em agua sob agitagdo magnética a 550 rpm por 5 min. Em seguida, 10
mL da solugdo de Tween 80 foi adicionada a um béquer contendo 200 mg de OEA,
sob agitacdo magnética, para formagao de uma emulsdo. A emulsdo foi levada para
sonicagao. Os parametros usados no dispersor ultrassénico (Sonics Vibra-Cell VC
505, modelo CV334, 500W) foram 1, 2 ou 4 min de sonicagdo em todas as etapas,
pulso 10 s on/5 s off e amplitude maxima de 50 ou 70 %. Foi utilizado banho de gelo
para ndo superaquecer a ponteira de ultrassom. Logo depois, 6 mL da solugao
aquosa de ALG foi adicionada gota a gota na nanoemulsao formada, sob agitacéo
magnética a 900 rpm e, em seguida, sonicada. Finalmente, 6 mL da solugéo aquosa
de CaCl. (0,1, 0,5, 1, 1,5 ou 2 % m/v) foi gotejada na formulagao para gelificagdo do
alginato e formacgéao da rede tridimensional, seguida pela sonicagao.

Com a formagao das nanoparticulas de alginato de calcio, foram realizados
testes para incorporagdo da CS como segunda camada de revestimento. Uma
solugao aquosa de CS 1% m/v com &acido acético a 2% v/v (pH 4,86) foi adicionada
gota a gota sob agitagdo magnética e, em seguida, foi levada ao sonicador por 1, 2
ou 4 min. Esse tempo de sonicacdo também foi avaliado.

A Figura 4 ilustra o procedimento experimental.
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Figura 4 — llustragdo do procedimento experimental empregado para a preparagéo

das nanoparticulas.

Emulsificacao

50 mg Tween 80 + 200 mg éleo
10 mL agua essencial

g " &

Agitagdo magnética

Gelificagao idnica

6 mL solugao
k4 aquosa de alginato
(1% m/v) M

g &

6 mL solucao aquosa
» de cloreto de calcio

il 0 0,5% (m/v) L
g &
Nanocapsulas
de alginato

Complexo polieletrolitico

6 mL solugdo aquosa de
" quitosana 1% (m/v) com

' : ‘ acido acético a 2% (m/v)
H - @ ”

Nanocapsulas de

alginato de calcio

Fonte: Autoria prépria.
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Diferentes condi¢cdes experimentais foram avaliadas para determinagao da
metodologia de preparo mais adequada das nanoparticulas biopoliméricas contendo
Oleos essenciais. As condi¢gdes avaliadas foram tempo de sonicagao em cada etapa
que um componente era adicionado, concentracdo de Tween 80, concentragcdo de

CaCl, e amplitude do sonicador.

4.2.2 Preparo das nanoparticulas

Apds determinadas as melhores condi¢gdes experimentais (tempo e amplitude
de sonicagao, concentragédo de Tween 80 e CaCl,) para preparo das nanoparticulas
com Oleo essencial de alecrim, o mesmo procedimento experimental, usando
apenas as melhores condigdes, foi aplicado para encapsulagao do 6leo essencial de
lavanda. Portanto, foram preparados quatro sistemas de dispersbes de

nanoparticulas, como ilustrado na Figura 5:

Figura 5 — llustragdo das dispersdes de nanoparticulas preparadas.

Quitosana
o Er"" = Oleo essencial 7 a SN Oleo essencial
| de alecrim / ’ 1% de aleu::r‘imI
. [| |
A Alginato de \ i Alginato de
l.."\-\.____d".‘ \"'\-u—--"3 Ca"lcio \\-:}:}’;u Ca.lc-lo
NP ALG OEA NP ALG/CS OEA
Quitosana
— s
R N Oleo essencial /e . Cleo essencial
'-| de lavanda | | ]“. de lavanda
N \__>» Alginato de \‘\\ A Alginato de
— célcio ——” calcio
NP ALG OEL NP ALG/CS OEL

Fonte: Autoria propria.
Legenda: NP ALG OEA: Nanoparticulas de alginato de calcio contendo 6leo essencial de alecrim. NP
ALG/CS OEA: Nanoparticulas de alginato/quitosana contendo 6leo essencial de alecrim. NP ALG
OEL: Nanoparticulas de alginato de calcio contendo 6leo essencial de lavanda. NP ALG/CS OEL.:

Nanoparticulas de alginato/quitosana contendo 6leo essencial de lavanda.
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4.3 TECNICAS DE CARACTERIZACAO DAS NANOCAPSULAS

4.3.1 Diametro médio das particulas e indice de polidispersidade

A determinacédo do didmetro médio das particulas em intensidade (Dp), e do
indice de polidispersdo (PDI) foi realizada em equipamento Zetasizer Nano S, da
Malvern Instruments, através da técnica de Espalhamento Dindmico de Luz (DLS).
As anadlises foram realizadas no Laboratério de Controle de Processos (LCP) do
Departamento de Engenharia Quimica e Engenharia de Alimentos (EQA) da
Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC). As medidas foram realizadas em
cubetas de vidro, a 25°C, sem necessidade de diluicdo das amostras e com os

valores determinados pela média de trés medidas, obtidas a partir de 15 leituras.

4.3.2 Microscopia Eletrénica de Transmissao

As amostras para analise de microscopia eletronica de transmissdo (JEM
2100F, 100kV) foram preparadas depositando uma gota das dispersbes diluidas
(teor de solidos 0,5%m), em grid de cobre recoberto com carbono (300 mesh). As
amostras foram analisadas apdés secagem a temperatura ambiente por 24 h, no
Laboratério Central de Microscopia Eletrénica (LCME) da UFSC.

4.3.3 Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier

Para obtencdo dos espectros de FTIR, as dispersbes aquosas de
nanoparticulas foram lavadas 3 vezes com agua em uma centrifuga (Eppendorf
MiniSpin®) por 20 min a 13.000 rpm e liofilizadas a -55 + 1°C por 24 h. Foram
utilizadas pastilhas de KBr e os espectros foram obtidos na faixa de 4000-400 cm™
no espectrofotdmetro, resolugdo de 4 cm™ e 32 varreduras por analise. (Agilent
Technologies — Cary 660 FTIR). As analises foram realizadas na Central de Analises
do Departamento de Engenharia Quimica e de Alimentos (CAEQA) da UFSC.
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4.3.4 Calorimetria Exploratéria Diferencial

As anadlises de DSC foram realizadas na Central de Analises do
Departamento de Engenharia Quimica e de Alimentos da UFSC no calorimetro
Jade-DSC (Perkin Elmer) equipado com um Sistema Intracooler 2P. As dispersdes
aquosas de nanoparticulas foram lavadas 3 vezes com agua em uma centrifuga
(Eppendorf MiniSpin®) por 20 min a 13.000 rpm e liofilizadas a -55 +1°C por 24 h.
Foram utilizados porta amostras de aluminio com 10 mg de amostra analisadas em
uma faixa de temperatura de 0 °C a 400 °C, a 10 °C min™, sob atmosfera de

nitrogénio (20 mL min™). Foi realizada apenas uma corrida de aquecimento.

4.3.5Eficiéncia de encapsulagao

A porcentagem de Oleo essencial associado as nanoparticulas foi
determinada pelo método de ultrafiltragdo/centrifugagcdo. As amostras de
nanoparticulas contendo OE foram centrifugadas em filtros de ultracentrifugacao
Amicon® Ultra constituidos de celulose regenerada com poro de exclusdo molecular
de 100 kDa acoplado a um eppendorf, com volume maximo de 500uL. A analise foi
realizada pela adicdo de 400 pyL da dispersédo de nanocapsulas no filtro e
centrifugacdo a 13.000 rpm por 30 min em uma mini centrifuga (Eppendorf,
MiniSpine. Uma aliquota do filtrado foi diluida em etanol, transferida para uma
cubeta e analisada em triplicata por Espectroscopia de UV-vis (Hitachi, U1900). A

Figura 6 ilustra o processo de ultracentrifugagéao.

Figura 6 - llustracdo do método de ultracentrifugagao.

| v
L ) @H Filtrado

Preencher Centrifugar Coletar

Fonte: Adaptado de Guia de usuario; Amicon® Ultra-0.5.
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A quantidade de oleo essencial livre foi determinada comparando os
resultados com uma curva de calibracdo preparada a partir de concentragao
definidas de cada OE. A eficiéncia de encapsulacédo dos 6leos essenciais (EEog) foi
obtida a partir da Equagao 1, relacionando a concentracdo de ativo incorporado
(Coke,incorporado), Obtida pela diferenga entre a concentragdo tedrica (Cogrecrica) € @
concentracdo de ativo livre (Coeuve), cOm a concentracdo teorica (Cokresrica)s

multiplicado por 100.

COEincorpomdo OE,

C -C
OE tedrico livre
x100=——=——=%x
OEtm’rica COE tedrico

EE (%= 100 (1)

Para construcao das curvas de calibracédo, foram preparadas cinco solugoes
de cada oleo essencial, em etanol, em concentragdes na ordem decrescente, iguais
a 0,05 a 2,0 mg mL" para o OEA e 0,01 a 1,3 mg mL™" para o OEL. Em seguida, as
leituras foram realizadas a temperatura de 25 °C. Foi utilizada uma cubeta de
quartzo com caminho 6ptico de 10 mm e volume de 3 mL. Para identificar qual o
comprimento de onda de absor¢do maxima (Amsx) de cada oOleo essencial, foram
preparadas amostras na concentragdo de 3 mg mL™" e realizada uma varredura num
comprimento de onda de 200 a 800 nm em um espectrofotdbmetro UV-Vis. Para o
OEA a faixa de concentragdo analisada foi de 0,05 a 2,0 mg mL™" com Amax = 265 nm.
Para o OEL, a faixa de concentragdo analisada foi de 0,01 a 1,3 mg mL™" com Amax =
267 nm. A concentragao de cada formulagao utilizada na Equacao 1 foi de 9,09 mg
mL™ para nanoparticulas preparadas com alginato de célcio e 7,14 mg mL™ para
nanoparticulas preparadas com alginato de calcio e quitosana, para ambos os 6leos

essenciais.

4.3.6 Potencial Zeta

Os valores de potencial Zeta (PZ) foram determinados por mobilidade
eletroforética. Essa analise foi realizada no Laboratério Interdisciplinar de
Desenvolvimento de Nanoestruturas (LINDEN), da UFSC, em um Zetasizer Nano ZS

3600 (Malvern Instruments). As analises foram realizadas a 25°C sem diluigéo.
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4.3.7 Estabilidade fisica das dispersdes de nanoparticulas

Para avaliar a estabilidade estatica das dispersdes, foram realizadas medidas
de diametro médio das particulas e PDI conforme descrito no item 3.2.3.1 para 1, 20
e 155 dias. A eficiéncia de encapsulagao foi avaliada conforme descrito em 3.2.3.5
para 1 e 155 dias. Os valores foram analisados estatisticamente através de ANOVA

como descrito em 2.3.3.10.

4.3.8 Anadlise estatistica

A analise de varidncia (ANOVA) por medidas repetidas foi utilizada para
comparar os resultados entre os grupos (NP ALG OEA, NP ALG OEL, NP ALG/CS
OEA, NP ALG/CS OEL) e o tempo (dia 1, dia 20 e dia 155), considerando o teste de
esfericidade de Mauchly. Foram apresentados os resultados do teste F, p-valor e
tamanho de efeito eta parcial ao quadrado (eta) para a interagao grupo*tempo e para
os efeitos principais de grupo e tempo. O teste de Bonferroni foi utilizado para o
ajuste por multiplas comparagbes. O tamanho de efeito maior que 0,13 foi
considerado como grande. Com excec¢ao dos testes preliminares de formulagao, os
experimentos foram realizados com trés repeticbes independentes e os resultados
foram expressos como média + desvio padrdo ou desvio padrao relativo. Os dados
foram apresentados por meio da média e desvio padrdo. Todas as analises foram
realizadas no SPSS for Statistics v. 26.0. O nivel de significancia adotado foi de
p<0,05.

4.3.9 Estabilidade acelerada das dispersdes de nanoparticulas

Adicionalmente foram realizados ensaios de estabilidade acelerada na
temperatura de 25 °C, em centrifuga analitica (LUMiSizer®, LUM GmbH, Alemanha)
a uma velocidade de rotacdo de 3000 rpm, simulando a acado acelerada da
gravidade. Perfis de transmissdo de luz foram registrados a cada 27 s, gerando o
grafico de impressao digital da amostra e definindo o indice de instabilidade, com

base na alteragao da luz transmitida através da amostra em fungcdo do tempo. O
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tempo total de analise foi 1,91 h simulando um periodo de 90 dias conforme a

Equacao 2 e 3.

)ﬂc/,eq,:[(znﬂ)zM @)

60 | 9,81

tempo de estabilidade
n° de perfis)(intervalo de perfis)

g™ (3)

onde R =0,113 m e xg é a forga centrifuga.
A partir do grafico de integragdo da porcentagem de transmitancia em fungéo

do tempo, obteve-se o indice de instabilidade (IS).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Diversos fatores podem afetar a formacao de nanoparticulas, incluindo
a concentracdo dos compostos, tempo e velocidade de agitacdo, ordem de
gotejamento, equipamento e condigbes de dispersao, pH e outros. As condigdes
experimentais foram estabelecidas através de testes preliminares para obtencéo de
uma boa distribuicdo de tamanho. A caracterizacdo foi realizada por meio de
medidas de DLS, que fornecem informacgdes sobre o diametro médio das particulas
e a distribuicdo de tamanho através do indice de polidispersao (do inglés,
polydispersity index ou PDI). O PDI se refere a variedade do tamanho da amostra
relativo a sua distribuicdo por intensidade (MALVERN, 2004). Esse valor é
admensional, varia de 0 a 1 e, quanto menor, mais monodispersa e,
consequentemente, maior sera a homogeneidade do didmetro das particulas no
sistema (LIU e WU, 2010).

Visando a aplicacdo nas nanoparticulas em tecidos que ficam em contato
com a pele, buscou-se uma tamanho de particula em torno de 200nm. Verma e
colaboradores (2003) investigaram a influéncia do tamanho da vesicula na
penetracdo de duas substancias marcadas com fluorescéncia na pele humana.
Neste estudo, foi relatado que formulagbes destinadas a aplicagao tépica o ideal é
que o tamanho das particulas seja inferior a 600 nm, isso porque particulas menores
tém maior probabilidade de penetrar nas camadas mais profundas da pele.
Particulas menores podem aumentar a eficacia de uma formulagao topica, pois
podem aumentar a solubilidade e a biodisponibilidade dos ingredientes ativos. Isso
pode resultar em uma ag&o mais rapida e mais forte do produto na pele (VERMA et
al, 2003).

Como mencionado, a escolha dos componentes da formulacéo e a faixa de
concentragao inicialmente proposta foram definidas de acordo com dados da
literatura. Os complexos de polieletrélitos foram obtidos com o uso de alginato de
sédio como polimero anibnico e quitosana como polimero catidnico. O cloreto de

calcio foi utilizado como agente reticulante em ambos os sistemas.
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51 AVALIACAO DAS CONDICOES EXPERIMENTAIS E PREPARO DAS
NANOPARTICULAS

Foram avaliadas diferentes condicbes experimentais para determinar a
metodologia de preparo mais adequada para as nanoparticulas biopoliméricas
contendo 6leos essenciais. As condigdes avaliadas incluiram o tempo de sonicagao
em cada etapa que um componente era adicionado, a concentragéo de Tween 80 e
CaCl, e a amplitude de sonicagao. Os resultados da variagdo no tempo de sonicagao

sdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3 — Didametro médio das particulas e indice de polidispersao obtidos em
diferentes tempos de sonicacio para cada etapa de preparacédo das nanoparticulas

de alginato de calcio contendo dleo essencial de alecrim.

Etapa Tempo de sonicagdao (min)* Dp (nm) PDI
2 183 0,256
Emulsificacdo do OEA®
4 163 0,214
1 107 0,291
Gelificacao i6nica — apds
ALG 2 102 0,268
4 96 0,427
1 94 0,354
Gelificacao i6nica — apds 2 102 0.268
CaCI2° ’
4 97 0,342

Legenda: *A amplitude do dispersor ultrassonico foi fixada em 70% com pulso 10s on/5 s off. °A
concentracao de Tween 80 foi fixada em 1%. °A concentragdo de CaCl, foi fixada em 1%. Dp:
Diametro médio das particulas. PDI: indice de polidispersdo. OEA: Oleo essencial de alecrim. ALG:

Alginato.

Emulsificagao do 6leo essencial e gelificagao ibnica apos a adigao de alginato
e de CaCl,foram as etapas onde a sonicagéo foi incluida. Foram realizadas medidas
de DLS em diferentes tempos de sonicacdo para avaliar o didmetro médio das
particulas e valores de PDI. Na etapa de emulsificacéo ja foi possivel observar que

as gotas estavam na escala nanométrica. A condigdo que apresentou o menor PDI
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foi selecionada para todas as etapas, ou seja, 4 min para emulsificagdo e 2 min para
ambas as etapas de gelificagao idnica.

E fundamental destacar que os valores escolhidos para PDI foram baseados
em estudos anteriores, nos quais foi constatado que uma distribuicdo de tamanho
uniforme é mais apropriada. E importante salientar também que nZo houve a
realizacao de triplicatas nos testes iniciais, nem uma analise estatistica aprofundada.

As concentragdes de surfactante e reticulante também foram avaliadas, como
observado na Tabela 4. As condi¢cbes selecionadas foram 0,5% para ambos os

componentes.

Tabela 4 - Diametro médio das particulas e indice de polidispersédo obtidos em
diferentes concentracdes de Tween 80 e CaCl, para preparacédo das nanoparticulas

de alginato de calcio contendo 6leo essencial de alecrim.

Reagente Concentragao (% m/v) Dp (nm) PDI
0,1 225 0,366

Tween 80 0,5 135 0,261
1,0 102 0,268
1,5 94 0,410
0,1 265 0,512
0,5 159 0,224

CacCl, 1,0 135 0,261
1,5 165 0,287

2,0 162 0,352

O tempo de sonicagéo na etapa de emulsificagéo foi de 4 min, na etapa de gelificagdo apds adigéo de

ALG e CaCl; foi de 2 min. Legenda: Dp: Diametro médio das particulas. PDI: indice de polidispersao.

E possivel observar que o tamanho da particula diminui com o aumento da
concentracao de surfactante, uma vez que o surfactante é capaz de estabilizar as
particulas através da formacdo de uma camada em torno delas. Essa camada pode
reduzir a tensao interfacial entre a fase dispersa e a fase continua, evitando a
coalescéncia e aglomeracdo das particulas. Além disso, em concentragbes mais

altas, o surfactante pode reduzir a viscosidade da solugdo e aumentar a taxa de
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agitacdo, o que pode levar a uma distribuicdo de tamanho mais homogénea e menor
tamanho de particula (FAYAD et al, 2015).

Com relagao ao cloreto de calcio, o aumento da concentracédo pode reduzir o
tamanho médio das particulas devido a difusdo do calcio pelas cadeias poliméricas e
formagdo de ligagdes idnicas com os grupos carboxilato do alginato, causando
entrelagamento das cadeias. A sonicagao e agitagao também podem contribuir para
esse fendbmeno. No entanto, o excesso de calcio pode ser prejudicial, dificultando a
difusdo dos ions pelas cadeias poliméricas e levando a estabilizacdo do tamanho em
concentracdes maiores de reticulante, como observado na Tabela 4.

Em Deng et al (2020), o 6leo essencial de lavanda foi encapsulado por
emulsificagao/gelificacao ibnica empregando alginato e caseina como materiais de
parede. A adicdo de calcio com concentracdo crescente resultou na diminuicédo
sucessiva do tamanho das particulas de hidrogel, sugerindo que, a medida que o
grau de reticulagcao entre as cadeias moleculares de alginato de sédio e os ions de
calcio aumentou, a estrutura das particulas de hidrogel tornou-se mais compacta.

Como mencionado, a aplicagdo de ultrassom pode ter efeitos benéficos no
preparo de nanoparticulas de diversas maneiras. Uma das principais vantagens € a
capacidade de dispersar e quebrar aglomerados de particulas em liquidos,
permitindo que as particulas figuem mais homogeneamente distribuidas no meio
continuo. Além disso, a aplicagcédo de ultrassom durante o preparo de particulas pode
levar a uma redugdo no tamanho das particulas e uma maior uniformidade no
tamanho. Isso ocorre porque a energia fornecida pelo ultrassom pode quebrar as
particulas maiores em particulas menores, permitindo que elas sejam mais
facilmente dispersas no meio continuo.

A Tabela 5 mostra os resultados obtidos na avaliacdo da amplitude de
sonicagao da dispersao de nanoparticulas. Essa variagao foi empregada em todas
as etapas de sonicagao (emulsificagdo e gelificacdo ibnica) em um unico teste e o
valor obtido na tabela abaixo é referente a ultima etapa do procedimento (adi¢ao de
CaCly).
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Tabela 5 - Diametro médio das particulas e indice de polidisperséo obtidos em
diferentes amplitudes no dispersor ultrassdnico para preparag¢ao das nanoparticulas

de alginato de calcio contendo oleo essencial de alecrim.

Amplitude do sonicador (%) Dp (nm) PDI
50 180 0,349
70 159 0,224

O tempo de sonicagéo na etapa de emulsificagao foi de 4 min, na etapa de gelificagdo apds adicao de
ALG e CaCl, foi de 2 min. A concentracéo de Tween 80 e CaCl2 foi de 0,5%. Legenda: Dp: Didmetro

médio das particulas. PDI: indice de polidisperséo.

Observou-se que o aumento da amplitude de 50 para 70 % levou a reducéao
do tamanho das particulas e do PDI, sendo, portanto, a amplitude de 70 %
selecionada para uso nas etapas subsequentes. Ciro et al (2019) também observou
que a amplitude de sonicagao afetou completamente as nanoparticulas carregadas
com ampicilina e em branco, onde o tratamento de maior energia levou a uma maior
reducdo no tamanho da particula.

Em seguida, foram conduzidos experimentos para incorporar a quitosana
como uma segunda camada de revestimento nas nanoparticulas de alginato de
calcio. Para isso, uma solugcdo aquosa de quitosana a 1% m/v com acido acético a
2% viv (pH 4,86) foi adicionada gota a gota sob agitacdo magnética e, em seguida,
foi submetida a 1, 2 e 4 min de sonicagao, cujos resultados sao apresentados na

Tabela 6. Foram selecionados 2 min de sonicagao para a solugao de quitosana.
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Tabela 6 — Didametro médio das particulas e indice de polidispersao obtidos em
diferentes tempos de sonicagao para incorporagao da quitosana nas nanoparticulas

de alginato de calcio contendo oleo essencial de alecrim.

Material Tempo de sonicagao (min)? Dp (nm) PDI
1 197 0,240

CS 2 189 0,241
4 210 0,353

O tempo de sonicagéo na etapa de emulsificagéo foi de 4 min, na etapa de gelificagdo apds adigéo de
ALG e CaCl, foi de 2 min. A concentragdo de Tween 80 e CaCl2 foi de 0,5%. Legenda: *A amplitude
do dispersor ultrassénico foi fixada em 70%. Dp: Didmetro médio das particulas. PDI: indice de

polidispersado. CS: quitosana.

Apds o processo de preparo, as dispersbes obtidas apresentaram-se
visualmente homogéneas e com uma coloragao branca translucida, como mostra a

Figura 7.

Figura 7 — Dispersao de nanoparticulas obtida através da metodologia de

emulsificagao/ gelificagcado ibnica com complexagao de polieletrdlitos.

r

P

Fonte: Autoria prépria

As melhores condi¢des definidas na avaliagdo experimental para preparo de
nanoparticulas de alginato de calcio e alginato de calcio/quitosana com o 06leo

essencial de alecrim também foram aplicadas para encapsulamento do 6leo



50

essencial de lavanda. Os resultados da caracterizacdo das dispersbes de
nanoparticulas para ambos os 6leos estdo apresentados e discutidos nos topicos

seguintes.
5.2 DIAMETRO MEDIO DAS PARTICULAS E INDICE DE POLIDISPERSIDADE

A técnica de espalhamento de luz dindmico (do inglés, Dinamic Light
Scattering, ou DLS) usa o movimento browniano de particulas em suspenséao para
determinar o didmetro médio das particulas. No entanto, o didametro medido inclui a
camada de solvatacdo na superficie das particulas e pode ser superestimado em
comparagao com técnicas de microscopia que medem particulas secas. Além disso,
a técnica é adequada apenas para particulas esféricas menores que 1 pm, pois
particulas maiores estdo sujeitas ao movimento gravitacional, além do Browniano
(MALVERN, 2004).

A Figura 8 mostra o didmetro médio das particulas obtido para cada
dispersao avaliada.

Figura 8 — Diametro médio das dispersdes de nanoparticulas.
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Legenda: ALG OEA: Nanoparticulas de alginato de calcio contendo 6leo essencial de alecrim.
ALG/CS OEA: Nanoparticulas de alginato/quitosana contendo éleo essencial de alecrim. ALG OEL:
Nanoparticulas de alginato de calcio contendo 6leo essencial de lavanda. ALG/CS OEL:

Nanoparticulas de alginato/quitosana contendo 6leo essencial de lavanda.
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Para as dispersoes avaliadas, o tamanho das particulas variou de 130 a 220
nm. Epherem et al (2014) aplicou o método de nanoprecipitagcdo para preparar
nanocapsulas a base de policaprolactona carregadas com 6leo essencial de alecrim
que apresentaram um tamanho médio de 220 + 10 nm. A técnica de polimerizagao
em emulsdo foi adotada para o encapsulamento do 6leo essencial de lavanda
usando quitosana como material de parede em Velmurugan et al (2017) e particulas
com tamanho médio de 273,8 + 10,2 nm foram obtidos para aplicagdo em couro.

N&o foram encontradas diferengas significativas entre as nanoparticulas de
alginato de calcio e alginato de calcio/quitosana (p > 0,05). No entanto, foi observada
uma tendéncia de redugado no tamanho das nanoparticulas quando revestidas com
quitosana em comparagao com as nanoparticulas contendo apenas alginato de
calcio. Conforme relatado na literatura, particulas menores e mais compactas sao
resultado de um maior entrelacamento das cadeias de polieletrélitos, que € causado
por uma interagao eletrostatica mais intensa (AELENEI et al., 2009; AVADI et al.,
2010). Por outro lado, estudos conduzidos por Ribeiro et al. (2005) demonstraram
um aumento no didmetro médio das microesferas de alginato apos a adigdo de
quitosana devido a aglomeracéo durante a etapa de revestimento.

A Figura 9 mostra o indice de polidispersdo obtido para cada disperséao

avaliada.
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Figura 9 — indice de polidispersdo das dispersées de nanoparticulas.
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Legenda: ALG OEA: Nanoparticulas de alginato de calcio contendo 6leo essencial de alecrim.
ALG/CS OEA: Nanoparticulas de alginato/quitosana contendo 6leo essencial de alecrim. ALG OEL:
Nanoparticulas de alginato de calcio contendo 6leo essencial de lavanda. ALG/CS OEL:

Nanoparticulas de alginato/quitosana contendo 6leo essencial de lavanda.

Uma desvantagem da gelificagdo ibnica em comparagdo com outras
técnicas de nanoencapsulacdo € a propensdo a apresentar distribuicbes mais
heterogéneas, com valores mais elevados de PDI (PEDROSO-SANTANA e
FLEITAS-SALAZAR, 2020). Observou-se que o PDI médio permaneceu abaixo de
0,35 para as quatro dispersdes analisadas, indicando um sistema com distribuicao
de tamanho heterogénea (MOHANRAJ e CHEN, 2006). Alguns fatores que
contribuem para essa distribuicdo heterogénea sdo a possivel ancoragem de
moléculas presentes no 6leo essencial na superficie das nanoparticulas, o que pode
levar a agregacao. Além disso, o excesso de surfactante e cloreto de calcio na
solucao também sao fatores que contribuem para esse fenémeno.

As dispersdes de alginato de calcio exibiram valores médios de PDI menores
em comparagao com as dispersdes de alginato de calcio/quitosana. No entanto, nao
foram encontradas diferengas estatisticamente significativas nos valores obtidos (p >
0,05). Portanto, é interessante avaliar a estabilidade ao longo do tempo para
determinar se esses valores permanecem ou aumentam devido a agregagao das

nanoparticulas.
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5.3 MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO

A microscopia eletrénica de transmissao (do inglés, Transmission Electron
Microscopy ou TEM) tem sido muito empregada na obtengdo de informacgodes
relativas a forma e ao tamanho das nanoparticulas. Nesse sentido, a analise por
TEM foi realizada com o objetivo de avaliar a morfologia das particulas e confirmar o
tamanho das particulas, medido por DLS, uma vez que, de acordo com a literatura, é
aconselhavel que se utilize mais de um tipo de metodologia para a determinagao do
tamanho de particulas (REIS et al, 2006). As micrografias obtidas para cada

dispersao de nanoparticulas sdo apresentadas na Figura 10.

Figura 10 — Micrografias TEM das dispersdes de nanoparticulas.

Fonte: Autoria prépria

Legenda: (a) Nanoparticulas de alginato de calcio contendo 6leo essencial de alecrim. (b)
Nanoparticulas de alginato de calcio contendo 6leo essencial de lavanda. (¢) Nanoparticulas de

alginato/quitosana contendo 6leo essencial de alecrim.
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Nas micrografias obtidas para as nanoparticulas de alginato com 6&leo
essencial de alecrim (Figura 10a), foram obtidas particulas mais esféricas, em
estrado agregado e com um limite mais claro entre o éleo encapsulado e o polimero,
semelhante a estrutura de reservatorio. Na Figura 10b, ndo € possivel determinar o
limite entre d6leo e polimero. Ja para as nanoparticulas de alginato e quitosana
contendo 6leo essencial de alecrim (Figura 10c), sdo observadas regides mais
claras e regides mais escuras com diferentes estruturas. Na Figura 10c é possivel
observar a formagado de um filme durante a secagem, que dificultou a visualizagao
do real formato das particulas. Esse filme também pode ser resultado do excesso de
surfactante.

Em um estudo realizado por Bajpai et al (2019), nanossorventes de
quitosana e alginato foram preparados atraveés da reticulagdo com cloreto de calcio e
tripolifosfato. O autor também observou a presenga de particulas com formato
irregular e em estado agregado, que podem ser explicadas pela presenca de
macromoléculas de cargas opostas.

Devido a grande area de superficie e forga atrativa entre as nanoparticulas,
ha maior chance de agregagao porque a probabilidade de interagcdo entre elas é
maior (HOTZE et al, 2010). O excesso de calcio e surfactante em solugéo pode fazer
com que as capsulas grudem umas nas outras (ABANG, 2012; BARNWELL et al
2006). O calcio pode agir como agente de reticulagdo para formar ligagcoes entre as
capsulas, enquanto o surfactante pode afetar a repulsao eletrostatica.

Os tamanhos de particula observados nas micrografias de TEM mostraram
tendéncia semelhante aos resultados de DLS para as trés formulagdes analisadas.
Porém, tamanhos menores para as nanoparticulas podem ser observados por TEM,
em comparagao com a técnica de DLS, principalmente para as nanoparticulas de
alginato com 6leo essencial de alecrim (Figura 10a). Chuah et al (2009) estudaram a
formagdo de nanoparticulas biocompativeis via automontagem de quitosana e
lecitina modificada e observaram que o tamanho de particula obtido com TEM
parecia ser menor em comparag¢ao com o resultado determinado por espalhamento
de luz.

Essa discrepancia pode ser provavelmente explicada pelo encolhimento das
nanoparticulas durante o processo de secagem ao ar antes da observagao do TEM.
O espalhamento de luz dindmico avalia o raio hidrodinamico das particulas em uma

suspensao, enquanto o TEM fornece a area da superficie com base na quantidade
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de elétrons incidentes transmitidos através de uma amostra, ou seja, os valores
obtidos por DLS normalmente s&o superiores quando comparados aos de TEM
(BHATTACHARJEE, 2016).

Entretanto, esta interpretacdo ndo pode ser conclusiva, devido as limitacdes
da técnica de microscopia, e a sensibilidade dos polimeros as condi¢cdes analiticas
usadas. Além disso, embora a parte escura nas microscopias eletrbnicas de
transmissao de nanoparticulas possa indicar a presenga do ativo encapsulado, &
importante avaliar cuidadosamente outras caracteristicas da imagem para confirmar

a distribuicdo do ativo dentro da nanoparticula.

54 ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO POR TRANSFORMADA DE
FOURIER

A espectroscopia no infravermelho, fornece evidéncias da presenca de
varios grupos funcionais na estrutura organica devido a interacdo das moléculas ou
atomos com a radiagdo eletromagnética em um processo de vibragdo molecular.
Dessa forma, os espectros de infravermelho séo utilizados para identificacdo de
grupos funcionais a partir da localizagdo das diferentes bandas no espectro
(BOUGHENDJIOUA e BOUGHENDJIOUA, 2017), podendo assim ser empregado
para explicar a interagdo entre os grupos funcionais dos polieletrolitos de carga
oposta (SIMSEK-EGE et al, 2003). Esses resultados também podem ajudar a
confirmar a presenca de 6leo nas nanoparticulas (NATRAJAN et al, 2015).

A analise FTIR dos polimeros e 6leos essenciais puros, da mistura fisica dos
componentes (MF) e nanoparticulas (NP) de cada sistema carreador foi realizada.
Para melhor visualizagao, os espectros foram divididos de acordo com o polimero
utilizado e o dleo essencial encapsulado. Nas Figuras 11 e 12, sdo mostrados os
espectros obtidos para o encapsulamento de 6leo essencial de alecrim e lavanda,

respectivamente, sem o revestimento com quitosana.
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Figura 11 — Espectro de FTIR correspondente ao sistema com alginato e éleo

essencial de alecrim.
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Legenda: OEA: Oleo essencial de alecrim. ALG: Alginato. MF ALG OEA: Mistura fisica com alginato e
6leo essencial de alecrim. NP ALG OEA: Nanoparticulas de alginato de calcio contendo éleo

essencial de alecrim.

Os picos caracteristicos do 6leo essencial de alecrim puro sao especificos,
incluindo um pico amplo centrado em 3467 cm™ que corresponde ao alongamento
dos grupos OH do borneol, juntamente com pequenas quantidades de terpineol e
terpineno-4-ol no oleo essencial de alecrim. Além disso, o pico em 2927 cm
correspondeu as bandas de alongamento C-H alifaticas dos grupos CH, CH; e CH-
(ESTEVEZ-ARECO et al., 2018; GARCIA-SOTELO et al., 2019). O pico em 1745 cm-
' correspondeu ao alongamento do grupo carbonil (C=0) em terpendides (por
exemplo, acetato de bornil, acetato de terpineol e pinanona). A banda de
alongamento C=C dos constituintes no 6leo essencial foi observada em 1639 cm™
(GARCIA-SOTELO et al., 2019). A banda de alongamento C-O ocorreu em 1276 cm-

'. Os picos em 1234 cm™ e 986 cm™ corresponderam ao alongamento C-C e bandas
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de alongamento C-O-C. O pico em 811 cm™ existe devido a um alongamento C-H
fora do plano do alceno (LUO et al., 2019). Hosseini et al (2021) também obtiveram
resultados semelhantes para o espectro puro do 6leo essencial de alecrim.

O alginato exibiu banda de absorgdo em 3438 cm™ devido ao grupo OH e
em torno de 2940 e 2883 cm™ relacionadas ao alongamento C-H. A bandas em
1612 e 1425 cm™ correspondem a vibragédo de estiramento e simétrico de grupos
COO referente ao éacido carboxilico. O pico em 1085 cm™ corresponde ao
alongamento assimétrico C-O-C (KUMAR, 2015; SANCHES, 2020).

O comportamento das bandas de infravermelho na mistura fisica e nas
nanoparticulas foi semelhante a obtida para o alginato puro. Em 1745 cm™ foi
observado a banda referente ao alongamento do grupo carbonil (C=0) do dleo
essencial de alecrim em ambos os espectros da MF e NPs. Em torno de 2800 e
2900 cm™ foram observadas as bandas referentes tanto ao éleo essencial quanto ao
polimero. Na MF elas aparecem com maior intensidade que nas NPs. As bandas
observadas no alginato em 1612 e 1425 cm™ aparecem em 1614 e 1427 cm™ na MF
e NPs.

O aparecimento de algumas bandas menos intensas do o6leo essencial
nessas curvas sugere que o Oleo foi encapsulado com sucesso e, possivelmente,
houve interacdo quimica entre o polimero e o 6leo, uma vez que a analise de FTIR é
feita na superficie das nanoparticulas. Amani et al (2021) encapsularam déleo
essencial de alecrim em nanoestruturas de amido de milho. Na analise de FTIR do
oleo encapsulados foi relatada a presenca de novas bandas e ligeiro aumento de
intensidade de algumas. Essas alteragdes estdo relacionadas a presenga de oleo
que interagiu com o amido.

Faidi et al (2019) encapsularam oOleo essencial de cravo com alginato de
sédio por emulsificagcdo modificada. Nas microesferas, os compostos aromaticos do
Oleo essencial de cravo estavam presentes com intensidades menores e
provavelmente cobertos por outros sinais afirmando a presenga das interagdes
eletrostaticas entre os diferentes grupos da matriz. Além disso, a incorporagao de
O0leo essencial de cravo em microesferas de alginato resultou em uma maior
intensidade para o sinal referente ao alongamento CH em 2850-2922 cm™. Esses
resultados revelaram a presenca de 6Oleo essencial de cravo nas microesferas de
alginato, embora ndo tenham sido observadas interagdes quimicas entre o dleo

essencial de cravo e o alginato de sédio (FAIDI et al, 2019).
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Shabkhiz et al. (2021) encapsularam acido glicirrizico e 6leo essencial de
tomilho em B-ciclodextrina e alginato para produzir granulos de hidrogel. Nao houve
interacdo entre os compostos ativos e os grupos funcionais do alginato, mas a
interacao entre os componentes pode ser explicada por fracas interacdes de Van der
Waals. Isso preserva a natureza dos compostos bioativos e pode aumentar sua taxa
de liberagao dos hidrogéis.

Néo foi realizada a analise de FTIR do cloreto de calcio usado como
reticulador. Dessa forma, a diferenga da mistura fisica para as nanoparticulas pode
ser devido a formagao do complexo de alginato de calcio. Salmieri e Lacroix (2006)
observaram que para bandas de alginato, os houve uma diminui¢gado da intensidade
de pico relacionada ao alongamento e flexdo de O-H e alongamentos COO" e
C-0-C a medida que a concentracdo de CaCl. aumenta. Neste estudo, oOleos
essenciais de orégano, segurelha e canela foram incorporados separadamente
como agentes antioxidantes naturais em filmes a base de alginato/policaprolactona.

Conforme descrito por Wong et al. (2002), as interagdes entre alginato e
Ca?" sdo caracterizadas principalmente por uma diminuigdo no nimero de onda do
pico da carbonila de 1600 para 1590 cm™ e uma redugéo nas intensidades de pico
associadas aos grupos carboxilatos livres do alginato (1600 e 1410 cm™) e os grupos
hidroxila do alginato.

Prasetyaningrum et al (2021) relatou a diminui¢gdo consideravel da intensidade
na banda correspondente ao grupo OH. Este fendbmeno pode ser devido a
substituicdo de protons nos grupos carbonila por ions calcio durante o processo de
reticulacdo, diminuindo significativamente a quantidade de hidroxila na cadeia
polimérica. Em seu estudo, as propriedades do alginato de sodio/k-carragenina
foram melhoradas com a reticulacdo de CaCl, incorporado ao 6leo essencial de
cravo-da-india. Esse resultado também esta de acordo com o relato anterior de Giz
et al. (2020).

Figura 12 — Espectro de FTIR correspondente ao sistema com alginato e éleo

essencial de lavanda.
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No espectro do 6leo de lavanda puro, o pico amplo em 3465 cm™' corresponde
ao alongamento O-H, o que indica a presenga de alcoois (por exemplo, linalol e
terpeno-4-ol). A banda forte em 1737 cm™ corresponde ao estiramento C=0, o que
indica a presencga de grupos carbonil de componentes éster, como acetato de linalil,
canfora e acetato de lavandulii (BALASUBRAMANIAN e KODAM, 2014;
DAFERERA, 2002; SAMFIRA, 2015). A presenca desses componentes éster é ainda
confirmada pelas bandas fortes em 1245 e 1120 cm™ , representando o alongamento
de C-O dos grupos éster (BALASUBRAMANIAN e KODAM, 2014; DAFERERA,
2002; SAMFIRA, 2015). As bandas em 1641 e 2969 cm™ estdo associadas ao
alongamento C=C em componentes como linalol, acetato de linalil, terpeno-4-ol e B-
cariofileno no 6leo de lavanda (BALASUBRAMANIAN e KODAM, 2014). As

vibragdes em 690 e 900 cm™ representam as deformacgdes C-H como a da canfora
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( DAFERERA, 2002; SAMFIRA, 2015; SCHULZ, 2005 ). O estiramento de metila
devido a componentes como terpeno-4-ol, linalol e acetato de linalila também é
observado em 2927 e 2859 cm™ (BALASUBRAMANIAN e KODAM, 2014).
Observou-se, em ambos o0s espectros da mistura fisica e das nanoparticulas,
a banda referente ao alongamento do grupo carbonila (C=0) do dleo essencial de
lavanda em 1737 cm™, porém com menor intensidade nas nanoparticulas. As
bandas em torno de 2800 e 2900 cm™, referentes ao oleo essencial e ao polimero,
foram observadas em ambos os casos, sendo mais intensas na mistura fisica do que
nas nanoparticulas, como ja havia sido observado anteriormente. A banda
observada no alginato em 1612 cm™ apareceu em 1619 cm™ na mistura fisica e em
1633 cm-1 nas nanoparticulas, enquanto a banda em 1425 cm™ no alginato
apareceu em 1427 cm™ nas nanoparticulas. Embora a mistura fisica tenha
apresentado diferencas significativas nas bandas na regido entre 700-1600 cm™ em
comparagao com o espectro do alginato, nas nanoparticulas a semelhancga entre os
espectros € maior, sugerindo um sucesso no encapsulamento do dleo.
Microcapsulas carregadas com 6leo essencial de perilla foram preparadas por
gelificagcéo i6nica por Li et al. (2018). Espectros de misturas fisicas de alginato de
sbédio e Oleo essencial exibiram picos de alginato de sodio e 6leo essencial com
pequenas mudangas e diferencas no numero de onda e altura da banda. Esses
resultados confirmaram a presenga do 6leo em microcapsulas de alginato.
Também foram realizadas as analises de FTIR para os sistemas carreadores
compostos por alginato/quitosana para o 6leo essencial de alecrim e lavanda, como

mostrado nas Figuras 13 e 14, respectivamente.

Figura 13 — Espectro de FTIR correspondente ao sistema com alginato, quitosana e

6leo essencial de alecrim.
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Para a quitosana, a banda larga de absorgdo em torno de 3442 cm™ esta
ligada a vibragédo de estiramento N-H e O-H (QUIROZ-CASTILLO et al, 2014). Em
2927 cm™ o estiramento C-H. As bandas de absorgdo em 2873 cm™ e entre 1658 e
1569 cm™ estéo relacionadas ao estiramento C=0 do grupo amida da quitosana. As
bandas de absor¢cdo em 1377 e 1067 cm™ correspondem a vibragéo de estiramento
C-N e C-0-C, respectivamente (CHANDRA et al, 2015). Vibracbdes de deformagao
de aminas geralmente produzem bandas fortes a muito fortes na regido de
1658-1569 cm™. A banda em 1583 cm™ ¢ a vibragdo de flexdo N-H que se sobrepde
a vibracdo da amida Il e que a banda de 1645 cm™ é a vibragdo da amida |
(HOSSEINI et al, 2013; LAWRIE et al, 2007).

Na mistura fisica foi observado uma banda em 1747 cm™ referente ao

alongamento do grupo carbonil (C=0) do 6leo essencial de alecrim. As bandas em
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3453, 2927 e 1662 cm™' aparecem deslocadas com relagdo aos componentes
individuais, sugerindo uma interagédo entre os componentes, mesmo na mistura
fisica.

Apos a complexagao com quitosana, as bandas correspondentes a carboxila
do alginato em 1612 cm™ (vibragdo de alongamento COO~ simétrica) e 1425 cm™
(vibragdo de alongamento COQO™ assimétrico) estdo ampliados e deslocados
ligeiramente de 1612 para 1627 cm™ e de 1425 para 1409 cm™, respectivamente,
nas nanoparticulas. O espectro FTIR da quitosana apresenta um pico de ligagao
amida em 1658 cm™ e um forte pico de amina protonada em 1569 cm™ devido a sua
obtengdo a partir da N-desacetilagdo parcial da quitina. No entanto, ap6s a
complexacao com alginato, ambos os picos foram deslocados de forma semelhante
em alguns numeros de onda, com o pico de amida em uma banda singleto em 1627
cm’ e o pico de amina em 1548 cm™. Sarmento et al. (2006) preparou
nanoparticulas contendo insulina por meio da pré-gelificagao ionotrépica de alginato
com cloreto de calcio, seguida de complexacdo entre alginato e quitosana. A
avaliacdo das interagdes dos polieletrolitos por meio de FTIR resultou em
conclusdes semelhantes.

Conforme descrito por Wong et al. (2002), uma redug¢ao nas intensidades de
pico associadas aos grupos carboxilatos livres do alginato (1600 e 1410 cm™) e os
grupos hidroxila do alginato indica que a gelificagdo ibnica aumentou a extensao das
interagdes polimero-polimero por meio de por¢des hidroxila e carbonila. Wang et ai.
(2001) observaram uma evolugdo semelhante e mostraram que os coacervados de
alginato de quitosana apresentaram bandas de IV com intensidades maiores a
medida que os filmes eram mantidos em condicbes mais Umidas.
Consequentemente, uma reducdo significativa da intensidade da banda de
alongamento O-H pode estar relacionada a uma redugao das interagdes polimero-
agua via reticulagado de alginato que aumenta a ligacao de hidrogénio intermolecular

do polimero e, consequentemente, reduz sua suscetibilidade a hidratagao.

Figura 14 — Espectro de FTIR correspondente ao sistema contendo alginato,

quitosana e 6leo essencial de lavanda.
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alginato de célcio/quitosana contendo 6leo essencial de lavanda.

Em 1737 cm™, a banda correspondente ao estiramento C=0 do 6leo essencial
de lavanda apareceu na mistura fisica e com intensidade muito baixa nas
nanoparticulas. Além disso, as demais bandas destacadas na mistura fisica
aparecem deslocadas com relagdo aos componentes individuais, sugerindo uma
interacao entre os componentes.

Nas nanoparticulas, assim como observado na Figura 13, as alteragdes
observadas nas bandas de absorgéo dos grupos amino, grupos carboxila e ligagdes
amida podem ser atribuidas a uma interagdo idbnica entre o grupo carbonila do
alginato e o grupo amino da quitosana (RIBEIRO et al, 2005). Além disso, o pico de
absorbancia dos grupos amino da quitosana em 1153 cm™ também estava presente
apos a complexagdo e ausente no alginato. Observagdes semelhantes foram

relatadas anteriormente (MITREVEJ et al, 2001). Esses resultados sugerem uma
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interacao efetiva entre os polimeros e parecem estar de acordo com as razdes

estequiométricas entre eles, indicando a presenga de alginato na blenda final.

5.5 CALORIMETRIA DIFERENCIAL DE VARREDURA

A técnica de Calorimetria de Varredura Diferencial (do inglés, Differential
Scanning Calorimetry, ou DSC), pode ser definida como uma técnica que mede as
temperaturas e o fluxo de calor associado com as transicbes dos materiais em
funcédo da temperatura e do tempo. Tais medidas fornecem informacdes qualitativas
e quantitativas sobre mudancgas fisicas e quimicas que envolvem processos
endotérmicos, exotérmicos ou mudangas de capacidade calorifica (BORGES et al.,
2005).

Pode ser empregada para avaliar o comportamento térmico de polieletrolitos
e biomoléculas, cuja estrutura, propriedades hidrofilicas e estado de associacéo
podem estar relacionados a esse comportamento. O método se baseia na medigcao
da capacidade térmica da amostra em funcdo da temperatura. Através deste
procedimento, é possivel obter o perfil completo da variagdo de energia de Gibbs
associada a perda de &agua em polimeros, desnaturagdo em proteinas e
despolimerizagdo em altas temperaturas. As mudangas nos picos exotérmicos e
endotérmicos sao frequentemente associadas a interacbes entre o ativo e os
polimeros (RIBEIRO et al., 2005; WONG et al., 2002).

A analise DSC dos polimeros e 6leos essenciais puros, mistura fisica dos
componentes (mesma proporgdo das nanoparticulas) e nanoparticulas de cada
sistema carreador foi realizada. Para melhor visualizagdo, os termogramas foram
divididos de acordo com o polimero utilizado e o 6leo essencial encapsulado. Cada
termograma é entdo composto pelo 6leo essencial puro, polimero puro, mistura
fisica dos componentes e nanoparticulas.

As curvas dos sistemas carreadores contendo alginato e 6leo essencial de
alecrim e lavanda sdo apresentados nas Figuras 15 e 16, respectivamente. Nos
termogramas, eventos endotérmicos aparecem primeiro € com O pico para cima
enquanto nos eventos exotérmicos o pico aponta para baixo e vem em seguida
(LEMQOS, 2003).

Figura 15 — Curvas de DSC obtidas para o sistema contendo alginato e 6leo

essencial de alecrim.
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E possivel observar um pico endotérmico referente & evaporacdo do dleo
essencial de alecrim em 185°C. O termograma do alginato mostra um pico
endotérmico em 109°C e picos exotérmicos em 244°C e 252°C, respectivamente. Os
picos endotérmicos estdo relacionados com a perda de agua associada a grupos
hidrofilicos de polimeros, enquanto os picos exotérmicos resultaram da degradagao
de polieletrolitos devido a reagdes de desidratacdo e despolimerizagao,
provavelmente a descarboxilagdo parcial dos grupos carboxilicos protonados dos
polieletrolitos (MIMMO et al, 2005, SOARES et al, 2004; ZOHURIAAN e
SHOKROLAHI, 2004). Ja os picos exotérmicos se referem a decomposi¢cédo da
cadeia polimérica (DE OLIVEIRA et al, 2014).

O pico exotérmico duplo em 244 e 252°C passou para 245 e 248°C e ocorreu

a formacao de um ombro em 292°C, sugerindo que houve alguma interagéo entre o
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polimero e o 6leo essencial mesmo na mistura fisica. Nota-se ainda que o pico
referente ao 6leo essencial de alecrim ndo apareceu na MF. Biopolimeros tem
estrutura amorfa, podendo levar a sobreposi¢cédo dos picos e isso pode influenciar na
visualizag&o do pico do 6leo essencial no DSC. Outra hipotese € a fusado e interagéo
dos componentes no porta amostra durante a analise da mistura fisica.

Para as nanoparticulas de alginato de célcio foram obtidos um pico
endotérmico em 91°C e um exotérmico em 256°C. Observa-se, portanto, que houve
um deslocamento para uma temperatura maior do pico exotérmico. Baek et al (2018)
utilizaram alginato como material de base para filmes biodegradaveis. Cloreto de
calcio foi usado como agente de reticulagdo e varias concentragdes de 6leo de folha
de canela ou 6leo de casca de canela foram incorporadas para preparar filmes
ativos. Neste estudo, foi relatado que a reticulagdo do alginato com CaCl, desloca
pico exotérmico para uma temperatura mais alta.

Su et al (2011) investigaram a interagao entre alginato e colageno semelhante
ao humano e desenvolveram microesferas para aumentar a sobrevivéncia de
bifidobactérias no suco gastrointestinal. O alginato de sédio apresentou um pico
exotérmico a 239 °C. A curva DSC dos granulos de alginato de célcio foi semelhante
a do alginato de sddio, enquanto a forma do pico endotérmico dos granulos de
alginato de calcio foi mais estreita do que a do alginato de sddio e o pico exotérmico

moveu-se para 248 °C no espectro das esferas de alginato de calcio.
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Figura 16 — Curvas de DSC obtidas para o sistema contendo alginato e 6leo

essencial de lavanda.
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essencial de lavanda.

Na Figura 15, o pico endotérmico referente a volatilizagdo de componentes do
oleo essencial de lavanda foi em 150°C. Novamente na mistura fisica, nota-se que o
pico referente ao 6leo essencial de lavanda nao apareceu. Além disso, houve um
aumento na intensidade do pico endotérmico correspondente ao alginato em 109°C,
0 pico exotérmico duplo em 244 e 252°C passou para 245 e 255°C e ocorreu a
formagdo de um ombro em 291°C, sugerindo que houve alguma interagao entre o
polimero e o 6leo essencial mesmo na mistura fisica. No termograma das
nanoparticulas foi observado o deslocamento do pico endotérmico para 90°C e a
formagdo de um pico exotérmico em 257°C. Os mesmos argumentos feitos
anteriormente para as nanoparticulas de alginato de calcio com déleo essencial de
alecrim podem ser consideradas aqui para o termograma das nanoparticulas de

alginato de calcio com 6leo essencial de lavanda.
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Nas Figuras 17 e 18 sdo apresentadas as curvas dos sistemas carreadores
de alginato/quitosana contendo 6leo essencial de alecrim e lavanda,

respectivamente.

Figura 17 — Curvas de DSC obtidas para o sistema contendo alginato, quitosana e

6leo essencial de alecrim.

33

NP ALGICS OEA

ag

MF ALG/CS OEA

| =
O
S a2 245 304 endo
[11] Cs
o BX0
(m]
-
=] 109
L L ALG
185
244 252
OEA

; ; T ; T T T T T 4 T 4 T X
0 50 100 150 200 250 300 350 400
Temperatura (°C)

Legenda: OEA: Oleo essencial de alecrim. ALG: Alginato. CS: quitosana. MF ALG/CS OEA: Mistura
fisica com alginato, quitosana e 6leo essencial de alecrim. NP ALG/CS OEA: Nanoparticulas de

alginato de calcio/quitosana contendo 6leo essencial de alecrim.

O termograma da quitosana mostra um pico endotérmico em 92°C e um pico
exotérmico em 306°C. A curva da mistura fisica de alginato/quitosana mostra um
pico endotérmico mais amplo em 98°C, o que provavelmente representa a
coalescéncia de picos de polimeros endotérmicos isolados e picos exotérmicos a
246°C e 304°C resultantes da contribuicdo individual de alginato e quitosana,

respectivamente (SARMENTO et al, 2006). Ja as nanoparticulas de
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alginato/quitosana sofreram um deslocamento do pico endotérmico para 88°C e a
formagao de um unico pico exotérmico em 254°C.

Bagre e colaboradores (2013) relataram em seu estudo com nanoparticulas
de quitosana revestidas com alginato que o termograma da mistura fisica de alginato
e quitosana mostrou um pico endotérmico mais amplo em 81,72°C, o que
provavelmente representa a coalescéncia de picos poliméricos endotérmicos
isolados e picos exotérmicos resultantes da contribuicdo individual de alginato e
quitosana, respectivamente. Além disso, os picos dos complexos foram deslocados
daqueles da mistura fisica. A interacdo do alginato com a quitosana devido a
complexagao dos polimeros resultou na formagéo de novas ligagbes quimicas. Um
pico endotérmico em 80,6°C e um pico exotérmico de nanoparticulas de quitosana
de alginato foram registrados em 286,99°C, um valor de pico intermediario e mais
amplo em comparagao com polieletrdlitos isolados, que foi interpretado como uma
interacéo entre os dois polimeros (BAGRE et al, 2013)

Como relatado em Sarmento et al (2006) para nanoparticulas de
alginato/quitosana produzidas em pH 4,7, os picos dos complexos foram deslocados
daqueles da mistura fisica. Os picos de mistura fisica parecem ser combinagdes de
cada material, mas sao diferentes dos das nanoparticulas, provavelmente porque a
complexacao dos polieletrolitos resultou em novas ligagdes quimicas. O pico
exotérmico das nanoparticulas de alginato/quitosana foi registrado a 254°C, um valor
de pico intermediario e mais amplo em comparacédo com os polieletrdlitos isolados, o
que foi interpretado como uma interagéo entre ambos os componentes.

Ribeiro et al. (2005) encapsularam proteinas em microesferas de alginato por
emulsificagao/gelificagdo interna. A formulagdo das microesferas foi realizada
usando condigdes de pH e aplicando um revestimento de quitosana nas
microesferas de alginato para favorecer o encapsulamento de proteinas. As curvas
DSC mostraram um amplo pico endotérmico entre 25 e 100°C para polieletrélitos
isolados e sua mistura fisica. Os complexos quitosana-alginato apresentaram um
pico endotérmico duplo entre 50 e 100°C. Todas as amostras apresentaram picos
exotérmicos entre 236 e 345°C. Primeiro pico exotérmico em alginato e sua mistura
fisica com quitosana, em torno de 252-253°C, foi deslocado para 237 °C no
complexo CS-ALG.
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A selecgéo de polimeros com cargas opostas nos compartimentos de nucleo e
casca facilita a complexacéao de polieletrdlitos por meio de interagdes eletrostaticas
entre eles (SHAMSZADEH et al, 2022).

Figura 18 — Curvas de DSC obtidas para o sistema contendo alginato, quitosana e

6leo essencial de lavanda.
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alginato de calcio/quitosana contendo 6leo essencial de lavanda.

Na Figura 18, a curva da mistura fisica de alginato/quitosana mostra um pico
endotérmico mais amplo em 95°C, o que provavelmente representa a coalescéncia
de picos de polimeros endotérmicos isolados e picos exotérmicos a 247°C e 303°C
resultantes da contribuicdo individual de alginato e quitosana, respectivamente,

como observado também na Figura 17.
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O pico endotérmico das nanoparticulas de alginato/quitosana sofreram um
deslocamento para 83°C e a formagédo de um unico pico exotérmico em 259°C.
Shamszadeh e colaboradores (2022) relataram o aparecimento de um pico
endotérmico mais amplo no termograma DSC de microparticulas nucleo-casca entre
os picos de quitosana pura e alginato, mostrando interagao fisica dos polimeros.

A auséncia do pico endotérmico dos 6leos essenciais para as amostras de
nanoparticulas nos quatro sistemas carreadores sugere que o0s Oleos estao
interagindo com os polimeros. Policaprolactona foi empregada no encapsulamento
do dOleo essencial de orégano pelos métodos de nanoprecipitagdo e dupla emulsao
por Fraj et al (2019). Em ambos os casos, o desaparecimento do pico endotérmico
do Oleo essencial nesta curva indica que ele estava disperso dentro do sistema
polimérico das nanocapsulas e microesferas, ou esta confinado em um nucleo
oleoso e/ou adsorvido a parede do polimero.

O dleo essencial de canela foi encapsulado pelo método milifluidico
utilizando alginato, cloreto de calcio e quitosana no estudo conduzido por
FARAHMAND et al. (2022). O pico de evaporagédo do solvente residual em oleos
desapareceu nos termogramas das capsulas revestidas com quitosana e carregadas
com Oleo essencial. Isso revelou a incorporagao bem-sucedida do éleo no polimero
encapsulante e maior estabilidade térmica do o6leo encapsulado. Além disso, a
auséncia de picos adicionais nas capsulas em comparagdo com as amostras puras
nao indicou interacéo entre dleo/alginato/quitosana (HADIDI et al, 2020)

Rezaeinia et al (2019) também observaram o desaparecimento do pico
endotérmico referente a evaporacdo do Oleo essencial o que comprova o
encapsulamento bem-sucedido, segundo os autores. Além disso, a comparagao do
termograma de amostras puras com o das nanocdpsulas ndo indica nenhum pico
adicional, o que é uma indicagao de auséncia de interagcdo entre os componentes.

Assim, o DSC demonstra ser uma técnica eficaz na avaliagdo da formacéao
de nanoparticulas, visto que € possivel observar a auséncia de eventos térmicos nas
moléculas de 6leo essencial e a presenca de novos picos deslocados, indicando a
interacdo entre os polimeros e o 6leo. No entanto, é recomendavel utilizar outras

técnicas de caracterizacao para obter uma avaliagdo mais precisa.
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5.6 EFICIENCIA DE ENCAPSULACAO

A eficiéncia de encapsulacao (EE) € um parametro importante para avaliar a
capacidade da particula em reter o composto ativo. As técnicas utilizadas para
determinar a eficiéncia de encapsulacdo podem ser técnicas analiticas de
separagao, identificagdo e quantificagdo como cromatografia de alta eficiéncia
(CLAE) ou técnicas de identificacao e quantificagdo por espectroscopia do UV-vis
(MORA-HUERTAS et al, 2010). E importante mencionar que quando se analisam
Oleos essenciais com componentes similares em sua composi¢ao, a quantificagao
pode ser indireta. Isso ocorre porque mais de um componente pode estar
absorvendo no mesmo comprimento de onda e, portanto, ser quantificado como tal.

A avaliacao da eficiéncia de encapsulacao dos 6leos essenciais de alecrim e
lavanda em alginato de caélcio e alginato de calcio/quitosana foi realizada através da
construcdo de curvas de calibragdo de cada 6leo essencial no espectrofotdmetro
UV-Vis. Inicialmente foi realizada uma varredura de cada 6leo essencial diluido em
etanol de 200 a 800 nm. A concentragido de teste foi de 1 mg mL~". Foram testadas
concentragbes acima e abaixo desse valor e o pico com melhor ajuste linear foi
selecionado como o comprimento de onda de maxima absor¢ao (Amax).

As Figuras 19 e 20 mostram a curva padrao obtida para a quantificacdo dos

Oleos essenciais de alecrim e lavanda, respectivamente.

Figura 19 — Curva padrao para quantificagéo do teor de 6leo essencial de alecrim.

0.6 4

% 0,4 4
[ )
«@
=
o y = 0,3151x + 0,0014
2 R2 = 0,9999

0,2

0,0 4

1 b 1 ¥ 1 ¥ 1 ¥ 1 ¥ 1 * 1 * 1
0.0 0.3 0,6 09 1.2 1.5 1.8 21

Concentragdo (mg/mL)



73

Figura 20 — Curva padrao para quantificagao do teor de 6leo essencial de lavanda.
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O grafico da Figura 21 mostra a % eficiéncia de encapsulacdo obtida para
cada dispersao de nanoparticulas.

Figura 21 — Eficiéncia de encapsulagao obtida para as dispersdes de nanoparticulas.
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Legenda: ALG OEA: Nanoparticulas de alginato de célcio contendo 6leo essencial de alecrim.
ALG/CS OEA: Nanoparticulas de alginato/quitosana contendo 6leo essencial de alecrim. ALG OEL:
Nanoparticulas de alginato de calcio contendo 6leo essencial de lavanda. ALG/CS OEL:

Nanoparticulas de alginato/quitosana contendo 6leo essencial de lavanda.
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Todos os sistemas de nanoparticulas apresentaram eficiéncia de
encapsulacao acima de 70 %, o que é considerado um resultado positivo. Toprakgi e
Sahin (2022) produziram microesferas de alginato-quitosana na encapsulagao do
extrato de folha de oliveira com desempenho altamente satisfatorio (>70% de
eficiéncia). Em Kim et al., (2008), a eficiéncia de aprisionamento de isotiocianato de
alilo foi determinada como sendo 81%, 57% e 56% para esferas de gel de alginato
de calcio, alginato de calcio revestidas com quitosana e complexo quitosana-alginato
de calcio.

De forma geral, a eficiéncia de encapsulacédo pode ser influenciada por
diversos parametros, como propor¢ao polimero:6leo, a concentragao do polimero,
técnica de encapsulacao utilizada e outros parametros de processo (pH, agitacao
etc.). Outros fatores importantes sdo o numero de camadas depositadas, tipo de
revestimento utilizado, a interacdo deste com o composto ativo, sua natureza
quimica e polaridade (RIVERA et al, 2015).

Nao houve diferenca significativa entre os sistemas de alginato e
alginato/quitosana (p > 0,05). Entretanto, as nanoparticulas com revestimento
adicional de quitosana apresentaram um valor médio de eficiéncia maior para ambos
os 6leos essenciais. Omer et al (2021) utilizaram alginato, carboximetil quitosana e
derivados de quitosana aminada para desenvolver microcapsulas sensiveis ao pH
capazes de transportar e liberar eficientemente o medicamento diclofenaco sddico. A
técnica de gelificacdo ibnica foi empregada para formular as microcapsulas de
PECs, protegendo as microcapsulas de alginato da rapida desintegragdo nas
condicbes do codlon e reduziu sua porosidade, além de serem capazes de
encapsular efetivamente 95,4 % do farmaco em comparagcdo com 86,3 e 68,6 % das
microcapsulas de alginato e alginato-carboximetil quitosana.

Um dos fatores que afetam a liberagédo precoce do 6leo nas nanoparticulas
de alginato de calcio sao baixas concentragcdes de alginato e cloreto de calcio. Essas
condi¢cdes favoreceriam um tamanho maior de poro e criagcdo de uma estrutura
porosa. Assim, o movimento das gotas de 6leo para a superficie das particulas é
facilitado resultando em alta liberagdo de Oleo essencial, como observado por
Gholamian et al (2021).

De acordo com Praveen et al. (2015) e Cong et al. (2018), a fabricagéo de
granulos de alginato em alta concentragao resulta em uma matriz de granulos mais

apertada, o que aumenta a eficiéncia de aprisionamento devido a difusdo mais lenta.
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Além disso, um aumento na quantidade de alginato pode proporcionar uma maior
disponibilidade de sitios ativos na cadeia polimérica do alginato e criar um maior
grau de reticulagao entre o ion calcio e o alginato, o que leva a um aumento na
capacidade de carga.

Os resultados obtidos indicam que os sistemas de nanoparticulas foram
eficientes na encapsulagdo dos 6leos essenciais e que a escolha dos materiais de
parede e da técnica de encapsulagao foi adequada. A avaliagao da liberacdo dos
Oleos essenciais das nanoparticulas, portanto, se torna importante para validar a
hipétese de que uso de quitosana realmente melhora a barreira de protecao da
nanoparticula uma vez que a liberagao controlada do 6leo essencial também é um

fator crucial para a eficacia do sistema de nanoparticulas em diversas aplicagdes.

5.7 POTENCIAL ZETA

Quando uma particula coloidal entra em contato com um meio polar, como
em um sistema aquoso, ocorre um aparecimento de cargas elétricas na sua
superficie. Isto se deve a efeitos como a ionizagdo dos grupos presentes na
superficie do coloide ou da adsorgcéo de ions que fornecem as cargas superficiais
(HUNTER, 2013). Um método de se medir a carga da particula é pela aplicacdo de
um campo elétrico a dispersdo, de modo a determinar a velocidade com que as
particulas se movimentam no processo conhecido como eletroforese. Quanto maior
a carga na superficie, maior a velocidade com que as particulas se deslocam
(BARANY et al, 1998).

Dessa forma, o potencial zeta representa a carga superficial da particula,
sendo uma medida indireta da carga das particulas (CAl et al., 2006; DELGADO et
al., 2005; GUNGOR et al. (2001). Dependendo da natureza quimica dos polimeros
utilizados, as particulas com superficies iGnicas podem ser classificadas como
anidnica (negativa) ou catidnica (positiva) (SANTANDER-ORTEGA et al., 2010).

A Figura 22 mostra o potencial zeta obtido para cada dispersao avaliada.
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Figura 22 — Potencial zeta das dispersdes de nanoparticulas.

20 -

10 |
S . !
e i,
o
2 0
]
9
;.| N
<
S

-20 - I

I I I I
ALG OEA ALG/CS OEA ALG OEL ALG/CS OEL

Legenda: ALG OEA: Nanoparticulas de alginato de calcio contendo 6leo essencial de alecrim.
ALG/CS OEA: Nanoparticulas de alginato/quitosana contendo 6leo essencial de alecrim. ALG OEL:
Nanoparticulas de alginato de calcio contendo éleo essencial de lavanda. ALG/CS OEL:

Nanoparticulas de alginato/quitosana contendo 6leo essencial de lavanda.

Foram obtidos valores negativos de potencial zeta para as nanoparticulas
revestidas com alginato e valores positivos para as nanoparticulas revestidas com
alginato/quitosana. Essa ja era um resultado esperado, uma vez que 0S grupos
carboxilicos presentes nas extremidades das cadeias de alginato sdo carregados
negativamente e os grupos amino protonados da quitosana possuem carga positiva.
Essa inversdao de cargas apo0s a adigdo de quitosana indica uma montagem bem
sucedida dos biopolimeros como materiais de parede.

Bagre et al (2013) desenvolveram nanoparticulas de quitosana revestidas
com alginato e observaram a inversao do potencial zeta de positivo (+39,3 mV) para
negativo (-31,0 mV). Li e colaboradores (2008) fizeram relatos semelhantes em seus
estudos de preparagdo de micrcapsulas de quitosana revestidas com alginato para
carrear uma proteina modelo.

O potencial zeta é um importante indicador da estabilidade de dispersdes de

nanoparticulas, onde uma carga elétrica mais elevada na superficie dos
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nanocarreadores impede a agregagdo das particulas devido as fortes forgas
repelentes entre elas (KEDAR et al. 2010; SAWANT e DODIYA, 2008). Em geral,
valores absolutos de potencial zeta acima de 30 mV sao considerados indicativos de
boa estabilidade (JACOBS et al. 2000; WISSING et al. 2004), enquanto valores
acima de 60 mV indicam excelente estabilidade. Valores na faixa de -5 mV a +5 mV
indicam uma rapida agregagao das particulas, enquanto valores em torno de 20 mV
fornecem apenas estabilidade de curto prazo.

No entanto, € importante notar que essa regra geral € aplicavel apenas a
surfactantes de baixo peso molecular e estabilizacdo elétrica pura, e ndo para
estabilizadores de peso molecular alto ou grande, que atuam principalmente por
estabilizagao estérica. Em tais casos, valores de potencial zeta de apenas 20 mV ou
até mais baixos podem fornecer estabilizagdo suficiente. E importante destacar que
as camadas adsorvidas de polimeros ou moléculas grandes deslocam o plano de
cisalhamento para uma distancia maior da superficie da particula, o que pode
resultar em uma reducao do potencial zeta medido. Isso significa que, mesmo para
superficies de particulas altamente carregadas, pode-se medir um potencial zeta
relativamente baixo. Apesar disso, as suspensdes ainda podem ser consideradas
estaveis (QUAGLIA et al. 2009).

Nanoparticulas de quitosana-alginato foram preparadas pela formagcao de
uma preé-gelificacdo ibnica de um nucleo de alginato que aprisiona a insulina,
seguida pela complexacdo do polieletrélito de quitosana. O potencial zeta do
complexo na proporcao de peso 3:1:1 foi de +3,89 mV. Ja na proporgdo de peso
3:2:1 e 3:3:1 aumentou ainda mais para +9,62 e +16,42 mV, respectivamente,
devido ao acumulo de cargas positivas excessivas de quitosana (MUKHOPADHYAY
et al. 2015).

A reticulagdo com ions célcio também pode afetar o potencial zeta em
nanoparticulas de alginato. Isso ocorre porque os ions calcio podem interagir com as
cargas negativas na superficie das particulas de alginato, reduzindo a densidade de
carga e, consequentemente, tornando o potencial zeta menos negativo (ZOU et al.
2016). A reducgao na densidade de carga pode ser atribuida a ligagdo dos ions calcio
com as cargas negativas na superficie das particulas de alginato, o que leva a uma
neutralizagédo parcial das cargas negativas. Essa redugao no potencial zeta pode ter
um efeito na estabilidade das nanoparticulas de alginato e deve ser considerada no

desenvolvimento de formulagdes baseadas em alginato.
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O estudo realizado por Mirti¢ e colaboradores (2018) analisou a formagéao de
nanoparticulas através da complexagdo do alginato com diferentes classes de
reticuladores. Os resultados mostraram que o potencial zeta das nanoparticulas de
alginato reticuladas com calcio foi de -10mV. Quando a complexagao foi realizada
utilizando quitosana/alginato, o potencial zeta obtido foi de -20mV. Além disso, os
pesquisadores observaram que a mudanga do potencial zeta de negativo para
positivo ocorreu quando a razdo molar atingiu 0,4, momento em que os agregados
comecgaram a se formar.

E importante lembrar que a estabilidade da formulacdo é afetada por varios
fatores, como pH, temperatura e outros ingredientes presentes na formulagao.
Portanto, & importante avaliar cuidadosamente a estabilidade da formulagcdo como

um todo, em vez de depender de apenas um ingrediente para fornecer estabilidade.

5.8 ESTABILIDADE FiSICA DAS DISPERSOES DE NANOPARTICULAS

A estabilidade de nanoparticulas € um aspecto critico na formulagdo de
sistemas carreadores, pois afeta diretamente a eficacia e seguranga do ativo. Uma
das principais caracteristicas de uma dispersao estavel é a sua capacidade de
resistir a mudancas nas propriedades fisico-quimicas ao longo do tempo. Por
exemplo, as mudancgas na distribuicdo de tamanho das particulas podem ser usadas
para monitorar a estabilidade da dispersdo. A formagcdo de agregados e a
sedimentagdo das nanoparticulas podem ser sinais de instabilidade quimica do
polimero ou demais matérias-primas (PHAN e HAES, 2019; SCHAFFAZICK et al,
2003).

Os dados de diametro, PDI e eficiéncia de encapsulacdo expressos em
funcao do tempo (1, 20 e 155 dias) sdo apresentados na Figura 23 para os sistemas
de nanoparticulas. A temperatura ambiente parece ser a condigao ideal para avaliar
a estabilidade devido ao custo, de forma que ndo sera necessario investir em

condi¢cdes de armazenamento.
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Figura 23 — Estabilidade fisica das dispersdes de nanoparticulas em fungao do
tempo a 25°C em termos de didmetro médio das particulas, indice de polidispersao

e eficiéncia de encapsulacgao.
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Legenda: Dp: Diametro médio das particulas. PDI: indice de polidispersdo. EE: Eficiéncia de
encapsulagdo. NP ALG OEA: Nanoparticulas de alginato de calcio contendo 6leo essencial de
alecrim. NP ALG/CS OEA: Nanoparticulas de alginato/quitosana contendo 6leo essencial de alecrim.
NP ALG OEL: Nanoparticulas de alginato contendo 6leo essencial de lavanda. NP ALG/CS OEL.:

Nanoparticulas de alginato/quitosana contendo 6leo essencial de lavanda.

A analise de variancia (ANOVA) por medidas repetidas foi utilizada para
comparar os resultados entre os grupos (NP ALG OEA, NP ALG OEL, NP ALG/CS
OEA, NP ALG/CS OEL) e o tempo (dia 1, dia 20 e dia 155), considerando o teste de
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esfericidade de Mauchly. ANOVA é uma técnica estatistica utilizada para avaliar se
as médias de trés ou mais grupos sao estatisticamente diferentes. A Tabela 7
apresenta a comparagao dos valores de diametro médio das particulas, indice de

polidispersao eficiéncia de encapsulagao de acordo com o tempo e 0s grupos.

Tabela 7 — Comparagao dos valores de didametro médio das particulas,

indice de polidispersao e eficiéncia de encapsulagao de acordo com o tempo € 0s

grupos.
Dia 1 Dia 20 Dia 155 Far; p-valor; ES
Dp (n=3)
NP ALG OEA 184,8 (27,3)Aa  204,0 (40,1)Aa  181,0 (35,8)Aa  Interacdo: Fs.=2,14;
p=0,167; ES= 0,45
NP ALG OEL 180,0 (8,5)Aa  186,2 (13,2)Aa  164,8 (15,9)Aa Tempo: F1,,= 2,28;
p=0,167; ES= 0,22
NP ALG/CS OEA  143,3 (8,6)Aa 163,1 (9,0)Aa  233,6 (79,6)Aa Grupo: Fs= 0,28;
p=0,837; ES= 0,10
NP ALG/CS OEL  179,0 (19,8)Aa  186,7 (30,7)Aa 2198 (74,3)Aa
PDI (n=3)
Interagao: Fs= 6,28;
NP ALG OEA 0,202 (0,022)Aa 0,293 (0,073)Ab 0,283 (0,018)Ab = 0 002: ES= 0.70
Tempo: F, = 19,60;
NP ALG OEL 0242(0,033)Aa 0,301 (0,036)Aa 0,125 (0,021)8b SR T L
NP ALG/CS OEA 0,271 (0,023)Aa 0,358 (0,027)Ab 0,312 (0,027)Aab  Grupo: Fs= 5,89;
p=0,020; ES= 0,69
NP ALG/CS OEL 0,304 (0,058)Aa 0,335 (0,049)Aa 0,252 (0,047)Aa
EE (n=3)
Interagao: F;=25,8;
NP ALG OEA 80,2 (3,0)Aa - 59,3 (4,1)Ab 0< 0.001: ES= 0,91
Tempo: F1 =314 ,1;
NP ALG OEL 78,9 (7,1)Aa - 24,9 (8,7)Bb o< 0.001: ES= 0,08
NP ALG/CS OEA 80,2 (3,0)Aa - 65,5 (1,2)Ab Grupo: Fa= 17,1;
p=0,001; ES= 0,87
NP ALG/CS OEL 85,2 (1,4)Aa - 34,8 (7,6)Bb

Legenda: Apresentacao dos dados: média (desvio padrao). Letras maiusculas diferentes representam
diferengas entre os grupos; letras minusculas diferentes representam diferengas no tempo. Teste de

ajuste por multiplas comparacdes: Bonferroni. ES: tamanho de efeito. Df: graus de liberdade.

Nao houve diferencas estatisticas significativas para a variavel Dp (Interagao:
Fs.=2,14; p= 0,167; ES= 0,45).

A variavel PDI apresentou diferengas estatisticas significativas para interagéao
(Fe= 6,28; p= 0,002; ES= 0,70). Na comparagéo entre os grupos, o grupo NP ALG
OEL apresentou valores significativamente mais baixos (x= 0,125+0,021) que os

outros grupos na avaliagao de 155 dias. Na comparagao de tempo, os grupos NP
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ALG OEA e NP ALG/CS OEA apresentaram valores mais elevados de PDI nas
avaliagdes de 20 (x=0,293 10,073 e x=0,358+0,027, respectivamente) e 155 dias
(x=0,283+0,018 e x=0,312+0,027, respectivamente), quando comparados com a
avaliagao do dia 1 (x=0,202+0,022 e x=0,271+0,023, respectivamente). O grupo NP
ALG OEL apresentou valores menores de PDI na avaliagdo do dia 155 (x=
0,125+0,021), quando comparado com as avaliagdes dos dias 1 e 20 (x=0,242
10,033 e x=0,301+0,036, respectivamente). Nao houve diferencas significativas ao
longo do tempo para o grupo NP ALG/CS OEL. Portanto, os valores de PDI foram
menores que 0,36 mesmo apods 155 dias. A dispersao com distribuicdo de tamanho
mais heterogénea foi a NP ALG/CS OEA e a mais homogénea foi a NP ALG OEL.

Para a variavel EE, houve diferencas estatisticamente significativas para
interagdo entre grupo e tempo (F3=25,8; p< 0,001; ES= 0,91). Nas comparacdes
multiplas, os grupos NP ALG OEA (x=59,3t4,1) e NP ALG/CS OEA (x=65,5%1,2)
apresentaram valores mais elevados de EE do que os grupos NP ALG OEL
(x=24,918,7) e NP ALG/CS OEL (x=34,8+7,6) na avaliacao do dia 155. Todos os
grupos apresentaram redugbes estatisticamente significativas no EE entre as
avaliacdes do dia 1 e do dia 155.

A diminuicdo da eficiéncia de encapsulagdao também indica que houve
liberacdo do dleo encapsulado ao longo do tempo. A complexidade da mistura de
substancias e a afinidade dos componentes com a camada polimérica podem afetar
a facilidade de difusdo das moléculas do 6leo. Além disso, a estrutura quimica dos
componentes individuais pode influenciar a estabilidade da emulsédo apds a
imobilizagdo na rede polimérica. De acordo com Oussalah et al. (2004), a
polaridade, a configuragao estrutural e os grupos funcionais dos componentes do
oleo essencial podem ter influéncia na estabilidade da emulsdo apds a imobilizagao
na rede polimérica (URUAKPA e ARNTFIELD, 2005).

Ademais, verifica-se que as amostras com o ativo, no decorrer do tempo de
estudo, permaneceram dentro da faixa de tamanho pretendida, mesmo
considerando o erro das medidas. Como exposto anteriormente, alteracdes no
didmetro médio das particulas ou PDI ao longo do tempo podem ser indicio de
agregacao, sedimentacao, flotagdo, ou até mesmo a decomposicao das mesmas
(SCHAFFAZICK et al. 2003).

Lertsutthiwong e colaboradores (2009) encapsularam éleo de curcuma por

emulsificagdo do 6leo em solugdo aquosa de alginato de sodio e gelificagdo com
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cloreto de calcio e quitosana, seguida da remog¢ao do solvente. Nanocapsulas de
alginato se agregam prontamente a 25 °C, portanto, foi levantada a hipétese de que
a reticulacao na superficie das nanocapsulas de alginato com quitosana poderia
melhorar a estabilidade fisica do produto da capsula. A suspensido de nanocapsulas
resultante foi armazenada a 4 °C e 25 °C e avaliada apés 0, 60 e 120 dias. Os dados
de estabilidade fisica mostraram que os tamanhos das nanocapsulas carregadas
com O6leo de acafrao nao diferiram significativamente (P > 0,05) em qualquer
temperatura durante o armazenamento. Esses resultados sugerem que o uso de
quitosana nas condi¢cdes estudadas fornece nanocapsulas com boa estabilidade
fisica. Isso pode ser devido ao efeito estabilizador do complexo polieletrdlito de
alginato e quitosana, que reduz a porosidade das particulas de alginato.

Os Oleos essenciais podem apresentar uma composicdo complexa e
diversificada de compostos quimicos, incluindo uma grande variedade de grupos
funcionais. No entanto, os principais grupos encontrados incluem hidrocarbonetos
alifaticos, cetonas, ésteres, alcoois e éteres. Outros grupos funcionais que podem
estar presentes em menor quantidade incluem terpenos, fendis, aldeidos, acidos
carboxilicos, entre outros. Na Figura 24 sdo apresentadas as estruturas quimicas
dos principais componentes presentes no 6leo essencial de alecrim (MICIC et al,
2021).

Figura 24 — Estrutura quimica dos principais componentes presentes no 6leo

essencial de alecrim.
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Fonte: Autoria propria.
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Os monoterpenos, como o a-pineno e o 1,8-cineol, podem interagir por meio
de ligagdes de hidrogénio e forcas de Van der Waals com outros compostos ou com
a matriz polimérica utilizada em um processo de encapsulagdo. Algumas moléculas
apresentam um anel cicloexano, que confere uma maior rigidez a sua estrutura e
permite interagcdes por meio de ligagdes de hidrogénio e forgcas de Van der Waals.
Além disso, o 6leo essencial de alecrim também contém acidos fendlicos, que
podem interagir com outros compostos por meio de ligagdes de hidrogénio e forcas
de Van der Waals.

Na Figura 25 sdo apresentadas as estruturas quimicas dos principais

componentes presentes no 6leo essencial de lavanda (WESOLOWSKA et al, 2010).

Figura 25 — Estrutura quimica dos principais componentes presentes no oleo

essencial de lavanda.
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Fonte: Autoria propria.

Os componentes majoritarios do 6leo essencial de lavanda sé&o os ésteres,
principalmente o acetato de linalila, e os alcodis, especialmente o linalol. Os ésteres
podem interagir por meio de ligagbes de hidrogénio e forcas de Van der Waals com
outros compostos ou com a matriz polimérica utilizada em um processo de
encapsulagao, enquanto os alcoois podem formar ligagées de hidrogénio com outras

moléculas, como acidos carboxilicos, por exemplo. Além disso, o 6leo essencial de
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lavanda também contém pequenas quantidades de terpenos e cetonas, que podem
interagir por meio de ligagdes de hidrogénio e forgcas de Van der Waals.

Nao foi realizada a variacdo das concentracbes de Oleos essenciais nos
testes iniciais de formulagédo. Esse fator, entretanto, poderia influenciar na eficiéncia
de encapsulacdo. Seria também uma forma de avaliar se esse sistema suportaria
uma maior quantidade de O6leo essencial. Vale ressaltar que a eficiéncia de
encapsulagéo pode também diminuir a medida que o teor de 6leo aumenta, pois a
capacidade de saturacido do polimero em 6leo pode ocorrer em concentracbes mais
baixas de 6leo essencial. Assim, é importante ter quantidades suficientes do material
de revestimento para encapsular o 6leo essencial (HOSSEINI et al, 2013a;
HOSSEINI et al, 2013b).

5.9 ESTABILIDADE ACELERADA DAS DISPERSOES DE NANOPARTICULAS

A estabilidade acelerada é outra forma de avaliar a estabilidade das
dispersdes e mensura sua capacidade de permanecer inalterada frente a aplicacao
de uma forga centrifuga. No equipamento, uma luz no comprimento de onda de 865
nm ilumina toda a célula contendo a amostra e a medida de transmisséo da luz é
feita em funcdo do tempo enquanto uma forga gravitacional é aplicada, acelerando
assim os fendmenos de instabilidade como sedimentagédo, agregagéo, coagulagéo,
floculagéo ou cremeacéo (formagéo do creaming) (CAVALCANTE et al. 2020).

A alteracdo no perfil de transmitancia descreve o movimento na interface
entre duas fases: a fase dispersa e o sedimento ou a fase dispersa e o creaming
(LERCHE, 2002). A unido desses perfis gera um grafico denominado de impressao
digital, uma vez que fornece informagdes sobre a cinética do processo de separagéo
(PEREIRA et al. 2018). O ensaio para a obtencao do grafico de impressao digital foi
realizado para os quatro sistemas de nanoparticulas, como mostra a Figura 26,
realizado com dispersées sem diluicdo prévia e simulando um tempo de

armazenamento de 90 dias.

Figura 26 - Graficos de impressao digital para as dispersdées de nanoparticulas.
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Legenda: (a) Nanoparticulas de alginato contendo 6leo essencial de alecrim, (b) Nanoparticulas de
alginato contendo 6leo essencial de lavanda, (c) Nanoparticulas de alginato/quitosana contendo éleo

essencial de alecrim e (d) Nanoparticulas de alginato/quitosana contendo 6leo essencial de lavanda.

Nos graficos de impresséao digital, o eixo das abcissas representa a posi¢ao a
partir do centro de rotacédo da centrifuga até o fundo da cubeta contendo a amostra.
O inicio da cubeta é em torno de 108 mm e o fundo, em 127 mm. Ja no eixo das
ordenadas € definida a porcentagem de luz transmitida através da amostra. Os
perfis de transmissao sao representativos da variacdo da concentracao de particulas
dentro da amostra (baixa transmissao significa alta concentragéo, alta transmissao
significa baixa concentragcdo) (SOBISCH e LERCHE, 2008). Conforme exposto
anteriormente, através do grafico de impressao digital é possivel caracterizar o
fendmeno de desestabilizagao e o tipo de dispersao caracteristica. Uma transmissao
nula significa um elevado teor de sdélidos e aspecto leitoso das dispersdes, que
impossibilitam a passagem da luz. Os perfis em verde, por exemplo, aumentam a
transmissao de luz.

O comportamento constante dos sistemas carreadores com relagao a alta %
inicial de transmissdo indica que eles se mantém estaveis. Para a Figura 26b e 26c,

esse comportamento se mantém durante toda a cubeta. Em 26a e 26d também é
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observado um comportamento estavel inicialmente, mas proximo ao fundo da cubeta
ha um aumento da transmissao de luz, o que pode indicar que as nanoparticulas se
deslocaram para superficie da dispersao, caracteristico de creaming.

O software da LUMiSizer® fornece ainda um parametro quantitativo, definido
a partir dos perfis de transmissédo, que permite comparar diferentes amostras em

estudo, o indice de instabilidade ou separagao, como mostra a Figura 27.

Figura 27 — indice de instabilidade para os sistemas carreadores. Ensaio realizado

com dispersdes sem dilui¢gao prévia.
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0,4 e —— 0,384

indice de instabilidade

0,259

0.0

ALG OEA ALGI/CS OEA ALG OEL ALG/CS OEL

Legenda: ALG OEA: Nanoparticulas de alginato de calcio contendo éleo essencial de alecrim.
ALG/CS OEA: Nanoparticulas de alginato/quitosana contendo 6leo essencial de alecrim. ALG OEL:
Nanoparticulas de alginato de calcio contendo 6leo essencial de lavanda. ALG/CS OEL:

Nanoparticulas de alginato/quitosana contendo 6leo essencial de lavanda.

Quando ocorre a desestabilizacdo do sistema, devido a formacgao de creme,
sedimentacgao, floculagdo, coalescéncia, aglomeragdo ou separacao de fases, a luz
transmitida através da amostra aumenta, causando maior separacdo dos perfis.
Esse processo € chamado de clarificagdo e o indice de separagao € calculado com

base na clarificacdo em um determinado tempo de separacdo, dividido pela
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clarificagdo maxima. O indice de separagao (IS) € um numero adimensional e varia
de 0 (mais estavel) a 1 (mais instavel) (LUM GMBH, 2020; ZIELINSKA et al 2018).

O valor de IS se comporta de maneira inversamente proporcional a
velocidade de perda de estabilidade dos sistemas, ou seja, quanto menor o indice,
menor a presenga de fendbmenos de desestabilizagdo e vice-versa (LERCHE, 2019).
Neste estudo, as nanoparticulas de alginato contendo 6leo essencial de alecrim
apresentaram o menor valor de IS provavelmente pelo fato de ser o sistema
empregado para realizagdo dos testes iniciais para determinagdo das melhores
condigbes experimentais. A dispersdo de nanoparticulas de alginato/quitosana
contendo 6leo essencial de alecrim apresentou maior valor de IS, sendo assim o
sistema menos estavel dentre os avaliados. Esse também foi o sistema que
apresentou anteriormente o maior valor de PDI em 150 dias.

Portanto, a estabilidade das nanoparticulas avaliada por LUMiSizer sugere
que as nanoparticulas produzidas tém boa estabilidade, com um tempo de vida de

prateleira de pelo menos 90 dias e baixo indice de separagao de fases.
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6 CONCLUSAO

Neste estudo, utilizou-se a técnica de emulsificacdo/gelificagcao idnica para
preparar dispersdes de nanoparticulas contendo 6leos essenciais de alecrim e
lavanda. As formulagbes consistiram em Tween 80 como surfactante, alginato como
primeira camada de revestimento e cloreto de calcio como agente de reticulagdo. A
quitosana foi utilizada como segunda camada de revestimento, formando um
complexo polieletrolitico. As dispersées de nanoparticulas apresentaram-se
visualmente homogéneas e translucidas, com tamanho variando entre 130 e 220
nm. Os valores de PDI foram inferiores a 0,35, indicando um sistema polidisperso,
conforme verificado pela técnica DLS.

As micrografias obtidas por TEM confirmam a formagdo de nanoparticulas
com distribuicdo heterogénea de tamanho. Algumas dessas particulas apresentam
uma forma irregular e estdo em estado agregado. A eficiéncia de encapsulagao foi
maior que 70% para as quatro dispersées de nanoparticulas avaliadas, tanto para o
O0leo essencial de alecrim quanto para o oleo essencial de lavanda, sendo
considerado um desempenho satisfatério quando se emprega biopolimeros como
material de parede.

Com relacdo a estabilidade fisica, as dispersbes mantiveram a faixa de
tamanho ao longo de 155 dias. As nanoparticulas contendo 6leo essencial de
alecrim apresentaram maior agregagédo do que as que continham 6leo essencial de
lavanda, evidenciado pelos valores de PDI obtidos. Além disso, a eficiéncia de
encapsulagcao das nanoparticulas com 6leo essencial de alecrim foi maior que as
contendo oleo essencial de lavanda.

Dessa forma, os sistemas carreadores desenvolvidos e analisados neste
estudo demonstram grande potencial para serem aplicados nas industrias téxtil,
cosmética e alimenticia, levando em consideragdo as propriedades dos 6leos

essenciais encapsulados e as caracteristicas das nanoparticulas desenvolvidas.
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