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RESUMO

Filmes compostos por uma matriz de alginato de sodio incorporados com nanoemulsdes do
6leo de limdo, copaiba e melaleuca foram produzidos e caracterizados neste trabalho. Para
isso, foram obtidas particulas de nanoemulsdo com tamanhos que variaram entre 67 — 277 nm.
Os filmes foram produzidos com o auxilio de um planejamento fatorial 2°, onde houve a
varia¢do no tamanho de particula de nanoemulsdo, na concentracdo de alginato (2% m/v e 3%
m/v) e na temperatura de secagem (temperatura ambiente e 45 °C). Depois de obtidos, 0s
filmes passaram por uma avaliacdo subjetiva, sendo classificados segundo sua
homogeneidade, continuidade e manuseabilidade, tornando possivel, escolher as melhores
condicdes de filmes a serem caracterizados. Através da analise de permeabilidade de vapor de
agua (WVP) verificou-se que os filmes de alginato de sddio incorporados com nanoemulsdes
do oleo de liméo, copaiba e melaleuca tornaram mais permeaveis ao vapor de dgua do que o
filme controle de alginato de sodio. Isso ocorreu, por causa da forte interacdo das
nanoemulsdes com a matriz de alginato causadas pelas ligacfes de hidrogénio. Nas analises
de TG e DSC foi possivel comprovar essas interacdes, pela analise da temperatura de
degradacédo (Td) e da temperatura de pico endotérmico (TPE) dos filmes, onde foi possivel
observar a estabilidade térmica dos filmes ap0ds a incorporagdo das nanoemulsdes. A analise
mecanica mostrou a influéncia da presenca de nanoemulsdes e do seu tamanho de particula
nos valores de tensdo, porcentagem de elongacdo e no modulo de elasticidade dos filmes.
Através das imagens produzidas por MEV foi possivel observar as diferentes morfologias dos

filmes quando incorporado diferentes particula de nanoemulsdes.

Palavras-chave — Alginato de sodio. Oleo de melaleuca Oleo de copaiba. Oleo de lim3o.
Nanoemulsdes. Curativos.



ABSTRACT

Were produced and characterized in this work films consisted of by a matrix of sodium
alginate where nanoemulsions of oils of lemon, copaiba and tea tree were incorporated. Were
produced nanoemulsion particles with sizes between 67 — 277 nm. The films were produced
using a factorial planning 23, where there was a variation in the size of the nanoemulsion
particles, alginate concentration (2% m/v e 3% m/v) and drying temperature (room
temperature and 45 °C). The films had a subjective evaluation and were classified according
to their homogeneity, continuity and manageability. With this was possible to choose the best
conditions for the production of the films which were able to be characterized. Water Vapor
Permeability (WVP) analysis show that the films of sodium alginate incorporated with
nanoemulsions of oils of lemon, copaiba and tea tree were more permeable to water vapor
than the sodium alginate control films due to strong interaction to the nanoemulsions with
alginate matrix caused by hydrogen bonds. TG and DSC analysis showed these interactions,
through the degradation temperature (Td) and the endothermic peak temperature (TPE) of the
films, where it was possible to observe the thermal stability of the films after the
incorporation of nanoemulsions. Mechanical analysis showed the influence of nanoemulsions
and its particle size in the tensile stress value, percentage elongation and elastic modulus of
the films. The images produced by SEM showed the different morphologies of the films when

incorporated with different particle nanoemulsions.

Keywords — Sodium alginate. Melaleuca oil. Copaiba oil. Lemon oil. Nanoemulsions.
Dressing.
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1 INTRODUCAO

A pele, o maior 6rgdo do corpo, é responsavel pela protecdo dos 6rgdos internos,
servindo como uma barreira contra 0s micro-organismos através de seu pH e de outras
substancias como o suor. Agentes fisicos e quimicos podem lesionar a pele provocando uma
ferida, que precisara se cicatrizar para que a mesma volte a sua funcdo natural, porém, se de
alguma forma o processo de cicatrizagdo for interrompido ou retardado, micro-organismos
poderéo atacé-la resultando em infeccdes, entre outros problemas**.

Para que a ferida se cicatrize, ela precisard de um ambiente propicio, ou seja, limpo,
com auséncia de fungos e bactérias. Entretanto, muitas vezes, isso ndo ocorrera naturalmente,
sendo necessaria a utilizacdo de curativos que cubram o local lesionado e auxiliem na
cicatrizacéo”.

O alginato de sédio (NaAlg) € um polimero natural que vem sendo amplamente
estudado na area de curativos®. O NaAlg é um copolimero anidnico de cadeias quimicas
lineares, formado por unidades monomericas de acidos 1,4-3-D-manurdnicos (M) e 1,4-a-L-
gulurdnicos (G) que se distribuem em blocos ao longo de suas cadeias. Esse polissacarideo é
extraido da parede celular de algas marinhas marrons na forma do acido alginico, que através
de processos quimicos resultam no alginato de sdio® °.

Apesar de ser muito utilizado como curativo para feridas, revestimento e aditivos nas
areas medicas, farmacéuticas e alimenticias, o alginato ndo possui atividades antimicrobianas,
atua apenas como uma barreira seletiva, que mantém o controle da umidade, realiza trocas
gasosas com o ambiente, entre outros®.

A atividade antimicrobiana necesséaria para a pele ferida fica por conta dos materiais
ativos, como por exemplo, 6leos essenciais. Os 0Oleos essenciais sdo0 materiais 0leosos em
temperatura ambiente e de odor agradavel, obtidos através da extracdo de plantas e até
animais, por técnicas de destilacdo e muito utilizados nas industrias farmacéuticas e
cosméticas’.

O oleo de limdo (Citrus limon L.) é um 0leo essencial extraido do limoeiro, produtor
do limdo. Este Oleo é claro e volatil, apresentando 0s seguintes componentes: limoneno,
linalol, y-terpineno, citral (neral e geranial), entre outros. Sua composi¢do, rica em
monoterpenos, é a responsavel por suas caracteristicas bioativas (bactericida, fungicida, etc.)®.

Outros 06leos essenciais interessantes sdo 0s 6leos de copaiba e melaleuca. O 6leo de
copaiba é extraido do tronco da arvore de copaiba, possui cor amarelada e apresenta

principios ativos inibidores de bactérias e fungos, incluindo ago anti-inflamatéria®**.



A érvore de melaleuca, conhecida também como arvore do chd, é encontrada em
climas tropicais e subtropicais, centralizados na Australia, Indonésia e llhas do Oceano
indico™. Dela é extraido o 6leo de melaleuca, rico em monoterpenos, sendo que, o mais

13,14

abundante é o terpinen-4-ol (40% do 0leo) Este 6leo, devido a suas propriedades

antimicrobianas, é muito utilizado em tratamentos de doencas ou lesdes superficiais presentes
na pele 114,

Para que possam ser utilizados como principios bioativos nos curativos, 0s 6leos
essenciais precisam ser incorporados nos mesmos. Devido a sua caracteristica hidrofobica, a
incorporacdo dos Oleos é dificultada, sendo assim, a aplicagdo na forma de nanoemulsGes é
uma boa alternativa para sua incorporacéo em uma matriz polimérica >*°. As nanoemulsdes
sdo emulsdes em escala nanométrica, formadas por duas fases imisciveis unidas por um
surfactante (tenso-ativo), como € o caso do 6leo e da agua. Um material utilizado na forma de
nanoemulsdes tem suas propriedades fisicas e quimicas melhoradas, aléem de suas atividades
biologicas aumentadas, devido a uma melhor distribuicdo das particulas de nanoemulsdo na
superficie®"®.

Na literatura, ndo sdo encontrados estudos sobre filmes de alginato de sddio
incorporados com nanoemulsdes dos 6leos limédo, copaiba e melaleuca para aplicacdo como
curativos. Entretanto, existem diversos estudos sobre a utilizacao de alginatos como curativos,
inclusive como transportador de farmacos”.

Liakos et al.*®

estudaram a encapsulacdo de dleos essenciais de elicriso italico,
camomila azul, canela, lavanda, arvore do cha (melaleuca), hortela-pimenta, eucalipto, capim-
limdo e limdo em filmes de alginato como curativos, entretanto, os 6leos ndo foram
incorporados na forma de nanoemulsdo, como realizado neste trabalho.

Sendo assim, apesar dos estudos encontrados na literatura sobre a utilizacdo do NaAlg
como protecdo da pele ferida, hd a necessidade de mais pesquisas voltadas para a
incorporacdo do NaAlg com materiais ativos naturais, como é o caso dos 6leos essenciais,
atendendo as necessidades bioativas que um ferimento precisa para se cicatrizar. Os 6leos
essenciais podem atuar como um complemento bioativo para o NaAlg, pois além de biocidas
possuem aroma agradavel, o que € bom em diversos aspectos para o individuo ferido. Sendo
que, a incorporacdo dos 6leos na matriz de NaAlg na forma de nanoemulsbes potencializa

ainda mais seus efeitos, sendo um diferencial neste trabalho.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 ALGINATO DE SODIO

Dentre os varios polimeros naturais, o alginato de sddio é um polissacarideo extraido
de algas marinhas marrons (castanhas) na forma de &cido alginico, o qual através de reacdes
com uma base forte (hidroxido de sodio) forma o sal de alginato de sddio™.

O alginato de sédio é um copolimero que possui cadeia quimica anibnica linear,
formada por unidades monossacarideas dos acidos 1,4-R-D-manurénicos (M) e 1,4-o-L-
gulurdnicos (G) que se organizam na forma de blocos?®#. A Figura 1 mostra essas unidades
monossacarideas presentes no alginato de sodio e como elas se organizam nas cadeias
quimicas de alginato.

Figura 1 - Esquema representativo dos monossacarideos presentes no alginato de sédio e dos blocos
formados. — S
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Fonte: Prdprio autor



A proporcédo de &cidos 1,4-8-D-manurénicos (M) e 1,4-a-L-gulurdnicos (G) presentes
no alginato influencia diretamente os filmes e geis resultantes, isto é, quando a quantidade dos
acidos 1,4-a-L-gulurénico é maior que a dos &cidos 1,4-R-D-manurénicos, os filmes ou géis
tem como caracteristica serem mais rigidos. Porém, se o acido 1,4-R-D-manurénico estiver
presente em maior quantidade no alginato, os filmes e 0s géis resultantes serdo mais
elasticos®.

O alginato de sodio é considerado um biopolimero por apresentar caracteristicas
biocompativeis e ndo tdxicas, porém ele ndo apresenta propriedades ativas, sendo assim ele é
muito utilizado pelas inddstrias como aditivo alimenticio, cosmético, farmacéutico, além de
aplicagcdes como agente estabilizante para materiais dentarios, curativos, medicina
regenerativa, entre outros.

Os polimeros naturais, como o alginato, tem sido amplamente utilizados em aplicagdes
como curativos. Segundo Momoh et al.>, que desenvolveu e caracterizou curativos de alginato
para entrega de proteinas na pele lesionada, a utilizacdo de curativos de alginato potencializa a

entrega de proteina terapéutica na ferida, ocasionando uma melhora na cicatrizagéo.

2.1.1 Polissacarideos

Os polissacarideos sdo formados por varias unidades de monossacarideos em arranjos
lineares. Na natureza, estima-se que 90 % de toda massa de carboidratos esteja na forma de
polissacarideos, os quais, cientificamente sio denominados glicanos?®. Os polissacarideos
podem ser encontrados, também, em paredes celulares de algas marinhas, sendo especificos
para cada espécie de algas e desempenha papeis fundamentais e complexos, como por
exemplo, armazenamento de energia®*.

Polissacarideos podem ser classificados como homoglicanos e heteroglicanos. Quando
formado por unidades monoméricas iguais, ou seja, quando suas unidades glicosidicas forem
do mesmo tipo, serdo denominados homoglicanos. Porém, se sua formagdo for composta por
duas ou mais unidades monossacaridicas diferentes, ele serda um heteroglicano. Quando o
polissacarideo for heteroglicano e possuir duas unidades glicosidicas ele serd& um di-
heteroglicano, se possuir trés unidades serda um tri-heteroglicano e assim por diante,

dependendo da quantidade de glicosideos®.



2.1.2 Producéo comercial

Os alginatos foram descobertos por um farmacéutico britanico chamado E. C. Stanford
na década de 1880 e sua producdo industrial teve inicio em 1929. Os alginatos mais
comerciaveis sdo o0s sais alcalinos e alcalinos terrosos de acido alginico, sendo o alginato de
sodio o mais encontrado®2%%,

Ha& cerca de trés décadas a Europa, EUA e Japdo eram responsaveis por quase toda
extracdo de alginatos, porém na década de 1980 surgiram novos produtores na China, que
comegaram com pequenas producgdes locais, mas que na década de 1990 ja competiam no
mercado ocidental de alginato®’.

A producdo de algas marinhas em escala comercial tem crescido consideravelmente
dentro do comeércio mundial. Atualmente, as algas tem sido responsaveis pela producéo de
46% da biomassa da agricultura marinha mundial. Tendo diversas aplicagdes, inclusive no

comércio alimenticio?.

2.2 OLEOS ESSENCIAIS

Os 0Oleos essenciais (OE) séo liquidos oleosos em temperatura ambiente de aroma
agradavel. Sao materiais ativos extraidos das plantas (raizes, caules, cascas, folhas, flores e
frutos) e em alguns casos de animais. Usam-se técnicas de destilacdo, prensagem a frio,
maceracao, entre outras, para sua extragdo. Apresentam aroma e, muitas vezes, sabor
agradavel e distinto, tornando-os muito utilizados por industrias aromatizantes e de perfume’.

Devido a sua atividade biocida (bactericida, antiviral, fungicida) comprovada, os OEs
se tornaram alvo de diversas pesquisas, como a de Mayaud et al.?®, que investigou as
atividades microbianas de 13 tipos diferentes de OE contra 65 cepas de bactérias, e concluiu
que houve eficacia nas atividades dos OEs contra as bactérias, estando, essa atividade,
relacionada com a composi¢do quimica dos mesmos.

Os OEs, devido ao seu aroma agradavel, sdo utilizados como agentes terapéuticos
alternativos. A aromoterapia € uma terapia alternativa e complementar da medicina
convencional, que utiliza os OEs como agentes terapéuticos no tratamento de diversas
doencas.

Devido a comprovacdo de suas propriedades antissépticas e de sua permeabilidade na

pele, os OEs, através de seus compostos volateis, sdo utilizados por inalacdo, aplicacdo ou



banhos na aromaterapia, onde através do aroma emanado dos 6¢leos é possivel ajudar a mente
e 0 corpo de uma pessoa®.

Essas propriedades fazem com que os OEs sejam usados, também, em outras &reas tais
como: conservantes de alimentos, neste caso sua aplicacdo pode ser na forma de filmes
comestiveis; na area farmacéutica; encapsulados em pomadas; cremes; xaropes; supositorios;
aerossois e sprays e, inclusive, na area médica em tratamentos de doencas infecciosas e

quimioterapia®®,

2.2.1 Composicao

A composi¢do quimica dos OEs é muito importante na sua atuacdo como biocidas.

1.4 em um estudo sobre a efetividade do 6leo de alecrim e de seus constituintes

Isman et a
analisados separadamente, constatou que a efetividade da combinacdo dos compostos
quimicos em tal OE foi mais eficiente contra as larvas de lepiddpteros do que quando esses
compostos eram individualizados. Assim, foi mostrado que, muitas vezes, a biocidade do 0leo
é resultado do efeito combinado de seus componentes quimicos, sendo essa combinacao,
caracteristica para cada 0Oleo.

Os OEs apresentam uma composi¢do complexa, em alguns casos chegam a conter
mais de 100 componentes, sendo poucos 0s que possuem algum componente dominante. Cada
componente tem suas caracteristicas e funcGes no 0leo sendo responsaveis pelo aroma e
sabor, podendo atuar de forma combinada ou anulando um ao outro ***°. Os componentes

quimicos presentes nos 6leos podem ser assim classificados:

I.  Terpenos: hidrocarbonetos (CsHg), mostrados na Tabela 1

Tabela 1 - Hidrocarbonetos presentes nos OEs

Valor de n Quantidade de Carbono Nomenclatura
2 Cio Monoterpenos
3 Cis Sesquiterpenos
4 Cao Diterpenos
6 Cao Triterpenos

Fonte: Proprio autor



1.  Derivados oxigenados dos hidrocarbonetos.

Os compostos hidrocarbonetos oxigenados derivados do terpeno sdo os alcodis,
aldeidos, cetonas, &cidos, ésteres, entre outros. Os quais sdo responsaveis pelos sabores e

aromas dos 6leos.
1. Compostos aromaticos (benzenos)
Muito abundante nos OEs, se apresentam em funcdes oxigenadas dos terpenos.

2.3 OLEO DE LIMAO: ASPECTOS GERAIS

Os 0Oleos essenciais citricos (OEC) sdo Oleos extraidos de plantas pertencentes ao
género Citrus, e sdo considerados uns dos 0Oleos mais populares devido a sua grande
producdo. Eles sdo responsaveis pela maior parte da demanda comercial devido a sua
variedade de sabores e fragrancias caracteristicas®".

A variedade de compostos presentes nos OEC é ampla, tendo em torno de 20 a 60
componentes, dos quais 85-99% sdo compostos volateis®. Alguns dos compostos volateis

presentes nos OEC sdo mostrados na Tabela 2.

Tabela 2 - Compostos volateis presentes nos OEC

Terpenos Alguns compostos presentes nos OEC

Limoneno, y-terpineno, a-pineno, a-terpineno,
Monoterpenos ]
terpinoleno, entre outros

) Valenceno, 3-elemeno, R-cariofileno, B-copaeno, entre
Sesquiterpenos

outros.
Alcoois linalol, a-terpineol, entre outros
Terpenos = - -
; P Aldeidos citronelal, geranial, entre outros
oxigenados
Cetonas 3-heptanona, carvone, entre outros

Fonte: Adaptada de Ruiz et al.*

O 6leo de limdo (Citrus limon L.) é extraido do limoeiro, uma arvore nativa da Asia,
pertencente a familia das Rutaceae, a qual produz em estacdo prdpria uma fruta conhecida
como limdo. O liméo é considerado uma das principais frutas dentro do género Citrus, atras

apenas das laranjas e tangerinas. O 6leo de limdo é um composto volatil de cor clara, que
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apresenta em sua composicao: limoneno, linalol, y-terpineno, citral (neral e geranial), entre
outros®.

Os monoterpenos (terpenos) presentes nos éleos de limao sdo responsaveis pela maior
parte de suas caracteristicas bioativas contra fungos, insetos e bactérias, como é o caso das
bactérias P. vulgaris, S. aureus, causadoras de infeccdes em nosso corpo®. A bioatividade

|.38

contra insetos foi evidenciada por Campolo et al.”®, onde o dleo de limdo teve efeito toxico,

apresentando atividade fumigante, contra o besouro de farinha (T. confusum). A Figura 2

mostra alguns terpenos que estdo presentes no dleo essencial de liméo.

Figura 2 — Alguns dos terpenos presentes no 6leo de limdo.
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Fonte: Proprio autor

Ying et al.*®

testou os efeitos anticarie do 6leo de limdo contra bactérias cariogénicas
orais, como a Streptococcus mutans (S. mutans), concluindo que o 6leo de limdo apresenta
forte inibicdo contra o crescimento e adesdo das bactérias nos testes realizados na superficie
de vidro e na superficie esmaltada contendo saliva.

Além das propriedades bioativas do Gleo essencial de limdo, ficou comprovada em
estudos, sua eficacia na aromaterapia contra os sintomas de ndusea e vomitos em mulheres

durante a gravidez. Kia et al.*’

realizou um ensaio clinico em 100 mulheres gestantes com
nauseas e vomitos, tratadas através de inalacdo, com Gleo essencial de limdo assim que
sentiam naduseas. Consequentemente foi concluido que o aroma do 6leo é eficaz em reduzir
esses sintomas.

Liakos et al.'®

estudaram a encapsulacdo do dleo de limdo em filmes de alginato de
sodio para potencial aplicacdo como curativo e observaram que o 6leo de liméo foi eficaz na

inibicdo das bactérias E. coli e C. albicans.



2.4 OLEOS DE COPAIBA: ASPECTOS GERAIS

As copaibeiras sdo arvores do género Copaifera, da familia das Fabaceae, as quais
possuem 72 espécies comuns na América latina e Africa Ocidental. Dentre as 72 espécies de
copaibas, 20 espécies, sdo encontradas no Brasil, principalmente no Amazonas e Para.
Vivendo cerca de 400 anos, as copaibeiras, atingem a altura de 25 a 40 metros e apresentam
em sua &rvore cascas aromaticas, folhagens densas, frutos e flores *42.

Além da madeira de boa qualidade, a copaiba possui um 6éleo-resina, o qual é extraido
de seu tronco. A extracdo direta do tronco € utilizada por ser menos agressiva a arvore e ndo
causar seu desmatamento. O 6leo-resina de copaiba € um liquido transparente que varia da
coloracdo amarela a marrom, composto por uma parte resinosa (diterpenos), ndo volatil (55 a
60% do dleo), utilizada como balsamo, e também pelo 6leo essencial (volatil) que é composto
por sesquiterpenos (oxigenados e hidrocarbonetos)®. Alguns dos diterpenos e sesquiterpenos

presentes no 6leo-resina de copaiba sdo mostrados nas Figuras 3 e 4.

Figura 3 — Diterpenos presentes no 6leo-resina de copaiba.
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Fonte: Proprio autor

Figura 4 — Sesquiterpenos presentes no éleo-resina de copaiba
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O O6leo-resina de copaiba apresenta diversas propriedades bioativas. Pieri et al.'?

analisou o efeito de inibicdo do 6leo-resina de copaiba, dividindo-a em resina e parte volatil
(6leo essencial), contra 20 bactérias isoladas da placa dentarias de cdes. Em tal trabalho,
identificou-se que o 6leo resina foi eficiente na inibicdo contra as bactérias, e que a parte
volatil do 6leo foi a que inibiu a maior quantidade de bactérias (17 das isoladas), quando
comparada a parte resinosa nao volatil (8 bactérias inibidas) e ao dleo-resina intacto (16
bactérias inibidas).

Morelli et al.'!

, investigou as propriedades do 6éleo-resina de copaiba incorporado em
filmes de poli (acido lactico) e folhas de papel com potencial aplicagdo como bioembalagens
e observou a efetividade do 6éleo contra a bactéria gram-positiva Bacillus subtilis, a qual teve
sua proliferacdo inibida em todos os filmes testados.

O dleo-resina de copaiba apresenta, além da atividade antimicrobiana, atividade anti-
inflamatdria e por isso é utilizado em cremes para varias partes do corpo, inclusive contra

infeccdo vaginal®

, uma vez que, estudos mostram que o Oleo-resina de copaiba ndo causa
problemas para a mae nem para o feto durante a gravidez quando aplicado®.

Svetlichny et al.**, desenvolveu nanoparticulas contendo 6leo essencial de copaiba,
testou sua atividade bioativa in vitro contra duas leveduras (Candida krusei e C. parapsilosis)
e contra fungos patogénicos da pele humana (Trichophyton rubrum e Microsporum canis) e
concluiu que houve a bioatividade do 6leo contra os agentes testados, a qual foi melhorada
com a nanoencapsulacdo do mesmo.

Santos et al.*®

estudou a incorporacdo de Oleos essenciais (dentre estes o0 Oleo de
copaiba) em filmes de quitosana para utilizacdo como revestimentos em filés de tilapia e
observou que o revestimento do peixes com os filmes melhorou a qualidade do pescado e

prolongou sua vida atil nas prateleiras.

2.5 OLEO DE MELALEUCA: ASPECTOS GERAIS

A Melaleuca é um dos géneros da familia das Myrtaceae, que comporta 130 géneros e
mais de 3000 espécies distribuidas pelo mundo, encontradas principalmente em climas
tropicais e subtropicais. O género Melaleuca é constituido de 230 espécies, centralizadas na
Australia, Indonésia e llhas do Oceano indico®?.

Além da Melaleuca alternifolia, que é umas das principais produtoras de Oleo
essencial, outras espécies de Melaleuca, também sdo fontes de 6leo de melaleuca, sendo estas:

M. linariifoilia, M. dissitiflora, M. uncinata, M. cajuputi e M. quenervia *2.
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Da arvore de melaleuca, conhecida também como arvore do ch, é extraido um éleo
essencial rico em monoterpenos, como mostra a Figura 5. O 6leo de melaleuca contém em sua
composicao cerca de 100 componentes, sendo que, um de seus compostos mais abundantes é

o terpinen-4-ol, o qual representa 40% do 6leo™ .

Figura 5 — Terpenos presentes no 6leo de melaleuca

CH

terpinen-4-ol y- terpineno o- terpineno 1,8- cineol

p- cimeno a- terpineol limoneno

Fonte: Proprio autor

O oleo de melaleuca nédo é considerado toxico, a ndo ser quando aplicado ou ingerido
em quantidades muito altas. Porém, quando administrado de forma correta e moderada este
Oleo pode ser utilizado em diversos tratamentos, incluindo candidiase oral e acne, devido a

sua atividade antimicrobiana®® .

1.2, realizou uma revisdo de evidéncias clinicas do uso do 6leo de

Hammer et a
melaleuca em produtos de tratamento contra a acne e concluiu que, esses produtos foram
efetivos na reducdo da acne na pele de paciente com lesbes leves e moderadas. E que a
eficicia desses produtos estd relacionada a atividade antimicrobiana e anti-inflamatéria do
Oleo.

Alguns dos componentes presentes no 6leo de malaleuca (terpinen-4-ol, terpinoleno,
a-terpineno e a-terpineol) mostraram fortes atividades inibidoras contra a Propionibacterium
acnes e Staphylococcus aureus (bactérias responsaveis pela inflamacéo da pele e producédo de
acne). Sendo que, o terpinen-4-ol € um dos maiores responsaveis pela eficacia antibacteriana
do 6leo de melaleuca, além de ndo causar irritacio significativa da pele '.

O oleo de melaleuca também se mostrou inibidor contra as bactérias E. coli e C.
albicans, quando encapsulado em filmes de alginato de sodio®®,
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Dentro os diversos tratamentos realizados na pele por esse 0Oleo, ha estudos da
utilizacdo do dleo de melaleuca no tratamento de verrugas presentes nas mados de pacientes
pediatricos. O estudo realizado mostrou que o 6leo de melaleuca foi de grande sucesso contra
a verruga, atuando também na reepitelizacio da pele *.

Ha relatos na literatura de tratamentos diretos com 6leo de melaleuca contra células
cancerigenas. A porcentagem de 6leo analisada em um estudo realizado por Ireland et al.*,
mostrou-se diretamente e seletivamente citotoxica para as células tumorais em camundongos
com tumores subcutaneos.

O 6leo de melaleuca € utilizado também contra infec¢des bacterianas, virais, fungicas,
por protozoérios, dermatite, seborreia, gengivite cronica, cicatrizacdo de feridas, além de sua

eficiéncia no tratamento contra piolhos™ °*.

2.6 NANOEMULSOES

A emulsdo, mostrada na Figura 6, € um sistema formado por duas fases imisciveis
unidas por um surfactante (tenso-ativo). Uma emulsdo é considerada 6leo/agua (O/A) quando
uma fase de 6leo é dispersa em uma fase continua de dgua e agua/éleo (A/O) quando uma fase
de 4gua é dispersa em uma fase continua de 6leo™.

As nanoemulsdes sdo sistemas de emulséo de O/A ou A/O com tamanho de particulas
em escalas nanométricas, ou seja, particulas que sdo bem menores que as particulas presentes
no sistema das emulsées. A Figura 7, mostra de forma ilustrativa a diferenca entre a emulséo

e a nanoemulsao.

Figura 6 — Desenho representativo de uma emulséo
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Fonte: Prdprio autor
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Figura 7 — Desenho representativo relacionando emulsio e nanoemulséo
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Fonte: Préprio autor

Devido a sua ampla utilizacdo na literatura as nanoemulsdes apresentam diversas
terminologias, podendo ser encontradas em alguns artigos como: miniemulsdo, emulsdes-
ultrafinas, entre outros'>,

De acordo com o tamanho de particula de nanoemulsdo, ela podera ser dividida em
dois grupos: sendo transparente e translicida quando apresentar tamanho entre 50-200 nm e
opalescentes com tamanho superior a 500 nm. Quanto menor o tamanho da particula de
nanoemulsdo melhor sera sua distribuicdo em determinada area e melhor sera sua
estabilidade, fazendo com que a nanoemulséo seja eficiente no transporte de farmacos ativos,
melhorando as propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas do material em que forem
aplicadas™ '®

As nanoemulsdes ndo se formam espontaneamente, sendo assim, necessaria a
utilizacdo de dispositivos mecanicos que fornecam energia para sua formacao, tais como 0s
equipamentos de alta rotacdo, alta pressdo e os ultrassdnicos, que promovem o cisalhamento
das goticulas de 6leo® 3,

A eficiéncia da aplicacdo de drogas em forma de nanoemulsdo tem sido relatada em

diversos estudos. Maté et al.>

investigou a melhora do efeito antimicrobiano do p-limoneno
contra a Listeria monocytogenes utilizando tratamento térmico e concluiu que, quando
comparado com a aplicacdo direta de p-limoneno, as nanoemulsdes de D-limoneno reduziram
100 vezes a resisténcia ao calor da L. monocytogenes. Isso mostra que a utilizacdo de

nanoemulsao pode reduzir a intensidade de tratamento térmico em alimento.
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Nanoemulsdes contendo 6leos essenciais foram produzidas por Trujillo et al.>*. Estas
potencializaram as atividades contra a bactéria Escherichia coli, quando comparada as
emulsdes e tornaram evidente sua vantagem em sistema de distribuicdo de aromatizantes e

conservantes em inddstrias alimenticias.

2.7 PELE: LESAO, FERIDA, CICATRIZACAO E CURATIVO

A pele é o maior 6rgdo humano, atuando como uma interface entre nossos demais
6rgdos internos e o ambiente externo, protegendo-os de: influencias quimicas, bioldgicas,
mecanicas e térmicas. A divisdo da pele se d& em trés camadas principais: epiderme, derme e
hipoderme’, como mostrado no desenho representativo da Figura 8.

Figura 8 — Desenho representativo da pele: epiderme, derme e hipoderme
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Fonte: Préprio autor

Na hipoderme fica o tecido conjuntivo subcutaneo, gordura e vasos sanguineos. Ja a
epiderme (10-100 pm) é composta por queratindcitos (atuam como barreira mecanica),
milandcitos (responsaveis pelo pigmento da pele), células de Langerhans (antigenos) e células
de Markel (sensibilidade tatil). A derme, mais espessa que a epiderme, é composta por vasos
sanguineos que transportam nutrientes, residuos, entre outros, dentro da pele®.

Além de ser um regulador homeostatico, controlando a perda de calor e de agua, a pele
intacta possui um pH que juntamente com o suor sdo responsaveis pela sua protecdo contra 0s
micro-organismos presentes na mesma, no entanto, a pele pode ser, em algumas ocasides,

muito fragil e sofrer algum tipo de lesdo ou trauma. A consequéncia de uma pele lesionada é a
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ferida, que depois de realizada, faz com que a pele comece a passar por reagcdes complexas a
fim de restaurar sua integridade natural®.

A ferida pode ser classificada de duas formas: normal (espessura parcial afetada) e
cronica (espessura total afetada). A ferida normal afeta a camada exterior da pele (epiderme),
ndo é profunda, podendo atingir de maneira superficial a derme. Possui como caracteristica a
ocorréncia de vermelhidao, inflamacdo, dor, pouco sangramento e causa danos minimos,
podendo ser curada em pouco tempo e apresentando anatomia final e funcionalidade
resultantes satisfatorias’.

Por outro lado, uma ferida cronica pode afetar e destruir as trés camadas da pele,
correndo o risco de atingir musculos e 0ssos. Quando ocorre uma lesdo cronica, a cicatrizacao
e regeneracdo da pele ndo ocorrem de maneira ordenada, parando o processo de cicatrizagdo
no estagio de inflamagé&o, resultando em uma méa ou nenhuma cicatrizacao, aléem de dificultar
a reepitalizacdo da pele?.

A cicatrizagdo de uma ferida inicia-se com a inflamag&o do trauma, onde nos
primeiros 10 minutos ha um aumento da circulacdo sanguinea, acarretando vermelhidéo,
edema, aumento de temperatura na regido e dor. A circulacdo sanguinea facilita a mobilizacédo
das células circulatorias, enquanto o sangramento protege a lesdo e limpa o ferimento
preenchendo-o°.

Apo0s a coagulacdo do sangue, os glébulos brancos presentes no sangue comegam a
migrar para a ferida com o intuito de combater 0s micro-organismos presentes nas mesmas.
Em seguida ocorre a producdo das células endoteliais, causando a angiogénese e a infiltracéo
dos macrégafos, formando o tecido de granulacéo, seguida pela formacao do tecido cicatrical,
formado com colageno e fracamente vascularizado, que apds um tempo resultard na pele
cicatrizada’.

Os curativos tém como finalidade cobrir a éarea lesionada da pele, atuando
temporariamente como se fossem uma pele intacta, protegendo o interior da pele contra os
micro-organismos e contra os fatores de risco externos, para que a ferida ndo venha
infeccionar, ndo cicatrizando. O curativo ideal tem que proteger a ferida, manter um ambiente
favoravel para cicatrizacdo e permitir que a pele respire; ndo pode ser toxico e tem que
possuir caracteristicas bioativas (antimicrobianas)®.

Como observado nesta revisao bibliografica, encontra-se na literatura diversos estudos
sobre a aplicacdo do alginato de sddio como curativos, assim como, estudos sobre as diversas

atividades bioativas dos 0leos essenciais de limdo, copaiba e melaleuca. Entretanto, ndo se
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encontra nenhum estudo realizado com filmes de alginato de sddio incorporado com
nanoemulsdes dos Oleos de melaleuca, limdo e copaiba para uma potencial aplicacdo como
curativo.

Sendo assim, devido a grande caréncia deste tipo de trabalho nesta area, os autores
deste trabalho propuseram a producdo e caracterizacdo de filmes de alginato de sddio
incorporados com as nanoemulsdes dos 6leos essenciais de limédo, copaiba e melaleuca, a fim

de estudar os efeitos das particulas de nanoemulsdo nos filmes.
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3 OBJETIVO

3.1 OBJETIVO GERAL

Este trabalho tem como objetivo a producdo de filmes de alginato de sddio
incorporados com nanoemulsdes de 6leo de limdo, melaleuca e copaiba visando uma futura
aplicacdo como curativo. Pretendendo estudar as interagcdes que ocorrem entre as particulas de
nanoemulsbes e a matriz de alginato e como isso pode influenciar nas propriedades dos

filmes.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

% Avaliar a influéncia da velocidade de rotacdo na producdo de nanoemulsédo, a fim de
descobrir a melhor forma da producéo de particula de nanoemulséo.

++ Caracterizar as nanoemulsdes quanto ao seu tamanho.

% Determinar as melhores condi¢fes de producédo dos filmes e classificar os melhores
guanto a sua homogeneidade, continuidade e manuseabilidade.

¢+ Caracterizar os melhores filmes quanto a interacdo entre as nanoemulsdes e a matriz

de alginato e quanto as suas propriedades térmicas, mecanicas e de barreira.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 MATERIAIS

Alginato de sodio; o alginato utilizado foi da Cromoline (Diadema — SP)
Tenso-ativo Tween 80; Oxiteno (Sao Paulo — SP)

v
v
v" Oleo essencial de liméo siciliano; Ferquima (Vargem Grande Paulista — SP)
v" Oleo essencial de melaleuca; Ferquima (Vargem Grande Paulista — SP)

v

Oleo copaiba balsamo; Ferquima (Vargem Grande Paulista — SP)

4.2 METODOS
4.2.1 Preparacao das nanoemulsdes

Foram produzidas solucdes contendo 6leos essenciais de melaleuca, limédo, copaiba e
Tween 80 em agua. Estas foram agitadas em um homogeneizador Ultra-Turrax (Marconi-

MA102), como mostrado na Figura 9.

Figura 9 — Solucdo de 6leo essencial, Tween e dgua sendo agitada no Turrax

Fonte: Prdprio autor
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As concentracOes de 6leo essencial e Tween 80 utilizadas sdo mostradas na Tabela 3.
Sendo que, a solugéo que apresentou melhor aspecto visual, ou seja, auséncia de separacao de
fases ou sedimentagdo foi a solugdo 2. A qual foi utilizada na producdo dos filmes deste
trabalho.

Tabela 3 - Solugbes de 6leo essencial e Tween 80 em agua

Concentracao 6leo essencial (m/v) Concentragéo Tween 80 (m/v)

Solugéo 1 2% 1,5%
Solucéo 2 1% 0,75 %

Fonte: Proprio autor

As solucdes foram agitadas utilizando a velocidade de rotacdo e o tempo mostrados na
Tabela 4. As suspensdes obtidas foram avaliadas visualmente quanto a presenca de
sedimentados ou ndo, opalescéncia e homogeneidade da solucédo e separacdo ou ndo de fase

apos periodo de repouso.

Tabela 4 - Velocidade de rotagdo e tempo utilizado na preparacdo das nanoemulsoes

Velocidade de rotacgéo (rpm) Tempo (min)
Agitacdo 1 12000 3 a 5 minutos
Agitacao 2 15000 3 a 5 minutos

Fonte: Proprio autor

4.2.2 Tamanho médio das particulas nas nanoemulsdes

Através da técnica de Espalhamento Dinamico da Luz (DLS, Dynamic Light
Scattering), foram realizadas as medidas de tamanho médio das particulas presentes nas
nanoemulsGes. As medidas foram feitas no aparelho Zetasizer Nano Series (Malvern

Instruments Inc. USA). As analises foram feitas em triplicata na temperatura de 25 °C.

4.2.3 Preparacao dos filmes

Os filmes foram produzidos utilizando a técnica de casting, que consistiu na
dissolucdo do alginato de sddio (em pd) nas nanoemulsdes sob agitacdo, até sua completa
dissolucdo. A solucdo polimérica foi deixada em repouso por 24 horas para eliminacdo de
bolhas. A diferenca do tipo de filme se deu pela variacdo da concentracdo de alginato (2% e
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3% m/v), diferenca na velocidade de rotacdo para o preparo das nanoemulsdes (Tabela 4) e
pela variagdo de temperatura na secagem (Temperatura ambiente ou estufa - 45 °C).

Apos a eliminacdo das bolhas, as solugfes poliméricas foram depositadas em um
suporte de poliéster e colocadas em uma superficie plana para serem secas durante 24 horas,

conforme mostra a Figura 10.

Figura 10 — Esquema de secagem dos filmes secos em temperatura ambiente

Fonte: Préprio autor

4.2.4 Determinacdo da espessura

As espessuras dos filmes foram obtidas através de um micrometro digital (No. 7326,
Mitutoyo Manufacturing, Japan). Foram realizadas 3 analises em trés diferentes areas do

filme. O micrdémetro utilizado apresentava precisao e 0,001 mm.

4.2.5 Permeabilidade ao vapor de agua (WVP)

Para as analises de WV/P foi utilizado o método adaptado da norma ASTM E96-80°,

I, Os filmes foram cortados na forma de um

como descrita na literatura por Mchugh et a
circulo com 5 cm de diametro e colocados em cima de placas de Teflon®, as quais
comportavam 6 ml de agua destilada. Uma segunda placa foi colocada por cima da primeira e
ambas foram fixadas por parafusos, como mostra a Figura 11. As analises foram feitas em

triplicata para todos os filmes.
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Figura 11- Placas de Teflon® utilizadas na anélise de WP

il Placas de
: Teflon®
6 ml de agua
Molde para
cortar a Amostra
amostra

Fonte: Préprio autor

As placas com os filmes foram colocadas em uma estufa com a temperatura controlada
de 25+ 1 °C e 40 *+ 3 % de umidade. Foi utilizada silica para o controle da umidade interna.
Foram feitas pesagens periddicas das placas (hora em hora) e suas massas foram anotadas
para utilizacdo na determinacéo da WVP.

Através dos valores de WVTR (Velocidade de transmissdo de vapor de agua), foi

determinado o valor de WVP para os filmes, utilizado as Equacfes de 1 a 3.

Velocidade de transmissio de vapor de Agua (WVTR) = perda demassa do jilme (1)

area do filme

mw.P.D.In[{P-p2)/ (P—p1)]

WVTR = ()
RT.z
WVTR
WVP = 3
(pz—tﬂ)y (3)

Onde: mw ¢é a massa molar da agua (18 g/ mol), D € a difusividade do vapor de agua
pelo ar a 298 K (0,102 m?/ s), P é a pressdo total (1 atm), p; é a pressdo de vapor a 298 K, R é
a constante do gases ( 82,1 x 10° m* atm/ g mol K), z é a altura média que o gés inerte atinge,
p2 (Pressdo parcial de vapor da parte inferior do filme), ps (Pressdo parcial de vapor da parte

superior do filme) e y (Espessura média dos filmes).
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4.2.6 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

As analises da morfologia dos filmes foram obtidas usando um microscopio eletronico
de varredura computadorizado da marca ZEISS modelo EVO LS15, da Unesp de Ilha solteira,
com voltagem de 12 kV. Os filmes foram fixados em uma fita de carbono dupla face e
metalizados por um Sputter Coater (metalizador) da marca Quorum, modelo Q150 T, durante
um minuto e meio para que houvesse a deposicdo de uma fina camada de ouro sobre eles.

Para essa analise, as amostras foram colocadas em um dessecador de vidro com silica
em gel durante 24 horas, para eliminacdo da umidade presente no filme. Somente ap6s esse
periodo é que os filmes foram cortados para a analise.

4.2.7 Propriedades térmicas

A fim de analisar o comportamento térmico dos filmes incorporados com as
nanoemulsdes dos Oleos em relagdo aos filmes controle de alginato puro, foram realizadas as
analises de TG e DSC dos mesmos. Através dessas analises foi possivel observar a variacéo
da Temperatura de degradacédo (Td) e da Temperatura de pico endotérmico (TPE) quando
incorporada as nanoemulsdes na matriz de alginato.

O estudo da temperatura de degradacdo (Td) nos filmes, também é importante para
avaliar a estabilidade térmica dos filmes de alginato de sodio incorporado com as

nanoemulsdes dos 6leos.

4.2.7.1 Analise Termogravimétrica (TG)

As analises termogravimétricas foram realizadas no equipamento TGA Q-500. Uma
massa entre 5 e 8 mg de amostra foi utilizada nessa analise, as quais foram colocadas em uma
panela de platina e analisadas com a seguinte programacdo: rampa de aguecimento até
600 °C, razdo de aquecimento de 10 °C/min para cada amostra e vazdo de ar sintético de
60 mL/min.

4.2.7.2 Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)

As andlises de Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC) foram realizadas por um

equipamento da TA Instruments Q 100, do modelo Standard Cell FC.
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Foram utilizados de 5 a 8 mg de amostras nas andlises, as quais foram colocadas em
uma panela de aluminio, seladas e colocadas no equipamento para analise. A programacao
realizada foi: uma rampa de aquecimento de -70 a 210 °C, com raz&o de 10 °C/min e vazéo
50 mL/min de gé&s nitrogénio.

4.2.8 Espectroscopia no Infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR) adaptada
com a Técnica de Refletancia Total Atenuada (ATR)

Para analisar qualitativamente a incorporacdo das nanoemulsdes dos éleos de liméo,
melaleuca e copaiba na matriz de alginato, foi realizada a analise de Refletancia Total
Atenuada (ATR) nas amostras (FASM, FASL e FASC), no filme controle de alginato de
sodio e nos OE puros.

A analise de ATR foi feita atraves de um acessorio colocado no equipamento de FT-
IR, o qual é composto por um feixe de luz refletido internamente pela superficie do
equipamento. Quando o filme ou o 6leo é colocado na superficie refletora, a luz o penetra até
a profundidade de alguns micrometros, produzindo assim um espectro infravermelho, como

mostra a Figura 12.

Figura 12- Desenho representativo da analise de ATR

¥ Amosira (filme)

Feixe
Infravermelho . J
Cristal e Ee e e e

Fonte: Préprio autor

Para a producdo dos espectros de ATR dos filmes foram utilizados 128 varreduras de
4000 a 650 cm™, com resolucdo de 2 cm™. J4 para os 6leos foram utilizadas 96 varreduras,
com resolucdo de 2 cm™ . As analises foram feitas no espectrofotdmetro NEXUS 670, Nicolet

Instrument Corporation.
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4.2.9 Propriedades Mecanicas

Para a determinagdo da resisténcia mecanica dos filmes produzidos neste trabalho, foi
realizada a andlise de tensdo x deformacdo, utilizando o teste de tragdo. Os filmes foram
cortados em forma de gravata como especificado no método ASTM D882-97°': tendo 13 mm
de largura e 100 mm de comprimento. Foram medidas as espessuras em trés regides diferentes
de cada amostra. Em seguida, foram colocados em um dessecador com umidade controlada,
na temperatura de 25 = 1 °C durante 24 horas antes do teste. Os testes foram realizados em
temperatura ambiente, em um equipamento da marca Instron, modelo 3369. A velocidade de
tracionamento utilizada foi de 10 mm/min.

A deformagéo (€) dos filmes foi determinada pela Equagdo 4, onde L e Ly sé&o os
comprimentos de elongacdo do filme durante o experimento e o comprimento inicial do

filme®®, respectivamente.
e =1In(L/Lo) (4)

Através da medicdo da forca necessaria para se romper o filme, foi determinada a
tensao (o). A qual foi calculada pela Equacao 5, onde F ¢ o valor da for¢a de ruptura exercida
e S é a area seccional do filme®®.

c=F/S (5

O mddulo de elasticidade (E) foi calculado pela inclinacdo inicial da curva tensdo-

deformacao obtida®®,
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 NANOEMULSOES

Na Figura 13, é mostrado o tamanho médio das nanoemulsbes de acordo com a
velocidade de rotacdo. E possivel observar que ocorreu uma variagdo no tamanho das
particulas conforme foi aumentada a velocidade de rotagéo.

No caso das nanoemulsdes com particulas menores, devido a alta velocidade de
rotacdo, as moléculas de éleo colidem entre si, ocorrendo o cisalhamento das mesmas. Como
resultado, ha a formagdo de nanoemulsdes com tamanhos menores de particulas. Ja em
rotagdbes com menor velocidade, esse efeito tem menor intensidade, resultando em

nanoemulsdo com particulas maiores.

Figura 13 - Valores de tamanho médio das nanoemulsdes dos 6leos em relacdo a velocidade de agitacdo. A
barra de erros indica o desvio padréo.
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Velocidade de agitagdo (rpm)

Fonte: Préprio autor

As nanoemulsGes permaneceram estaveis apds serem produzidas, mostrando-se
eficientes as velocidades de rotacdes utilizadas na analise. Como podemos observar na Figura
14, que mostra a fotografia digital das nanoemulsdes dos 6leos com tamanho de particula
maior, ndo ocorreu a formacdo de precipitado e nem separacdo de fase apds a preparacdo. A
suspensdo do 6leo de melaleuca é bem mais translicida que as suspensdes dos demais 6leos,

iSSO acontece, pois quanto maior o tamanho da particula de nanoemulsdo mais opaca sera a
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suspensdo, devido a dificuldade da passagem de luz na mesma, sendo assim é possivel ter um

indicio da diferenca de tamanho de particulas®®.

Figura 14 — Fotografia digital das nanoemuls6es produzidas com menor rotacdo (12000 rpm) e maior rotacdo
(15000 rpm)

Nanoemulsdes de / 1 Nanoemulsdes de
melaleuca : limao

Fonte: Préprio autor

5.2 PREPARACOES DOS FILMES DE ALGINATO DE SODIO INCORPORADOS COM
NANOEMULSOES DE OLEO DE MELALEUCA, LIMAO E COPAIBA

Foi realizado um planejamento fatorial 22 para a producéo dos filmes que, depois de
prontos passaram por uma avaliacdo subjetiva para classifica-los segundo sua continuidade
(auséncia de fratura ou ruptura apos secagem), homogeneidade (auséncia de particulas
visiveis a olho nu, opacidade) e manuseabilidade (manusear o filme sem riscos de ruptura)®.

O planejamento fatorial 23, mostrado na Tabela 5, é composto por 2 niveis (+ e -) e 3
variaveis (A, B e C): onde a variavel A representava a porcentagem de alginato (m/v), a B o
tamanho da particula de nanoemulsédo (maiores ou menores, de acordo com a velocidade de
rotacdo) e C a temperatura de secagem. O nivel superior (+) representava maiores valores
trabalhados e nivel inferior (-) menores valores trabalhados.

Com o auxilio do planejamento fatorial foram produzidos 8 filmes para cada éleo
essencial trabalhado (limédo, copaiba e melaleuca), chegando ao total de 24 filmes. Depois de
produzidos, estes foram avaliados subjetivamente e classificados como: excelente, bom ou

deficiente.
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Tabela 5 - Planejamento fatorial 2° para aquisicao dos filmes

Variaveis Nivel inferior (-) Nivel superior (+)
A Concentracédo de 2% (m/v) de Concentracédo de 3% (m/v) de
alginato alginato
5 Tamanho: nanoemulsédo menor Tamanho: nanoemulsdo maior
(15.000 rpm) (12.000 rpm)
C Secagem em temperatura ambiente Secagema 45 °C

Fonte: Proprio autor

Foi possivel observar no experimento de avaliacdo subjetiva, mostrados na Tabela 6,
para 0s FASC, que comegou a aparecer classificacbes como excelente para os resultados de
continuidade, homogeneidade e manuseabilidade, a partir do experimento 6 (filme 6). Ja os
experimentos dos filmes de 1 a 5 apresentaram resultados mais deficientes. Dados

semelhantes foram obervados para os FASL, como mostrado na Tabela 7.

Tabela 6 - Avaliacdo subjetiva FASC

: Variaveis Avaliacgdo subjetiva
Filmes
Al B| C Continuidade Homogeneidade Manuseabilidade
1 + | + + u ° ®
2 -+t [ ] [ | [ |
3 + - + [ ] ° [ |
4 -l -+ ° [ | [ |
5 + | + - ° ] )
6 - +] - ° v 4
7 + | - = ° v v
8 - | - = v v v

¥ excelente; ® boa; m deficiente.
Fonte: Proprio autor

Na Tabela 8 os melhores resultados (classificacdo excelente) sdo para os filmes 5, 7 e
8. Assim, com esses resultados foi possivel classificar as condi¢cGes 6timas para a producédo

dos melhores filmes. Sendo que, somente estes foram caracterizados.
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Tabela 7 - Avaliagdo subjetiva dos FASL

Filmes Variaveis Avaliacao subjetiva
Al B| C Continuidade Homogeneidade Manuseabilidade
1 + +| + ° n °
2 -+ + ° ° °
3 + - + ° ° v
4 - -+ ° ™ =
5 +| +| - ° ° °
6 -+ - v ° v
7 + - - ° v v
8 - - - v v v

¥ excelente; ® boa; m deficiente.

Tabela 8 - Avaliacdo subjetiva dos FASM

Fonte: Proprio autor

Filmes Variaveis Avaliacéo subjetiva
Al B| C Continuidade Homogeneidade Manuseabilidade
1 +| +| + ° ™ °
2 -+ + ° ] °
3 + -] + ° ° °
4 -+ . = .
5 + [ +| - ° ° v
6 -+ - ° ° °
7 + - | - ° ° v
38 - | - - v v °

¥ excelente; ® boa; m deficiente.

Fonte: Proprio autor
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5.3 CARACTERIZAGOES DOS FILMES

5.3.1 Analise de permeabilidade a vapor de agua (WVP)

Tabela 9 - Espessuras das amostras de filmes utilizadas na analise de WVP

FASM Espessura (mm) FASL Espessura (mm) FASC Espessura (mm)
3% MN> 0,06 + 0,01 3%LN> _ 3% CN> _
2% MN> _ 29LN> 0,04 £ 0,01 2% CN> 0,030
3% MN< 0,05 + 0,01 3%LN< 0,07 £ 0,02 3% CN< 0,06 £ 0,01
29%MN< 0,03 0,01 2%LN< 0,04 + 0,01 29%6CN< 0,04 + 0,01
Alginato 2% (m/v) 0,02 £0,01
Alginato 3% (m/v) 0,03 £0,01

Fonte: Préprio autor

Como mostrado na Figura 15, ocorreu um aumento significativo no valor de
permeabilidade de vapor de agua (WVP) para os filmes de alginato de sodio incorporado com
as nanoemulsGes dos dleos em relacdo aos filmes controle de alginato de sodio.

Figura 15 — Valores de WVP para os filmes controle de alginato de sodio e para os FASL, FASM e FASC.

Séo apresentados os valores médios e a barra de erros indica o desvio padréo.
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Fonte: Prdprio autor
Dados semelhantes foram encontrados também na literatura para a incorporacéo de

outros 6leos com a presenca de tenso-ativos, porém ndo incorporados na forma de
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nanoemuls&o, em uma matriz de alginato®. Kavoosi et al.®?, em seu trabalho, produziu filmes
de gelatina incorporados com Oleo de Zataria e afirmou que valor de WVP depende da
interacdo hidrdéfilo-hidréfobo presente no filme.

Os filmes com 3% de alginato e menores tamanhos de particulas de nanoemulsdes
tiveram maiores valores de WVP, isto pode estar relacionado com o tamanho das particulas de
nanoemulsdo e com a concentracdo de alginato presente no filme.

As particulas de nanoemulsdes possuem uma parte hidrofébica que interage com o
6leo e uma parte hidrofilica que interage com a agua durante sua formacg&o. Depois dos filmes
produzidos e secos a parte hidrofilica deixa de interagir com a 4gua que evapora e passa a
interagir com as cadeias de alginato através de ligacdes de hidrogénio®. Essa interacdo com o
alginato ocorre mais abundantemente em filmes com nanoemulsdes de particulas menores do
gque com nanoemulsdes de particulas maiores, devido a sua melhor distribuicdo ao longo da
matriz de alginato e a sua maior area de contato.

Como ilustrado na Figura 16, as particulas de nanoemulsdes podem interagir tanto
com as hidroxilas, quanto com o0s grupos carboxilatos presentes na matriz de alginato de
sodio.

Figura 16 — InteracBes das nanoemuls@es com a matriz de alginato de sodio através de ligagdes de
hidrogénio formadas pelos grupos hidroxilas e carboxilatos presentes nos filmes
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gaces de hidrogénio formadas com as

hidroxilas, que estdo em maior quantidade. Ja os grupos carboxilatos sdo mais estaveis devido
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as duas ligacGes presentes no carbono (O-Na e C=0), que dificulta as liga¢des de hidrogénio
com as particulas de nanoemulsao.

As Figuras 17 e 18 ilustram como as interacGes que ocorrem entre as particulas de
nanoemulsdes e a matriz de alginato de s6dio podem influenciar no aumento ou diminuigdo
da WVP. Como dito anteriormente, as interacfes entre as particulas de nanoemulsbes e a
matriz de alginato de s6dio ocorrem mais abundantemente em filmes incorporados com
nanoemulsdes de particulas menores, devido a sua melhor distribuicdo ao longo da matriz de
alginato.

Na Figura 17 (a), devido ao menor tamanho e a maior quantidade de particulas de
nanoemulsdes presentes, hd uma maior ocorréncia de interacdes com a matriz de alginato na
Figura 17 (a) do que na Figura 17 (b), fazendo com que as particulas de nanoemulsdes

“ignorem” a passagem de vapor de dgua pelo filme, e consequentemente aumente a WVP.

Figura 17 — Desenho representativo das interagdes hidrofilo-hidréfobo das nanoemulsées de OE com a
matriz de alginato: (a) particulas de nanoemulsGes menores e (b) particulas de nanoemulsdes maiores

a)

Vapor permeante Vapor permeante

[

<% ---> Nanoemulsio

Ui I

Fonte: Prdprio autor

A diminuicdo da concentracao de alginato na producdo dos filmes também dificulta a
passagem de vapor de &gua e diminui significativamente os valores de WVP. Isso ocorre,

pois, uma matriz com menos grupamento polares, ou seja, menor concentracdo de alginato
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pode ndo interagir com todas as particulas de nanoemulsbes presentes nos filmes, fazendo

com que elas dificultem a passagem de vapor de &gua, como mostra a Figura 18(b).

Entretanto, aumentando a concentragdo de alginato, aumenta-se também a quantidade

de grupamentos polares, 0s quais interagem com as nanoemulsdes que antes estavam livres.

Essa interagdo faz com que os vapores de agua passem livremente, aumentando os valores de

WVP como pode ser visto na Figura 18 (a).

Figura 18 — Desenho representativo do efeito da porcentagem de alginato no valor de WVP: Proporgao

de NaAlg/ OE (a) 3:1 e (b) 2:1
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Fonte: Préprio autor

b) Proporcdo 2:1

Vapor permeante
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5.3.2 Anédlise Termogravimétrica (TG)

Como observado na analise de WVP e posteriormente na analise te ATR, as particulas
de nanoemulsdes interagem com a matriz de alginato de sodio devido as ligacbes de
hidrogénio. Assim, sua Td dependerd do efeito coletivo das interacdes desses materiais no
filme, sendo diferentes das propriedades do alginato de sodio e dos 6leos essenciais puros®.

E de extrema importancia conhecer a Td dos filmes, pois se esses materiais forem
produzidos em escala industrial poderdo ser processados em temperatura elevada para
diminuir o tempo de processamento e acelerar a producdo. Sendo assim, € necessario
conhecer a Td das amostras para conhecer o limite de degradacédo dos mesmos.

Para isso, foi realizada a analise Termogravimétrica (TG) das amostras, ou seja, a
variagdo da perda de massa das mesmas em fungdo da temperatura. Assim como, a analise
Termogravimétrica derivada (DTG), onde sdo obtidas curvas que correspondem a derivada
primeira da curva de TG.

5.3.2.1 TG do filme controle de Alginato de sodio

A Figura 19 mostra as curvas de TG/DTG em fungéo da temperatura do filme controle

de alginato de sodio.

Figura 19 - Curvas de TG/DTG para o filme de alginato de sédio

T | T T | T T T 2.0
100 -
80 -
] %)
- e
X 604 S
~ (9]
443
o Q
© =
b3 o
40 - 8
20 -
0 : , : | : | : | . | . 0.0
0 100 200 300 400 500 600

Temperatura (°C)

Fonte: Proprio autor
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Na Figura 19 é possivel observar que o filme de alginato de sddio tem comportamento
semelhante ao encontrado na literatura, isto é, até 100°C h& desidratacdo da amostra. Isso
ocorre devido ao elevado teor de umidade nos filmes de alginato, que esta relacionado com as
ligagdes de hidrogénio entre os grupos hidroxilos da cadeia de alginato e as moléculas de agua
que ndo evaporaram com a secagem dos filmes®.

Apo6s o processo de desidratacdo, acima de cerca de 220 °C inicia-se a decomposi¢do
da amostra, sendo tal temperatura a Td. Isso se deve a varios processos complexos, que
comeca com a desidratacdo de anéis sacarideos e decomposicéo das cadeias poliméricas com
a liberacio de agua, CO, e CH, *.

A decomposicdo da amostra é seguida por pequenos eventos térmicos de pouca
definicdo nas curvas de TG/DTG até tornar-se um material carbonizado. O material
carbonizado decompde-se acima de 500 °C na forma de Na,COs, indo até aproximadamente
600 °C, onde 22% da massa inicial da amostra permanecer como residuo *>°%¢,

O residuo formado pode estar relacionado com o sodio e com 0s materiais inorganicos

residuais das algas marinhas marrons, uma vez que o alginato é extraido de fontes naturais®.
5.3.2.2 TG e DTG das amostras de FASM

Na Figura 20, é possivel observar as curvas de TG em funcdo da temperatura para 0s
FASM. Até aproximadamente 120°C houve a perda de agua que ainda estava presente nos
filmes, como também observado na curva de TG do filme controle de alginato e, em seguida,
iniciou-se o processo de degradacao.

Todos 0os FASM apresentaram uma Td maior que o filme controle de alginato, porém,
degradaram mais rapido. Isso esta relacionado com a forte interacdo entre a matriz de alginato
de sodio e as nanoemulsdes dos 6leos presentes nos filmes de melaleuca. A Tabela 10 mostra

as Td do filme controle de alginato de sddio e as dos FASM.

Tabela 10 - Temperatura de degradacéo do filme controle de alginato de sddio e dos FASM

Tamanho médio de particula

Filmes de nanoemulséo (nm) Td(*C)
Filme controle de Alginato de sodio Sem nanoemulséo 220
FASM — 3% MN< 674 226
FASM - 29%6MN< 674 236
FASM - 3%MN> 187+ 4 227

Fonte: Proprio autor
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Figura 20 — Curvas de TG/DTG para os FASM: (a) Filme controle de alginato de sddio, (b) 2%MN<, (c) 3%MN>
e (d) 3%MN<
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Fonte: Proprio autor

E possivel observar na Figura 20 que o filme (d) decomp®e-se primeiro que os demais.
Isso pode estar relacionado com o tamanho de suas particulas de nanoemulsdes que, pelo fato
de serem menores, interagem com mais regiées da matriz de alginato, resultando em um filme
com menor Td.

A Td do filme (d) esta préxima a Td do filme (c), pois suas particulas de nanoemulséo,
apesar de serem menores, podem ter se aglomerado, como observado na micrografia da
analise de Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) da Figura 29 (b), o que influenciou
emsua Td .

Os aglomerados de nanoemulsdes do filme (d) sdo menores que os do filme (c), e essa
diferenca de tamanho pode ter influenciado no processo de degradacdo do segundo evento
térmico, pois o filme (d) degrada-se mais rapido que o (c) podendo ser um indicio da melhor

interacdo do (d) com a cadeia polimérica, devido ao seu menor tamanho de particula.
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Excepcionalmente na curva de TG dos FASM, o filme (b) com 3%MN<, apesar de ter
0 mesmo tamanho de particulas de nanoemulsdo que o filmes (d), teve Td maior. Isso pode
estar relacionado com a menor concentracao de alginato de sodio utilizada no filme (b), o que
ocasionou a diminuigédo dos grupos hidroxilas presentes no mesmo.

Como as nanoemulsGes do 6leo de melaleuca foi uma das que mais interagiu com a
matriz de alginato, a auséncia de grupos hidroxilas fez com que as particulas de nanoemulsdo
interagissem entre si e, ainda, com as poucas hidroxilas presentes nas cadeias de alginato,
formando aglomerados maiores que os presentes no filme (d), aumentando a interagdo em
alguns pontos, amarrando as cadeias e aumentando sua Td. Como exemplificado na Figura
21.

Figura 21 - Desenho representativo da interagdo das nanoemulsdes do 6leo melaleuca com a matriz de alginato
de sddio. Proporcdo NaAlg/OE de 2:1.
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Fonte: Préprio autor

Na Figura 20, no intervalo entre 325 °C e 375 °C ha um terceiro evento térmico com
menor perda de massa em relacdo ao segundo evento, que pode estar relacionado a quebra e
degradacdo de alguma parte da cadeia polimérica que ndo se decompds no primeiro evento
térmico ®>°°,
Esse evento foi maior nos FASM do que no filme controle de alginato. 1sso pode estar
ocorrendo, pois as nanoemulsdes dos 6leos podem ter aumentado a combustdo na queima dos
filmes com a liberacdo agua, CO,, CH4 e Na,CO3, formando menos material carbonizado, o

65,66,67

qual se decompds na forma de Na,CO; em temperaturas menores . Resultado na
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decomposicdo completa dos FASM, sem nenhum material residual em aproximadamente
600 °C.

5.3.2.3 TG e DTG das amostras FASL

A Figura 22 mostra as curvas de TG dos FASL. Até aproximadamente 120 °C houve
uma perda de massa referente a desidratacdo da amostra. Todos os FASL comecaram a
degradar-se depois do filme controle de alginato, porém os filmes (c) e (d) degradaram
primeiro, devido ao menor tamanho das particulas de nanoemulsdo, o que resultou em uma
maior interacdo com a matriz de alginato de sédio.

Figura 22 — Curvas de TG/DTG para os FASL.: (a) Filme controle de alginato de sodio, (b) 2%LN>, (c)
3%LN< e (d) 2%LN<
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Devido o tamanho das particulas de nanoemulsdes do filme (b) ser maiores, ele
demorou em chegar ao seu pico maximo de degradacdo. O maior tamanho de particulas
causou uma menor distribuigdo das nanoemulsdes e uma menor interacdo com a matriz de
alginato, aumentando a interacdo entre as cadeias quimicas de alginato de sddio, fazendo com
que o filme (b) demorasse a degradar.

O termograma dos FASL apresentou, no intervalo entre 310 °C e 380 °C, um terceiro
evento térmico com menor perda de massa em relacdo ao segundo evento, assim como 0s
FASM. Essa perda pode estar relacionada com uma liberacdo agua, CO,, CH,; e Na,CO;
nessas temperaturas®*®®, diferente do filme controle de alginato de sédio que teve pouca
perda de massa nessa regido. Resultando na decomposicdo completa dos FASL, sem nenhum
material residual em aproximadamente 600 °C.

A Tabela 11 mostra os valores de temperatura de degradacédo (Td) do filme controle de

alginato de sodio e dos FASL.

Tabela 11 - Temperatura de degradacéo do filme controle de alginato de sédio e dos FASL

] Tamanho médio de particula
Filmes B Td (°C)
de nanoemulséo (nm)

Filme controle de Alginato de sodio Sem nanoemulséo 220
FASL — 3%MN< 88+5 224
FASL - 29%MN< 88+5 228
FASL - 29%MN> 277 +£12 222

Fonte: Proprio autor

5.3.2.4 TG e DTG das amostras FASC

A Figura 23 mostra as curvas de TG dos FASC. Nela é possivel observar que os FASC
apresentaram Td maiores que a do filme controle de alginato, com excecdo do filme (a) que
comegou a degradar-se primeiro, tendo uma perda brusca de massa em aproximadamente
209 °C.

Por causa de sua composicdo, formada por uma parte volétil e uma parte resinosa’, o
Oleo de copaiba foi o que menos interagiu, na forma de nanoemulsdo, com a matriz de

alginato.
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A perda brusca de massa do filme (a) em torno de 209 °C, pode estar relacionada a
decomposicdo da parte resinosa do 6leo de copaiba, que ndo interagiu totalmente com a
matriz alginato. A falta de interagcdo pode ter ocorrido devido a necessidade de usar-se mais
tenso-ativo (Tween) durante a producdo das nanoemulsdes. A falta de Tween resultou na
formacdo de aglomerados de 6leo, os quais degradaram primeiro.

Na literatura, segundo Morelli et al.**, o termograma do 6leo de copaiba apresenta dois
picos de degradacdo com valores em aproximadamente 210°C e 290°C. O pico em 209 °C do
filme (a) esta préximo do valor do pico em 210 °C encontrado na literatura, o que pode ser
mais um indicio de que essa perda de massa € do 6leo que ndo interagiu.

Isso pode ser observado também, nas micrografias da analise de microscopia
eletrnica de varredura (MEV) presente neste trabalho.

Figura 23 — Curvas de TG/DTG para os FASC: (a) 2%CN>, (b) Filme controle de alginato de sddio, (c)
29%CN< e (d) 3%CN<
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Assim como nos FASM e FASL, os FASC apresentaram no intervalo entre 285 °C e
380 °C, um terceiro evento térmico, com maior perda de massa em relacdo ao filme controle

de alginato de sodio. Que pode estar relacionado com a liberagdo 4gua, CO,, CH,4e Na,CO3 *
66, 67
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A Tabela 12 mostra os valores Td do filme controle de alginato de sodio e dos FASC.

Tabela 12 - Temperatura de degradacéo do filme controle de alginato de sddio e dos FASC

] Tamanho médio de particula
Filmes N Td (°C)
de nanoemulséo (nm)

Filme controle de Alginato de sédio Sem nanoemulsdo 220
FASC - 3%MN< 97 +4 230
FASC - 29%0MN< 97+ 4 223
FASC - 2%MN> 272 +19 209

Fonte: Proprio autor

5.3.3 Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC)

O DSC e uma técnica de caracterizagdo que mede a diferenca no fluxo de calor de uma
amostra e um material de referéncia enguanto estes passam por um aguecimento ou
resfriamento controlado®.

A presenca da TPE® e ndo das Tg dos filmes pode ter ocorrido devido &
hidrofilicidade do polimero e de suas fortes interacGes com a agua. As ligacdes de hidrogénio
presentes no polissacarideo (alginato) e nos demais reagentes utilizados nos filmes, podem

70,71

ocasionar a formacdo de diferentes tipos de agua durante sua produgédo ™', como observada

no fluxograma da Figura 24:

Figura 24 — Fluxograma dos tipos de aguas que interagem com os filmes

[ Agua n3o ligada ] Agua ligada
v X
1

Fonte: Proprio autor

A agua “livre” é um tipo de agua que interage fracamente com o polimero, podendo
ser removida do mesmo pelo processo de secagem, no caso dos filmes por “casting”.
Apresenta temperatura de fusdo/cristalizacdo e entalpia ndo muito diferente da 4gua comum™.

No caso das aguas ligadas, existem dois tipos, a agua congelavel e a ndo congelavel. A
agua ndo congelavel esta fortemente ligada a cadeia polimérica do material, participando da

natureza térmica do polimero. A &gua congelavel esta presente nos defeitos do polimero, nao
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estd tdo ligada quanto a agua ndo congelavel, apresentando pontos de fusdo e cristalizacéo
independentes.

Na Tabela 13 estdo apresentados os valores de TPE dos filmes controle de NaAlg e
dos FASM, FASL e FASC. Nela, € possivel observar que os valores de TPE aumentaram
quando a concentracdo dos filmes controle de NaAlg passou de 2% para 3% (m/v).

Esse aumento é esperado, pois, ao adicionar-se uma maior quantidade de alginato na
solucdo polimérica, aumenta-se a quantidade de grupamentos polares, aumentando a interagdo
com a &gua presente através de forcas secundérias, consequentemente, aumentando a TPE®.

No entanto, quando incorporado as nanoemulsdes nos filmes, a TPE diminui.

Tabela 13 - TPE dos filmes controle de alginato de 2% e 3% (m/v) e FASL, FASC e FASM.

FASM FASL
TPE AH (J/g) TP AH (J/g)
G 0
Filme 5: 3% (m/v) NaAlg/ Nano maior 103, 90 402,0 _ _
Filme 6: 2% (m/v) NaAlg/ Nano maior _ _ 100,60 395
Filme 7: 3% (m/v) NaAlg/ Nano menor 101,53 440 110,07 414
Filme 8: 2% (m/v) NaAlg/ Nano menor 102,88 428,6 110,53 405
Alginato 2% (m/v) 104, 95 545 104, 95 545 104, 95 545
Alginato 3% (m/v) 112,72 471 112,72 471 112,72 471

Fonte: Préprio autor

Nas Figuras 25, 26 e 27, sdo mostradas curvas de DSC dos FASM, FASL e FASC,
respectivamente. Nota-se, assim como na Tabela 13, que com a adi¢cdo da nanoemulséo, ha
uma diminuicdo significativa na TPE em relacdo aos filmes controle de alginato, uma vez que
as nanoemuls6es interagem com as hidroxilas presentes no polimero, diminuindo a interagdo
da matriz polimérica com a agua.

Isso pode ser observado também, nos valores de AH dos filmes mostrados na Tabela
13. Nela os AH sdo maiores para os filmes com particulas de nanoemulsdo de tamanho
menores, ou seja, sdo maiores para os filmes 7 em todos 0s casos.

O aumento dos valores de AH esta relacionado com a evaporag@o de agua nos filmes,
ou seja, os filmes 7 tém maiores valores de AH, pois possuem particulas de nanoemulsdo de

tamanho menores, as quais interagem mais com a matriz de alginato que, por sua vez, acabam
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interagindo menos com a &gua, que evapora com mais facilidade, aumentando os valores de
AH. Esses resultados podem ser observados também nas anélises de WV/P.

Na Tabela 13, o filme 7 dos FASM, apesar de ter uma maior concentracao de alginato
de sddio, teve menor TPE em relagdo aos outros FASM. Isso pode ter ocorrido por causa do
tamanho de particula de nanoemulsdo presentes ser menor. Por ter tamanho menor, tinham
uma quantidade maior de particulas e melhor disperséo, interagindo com um maior nimero de
grupamentos polares, diminuindo a interacdo das cadeias com a agua e também, diminuindo a
TPE.

No caso dos valores de TPE dos filmes 8 ( 2 % (m/v) de alginato de sodio e tamanho
de particula de nanoemulsdo menor) presentes na Tabela 13, observa-se que estes foram
maiores do que as TPE dos filmes 6 ( 2% (m/v) de alginato e tamanho de particula de
nanoemulsdo maior). Entretanto, apesar da maior TPE, os filmes 8 tiveram maiores valores de
AH em relagdo ao filmes 6, o que indica que houve uma maior evaporacdo de agua ligada
“congelavel” e, principalmente, da “ndo congeldvel” presentes neles. O que vai de encontro
com as analises de WVP.

Figura 25 — Curva de DSC para 0s FASM: (a) 3%MN>, (b) 2%MNX<, (c) 3%MNX<, (d) Filme controle NaAlg
3 % m/v e (e) Filme controle NaAlg 2% m/v
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Figura 26 — Curva de DSC para 0s FASL: (a) 2%LN>, (b) 3%LN<, (c) 2%LN<, (d) Filme controle NaAlg
3 % m/v e (e) Filme controle NaAlg 2% m/v

endo
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Fonte: Préprio autor

Figura 27 — Curva de DSC para 0s FASC: (a) 3%CN<, (b) 2%CNX<, (c) 2%CN>, (d) Filme controle NaAlg
3 % m/v e (e) Filme controle NaAlg 2% m/v

endo

T — T —
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200

Temperatura (°C)

Fonte: Prdprio autor
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5.3.4 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Na Figura 28, temos a micrografia do filme controle de alginato, o qual apresenta uma
superficie lisa e homogénea, diferenciando-se das micrografias dos filmes com as

nanoemulsoées.

Figura 28 — Micrografia do filme controle de alginato de sodio

100 um

Mag= 100X FEIS - UNESP

A andlise de microscopia eletrénica de varredura (MEV) foi realizada com o intuito de
verificar e comparar os tamanhos de particulas de nanoemulsao presentes nos filmes, por isso,
sempre foram realizadas microscopias comparando-se os filmes com tamanho de particulas de
nanoemulsdo menor e o filmes com tamanho de particulas de nanoemulsdo maior de cada
6leo estudado.

5.3.4.1 Micrografias dos FASM

Nas micrografias da Figura 29 dos FASM, é possivel observar uma morfologia
globular, referente as nanoemulsdes, com uma diferenca no tamanho dos globulos entre a
Figura 21 (a) e (b). Na Figura 29 (b) (3%MN<) os aglomerados de nanoemulsfes sdo bem
menores que na Figura 29 (a) (3%MN>).

E possivel observar também, uma diferenca na homogeneidade do tamanho de
particulas de nanoemulsdes e na rugosidade dos filmes. O filme da Figura 29 (b) é mais

homogéneo e menos rugoso que o filme da Figura 29 (a), isso ocorre devido & maior interacéo
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das nanoemulsbes com a matriz de alginato no filme com 3%MN<. Segundo Fani et al.®,
filmes que apresentam tamanho de particulas de nanoemulsées menores s&o mais lisos que

filmes com particulas de nanoemulsdes maiores.

Figura 29— Micrografia dos FASM: (a) 3%MN> e (b) 3%MN<
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Devido ao menor tamanho de particula de nanoemulsdo do filme 3%MN< (Figura 29
(@)), ele é mais compacto. Isso acontece, pois, se levarmos em consideracdo que quanto menor
o tamanho de particula de nanoemulsdo, maior a superficie de contato por unidade de area que
ela abrangerd, o resultado sera um filme com menos espagos vazios de alginato, portanto mais

compacto.
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5.3.4.2 Micrografias dos FASL

As micrografias da Figura 30 dos FASL mostraram aglomerados de 6leo puro (mais
ocorrente no Figura 30 (a) (2%LN>)) depositadas em sua superficie, as quais ndo apareceram
nas micrografias dos FASM. Essas particulas sdo quantidades bem pequenas de éleo que ndo
interagiram tdo bem com a matriz de alginato e nem com o tenso-ativo (emulsificante).

Figura 30— Micrografia dos FASL: (a) 296LN> e (b) 2%LN<
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O filme 3%LN< apresentou maior rugosidade que o filme 2%LN>. Esse fato pode ter

ocorrido devido ao filme 2%LN> ter em sua superficie 6leo que ndo interagiram com a matriz
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de alginato, ndo tendo assim a rugosidade esperada, causadas pelos aglomerados de particulas
de nanoemulsdo. O maior tamanho de particula de nanoemulséo, a falta de interacdo das
mesmas e 0 6leo presente na superficie do filme 2%LN> influenciaram na morfologia do

mesmo, tornando-o0 menos rugoso.

5.3.4.3 Micrografias dos FASC

Os FASC, em relacdo aos outros filmes com as nanoemulsées dos demais 6leos, foram
0S que apresentaram menor interagdo da nanoemulsdo com a matriz de alginato. As

micrografias dos filmes 2%CN> e 3%CN< sdo mostradas na Figura 31.

Figura 31 — Micrografia dos FASC: (a) 2%CN> e (b) 3%CN<
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Observam-se aglomerados de 6leos que ndo interagiram tdo bem com o surfactante e
com a matriz de alginato, ficando depositados na superficie do filme. Essa falta de interacdo
pode ser observada nas analises termogravimétricas, onde aparece um pico de perda de massa
referente a degradacdo do 6leo puro, que ndo interagiu como deveria com o surfactante e,
consequentemente, nem com a matriz de alginato de sédio.

E possivel observar também, assim como na Figura 29, que a incorporagio das
nanoemulsdes na matriz de alginato dos filmes, resultou na aparicdo de um nimero pequeno
de poros, o que também pode ter contribuido para o aumento do WVP nesses filmes em

relacéo ao filme controle de alginato".

5.3.5 Espectroscopia no Infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR) adaptada
com a Técnica de Refletancia Total Atenuada (ATR)

5.3.5.1 ATR do filme controle de alginato de sédio

A Figura 32 mostra o espectro de ATR do filme controle de alginato, o qual
identificou uma banda intensa em 3300 cm™, referente & vibracdo de estiramento da hidroxila
(O-H), e um pico em 2924 cm™ da ligagdo C-H. Os picos em 1591e 1406 cm™ séo atribuidos
as deformacgbes de estiramentos simétricos e assimétricos dos grupos carboxilatos (COQ").
Em 1025 e 814 cm™ hé picos referentes as vibracdes de estiramento das ligacdes C-O e Na-O,

respectivamente, ambos caracteristicos do alginato de sodio®*?,

Figura 32 - Espectro do filme de alginato de s6dio
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5.3.5.2 ATR dos FASL

A Tabela 14 mostra alguns dos principais picos que aparecem no espectro do 6leo

puro de liméo"".

Tabela 14 — Picos correspondentes aos principais compostos do 6leo de limdo

cm™ COMPONENTES
2916 Ligacdes C-H dos alcanos
1745 Deformacdo da ligacdo C=0 presente nos aldeidos e cetonas
1681 Citrais (geranial e neral)
1435 e 1375 Referentes as ligacbes C-H
948 y - terpineno
886 R — pineno e cafeno
790 Limoneno e o — pineno

Fonte: Proprio autor

A incorporagdo das nanoemulsfes do 6leo de limdo na matriz de alginato de sodio
também foi analisada através do ATR. Os espectros do 6leo de limdo, do filme controle de

alginato e dos FASL sao mostrados na Figura 33.

Figura 33 - Espectros a) 6leo essencial de lim&do b) Filme alginato de sddio, ¢) 3%LN<, d) 2%LN<, e)
2%LN>
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Fonte: Proprio autor
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Quando comparado os ATRs do filme controle de alginato com os FASL, € possivel
observar picos caracteristicos do alginato. Isso pode estar relacionado com as regifes onde ha
a maior aparicdo dos picos de alginato e do leo de limdo serem as mesmas ( 1750 cm™ a 750
cm™). Isso se deve ao fato de que, tanto o alginato de sédio quanto o 6leo de liméo
apresentam ligagdes semelhantes (C-C, C=C, C-H, C=0) nas estruturas quimicas de seus
compostos. Sendo assim, 0s picos caracteristicos dessas ligaces acabam se sobrepondo nos
FASL.

A quantidade de 6leo também pode ter influenciado no espectro dos FASL 3%LN<,
2%LN< e 2%LN>, pois, além de ser incorporado na forma de nanoemulsdo na matriz de
alginato, o Oleo foi colocado no filme em quantidades muito pequenas em relacdo a
concentracdo de alginato. No entanto, pode ser observado que nesses filmes, a banda intensa
em 3.300 cm™ referente & ligacdo O-H é menos intensa que no filme de alginato puro,

tendendo a uma caracteriscas do 6leo, que ndo apresenta essa banda em seu espectro.

5.3.5.3 ATR dos filmes incorporados com nanoemulséo do 6leo de melaleuca

A Tabela 15 mostra alguns dos principais picos que aparecem no espectro do 6leo
puro de melaleuca’™ ™.

Tabela 15 - Picos correspondentes aos principais compostos do 6leo de melaleuca

cm? COMPONENTES

3445 Ligacbes O-H
2961, 2919 e 2875 Caracteristicos dos sesquiterpenos
1444 ¢ 1377 Ligacbes C-H

1638 Carbonilas (-C=0)
995 Vibragdo da ligacdo C-O-C presente no composto 1,8 — cineol e nas
886 olefinas

Fonte: Proprio autor

Na Figura 34, também estdo os espectros dos FASM, que apresentaram picos
caracteristicos do alginato. A auséncia de picos caracteristicos do éleo de melaleuca pode
estar relacionada com a sobreposicdo desses picos pelos picos caracteristicos do alginato de
sodio e, também, com a quantidade de éleo de melaleuca utilizada. No entanto, pode ser

observado que os FASM apresentam uma banda mais intensa em 3300 cm™, referente &
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ligacdo O-H, diferentemente dos FASL e dos FASC. Essa banda é mais intensa nos FASM,

pois aparecem tanto no 6leo de melaleuca quanto na matriz de alginato de sédio.

Figura 34 - Espectros a) 0leo essencial de melaleuca b) Filme alginato de sédio, ¢) 3%MN<, d) 2%MN<,
e) 3%MN>
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Fonte: Proprio autor

Outra caracteristica dos espectros dos FASM sdo os picos em 2963 cm™, 2919 cm™ e
2876 cm™, referentes aos sesquiterpenos, que apareceram mais intensos nos filmes FASM em

relacdo aos filmes de alginato puro, evidenciando a presenca do 6leo de melaleuca.
5.3.5.4 ATR dos filmes incorporados com nanoemulséo do 6leo de copaiba

A Tabela 16 mostra alguns dos principais picos que aparecem no espectro do 6leo
puro de copaiba’®.

Tabela 16 - Picos correspondentes aos principais compostos do 6leo de copaiba
cm™ COMPONENTES

2925 e 2855 Hidrocarbonetos alifaticos (sesquiterpenos)
1446 e 1382 LigacGes C-H

1692 e 1634 Deformagéo da carbonila &cida dos &acidos carboxilicos
1368 CHjs ligado a carbonila &cida
887 Olefinas (alcenos)

Fonte: Proprio autor
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Na Figura 35, assim como nos ATRs dos FASL e dos FASM, os FASC apresentaram
picos caracteristicos do alginato, relacionados com a sobreposicdo dos picos do 6leo de
copaiba com os picos do alginato, e com a quantidade de 6leo utilizada.

Figura 35 - Espectros a) 6leo de copaiba, b) Filme alginato de sddio, ¢) 3%CN<, d) 2%CN<, e) 2%CN>
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Fonte: Proprio autor

Entratanto os FASC apresentam picos em 2925 cm™ e 2855 cm™ mais intensos que os
presentes no filme de alginato puro. Esses picos séo referentes aos hidrocarbonetos alifaticos
(sesquiterpenos), caracteristicos do 6leo usado. Ha também, uma variacdo na intensidade da
banda em 3300 cm™ (vibracdes das ligagdes O-H), conforme diminui a concentracdo de
alginato, ou seja, nos FASC 2%CN< e 2%CN> (onde a concentracdo de alginato é de 2%
m/v) a banda em 3300 cm™ é menos intensa que no FASC 3%CN<, onde a concentracio de
alginato é de 3% m/v. A dimuicdo da intensidade da banda referente a ligacdo O-H pode estar
relacionada com a auséncia desta banda no espectro do 6leo de copaiba, sendo que, com a

diminuicdo da concentracdo de alginato comeca a prevalecer as caracteristicas do 0leo
presente nas nanoemulsdes.
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5.3.6 Propriedades mecanicas

A Figura 36 mostra um grafico de barras dos valores médios das tensdes para 0s
filmes controle de alginato de sodio e para os FASM, FASC e FASL.

Figura 36 — Valores médios de tensdo dos FASM, FASC, FASL e dos filmes controle de alginato de sddio. A
barra de erros indica o desvio padré&o.
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Fonte: Préprio autor

Na analise mecénica, 0s parametros quimicos e estruturais e 0s parametros externos do
polimero influenciam diretamente em suas respostas mecanicas. Dentre as diversas
caracteristicas quimicas e estruturais do polimero que alteram seu comportamento mecéanico
estdo: cristalinidade, presenca de grupos polares, ligaces cruzadas, etc®. Parametros externos
também podem influenciar no comportamento mecénico dos polimeros, sendo estes: presenca
de plastificante, elastémeros, reforco com fibras, entre outros®.

Na Figura 36 os valores de tensdo de ruptura passaram de 48,36 + 1,88 MPa para
55,50 £+ 1,76 MPa quando a concentracdo de alginato passou de 2% (m/v) para 3% (m/v). O
aumento do valor de tensdo de ruptura pode estar relacionado com a quantidade de
grupamentos polares presentes nos filmes, os quais aumentaram com a concentragdo. Isto
resultou, em uma maior interacdo entre as cadeias através de ligacdes secundarias®,

consequentemente, aumentando a resisténcia mecanica do filme.
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Os FASM, FASC e FASL tiveram valores de tensdo de ruptura menores que os filmes
controle de alginato. Isso pode estar relacionado com a incorporagdo das particulas de
nanoemulsodes.

As nanoemulsfes, como observado nas analises de WVP, TG, DSC, ATR e MEV,
interagem com as cadeias poliméricas acarretando uma heterogeneidade no filme, ou seja,
elas diminuem a interacéo cadeia-cadeia e aumentam a interagdo cadeia-nanoemuls&o™. Essa
interacéo facilita o escoamento entre as cadeias, diminuindo assim, a tenséo de ruptura.

Os FASM 3%MN< e 3%MN> apesar de terem a mesma concentracdo de alginato de
sodio (3% m/v) tiveram valores de tensdes diferentes (Figura 36). Sendo que, o FASM
3%MN> teve maior valor de tenséo de ruptura do que o 3%MN<.

O filme 3%MNX<, por ter um menor tamanho de particula de nanoemulsao, possui uma
maior area de contato abrangida pela mesma, o que resulta em uma maior heterogeneidade e
uma maior interacdo cadeia-nanoemulsdo ao longo do filme. Ja o filme 3%MN> possui
particulas maiores, consequentemente, menor heterogeneidade e uma maior interacdo cadeia-
cadeia, aumentando assim, seu valor de tensdo.

Os plastificantes, um dos parametros externos que influenciam no comportamento
mecanico dos polimeros, sdo moléculas (baixa massa molar) misciveis ao polimero, que
quando incorporadas, interagem e ocupam fisicamente um espaco entre as cadeias
poliméricas, dificultando a interagdo entre elas através de ligacdes secundarias®®.

O material resultante da mistura do polimero com o plastificante tem como
caracteristica uma resisténcia mecanica menor, ou seja, uma diminui¢cdo do seu modulo de
elasticidade de tracdo e uma maior elongacdo na ruptura, por outro lado, este material terd
uma melhor resisténcia ao impacto, além de apresentar facilidade de processamento®®,

A Tabela 17 mostra a influéncia das nanoemulsdes no comportamento mecanico dos
FASM, FASL e FASC. Nela é possivel observar que a adicdo das nanoemulsées (FASM,
FASL e FASC) aumentou a % de elongacédo e diminuiu 0 modulo de elasticidade dos filmes.
Isso pode ser um indicio de que as particulas de nanoemulsdo podem estar atuando como um

material plastificante nos mesmos.
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Tabela 17 — Influéncia da incorporacéo e do tamanho de particula de nanoemulsdo na % de elongacéo e no
modulo de elasticidade do FASM, FASL e FASC.

Tamanho médio das Elongacio Moédulo de

Filmes nanoemulsdes ((3 )9 elasticidade
(nm) = (MPa)

NaAlg 2% (Sem nanoemulséo) 1,89 + 0,04 6366 + 109
NaAlg 3% (Sem nanoemulséo) 1,55 £ 0,09 6595 + 105

FASM - 3%0MN> 187 +4 3,7+0,2 2980 + 24
FASM - 3%MN< 67 +4 73+1,6 2227 + 252
FASC - 206CN> 272 +19 49+05 1853 + 113
FASC - 3% CN< 97 +4 11,26 + 0,01 2659 + 191
FASL - 29%LN> 277 £ 12 6,3+0,6 2158 + 103
FASL - 3%LN< 88+5 79+23 2632 + 125

Fonte: Proprio autor

O tamanho da particula de nanoemulsdo, assim como observado nos valores de tensdo

(Figura 36), também influenciou na % elongagdo e no mddulo de elasticidade dos FASM,

FASL e FASC. Se compararmos o0 FASM 3%MN< e 3%MN> novamente, pois eles tem a

mesma concentracdo de alginato de sédio e s6 se diferem no tamanho de particula de

nanoemulsdo, veremos que o efeito plastificante das nanoemulsdes ¢ mais intenso no filme

3%MNK<. Isso é observado pois este filme tem maior % de elongacdo e menor modulo de

elasticidade, o que pode ser resultado do menor tamanho de particula presente.
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6 CONCLUSAO

Foram obtidos filmes de alginato de sddio incorporados com nanoemulsdes dos éleos
de copaiba, limdo e melaleuca com sucesso. Os filmes produzidos com a incorporacdo das
nanoemulsdes mostraram-se manuseaveis e visivelmente homogéneos.

Os filmes de alginato de sddio incorporados com nanoemulsdes do 6leo de melaleuca
foram os que mostraram melhor interacdo entre as particulas de nanoemulsfes e a matriz
polimérica. 1sso pode estar relacionado com a concentracdo de Tween e de Oleo utilizada, a
qual foi suficiente para a formacao de nanoemulsGes mais estaveis.

Os filmes de alginato de sddio incorporados com nanoemulsbes do éleo de copaiba
foram os que tiverem menor interacdo entre as nanoemulsdes e a matriz polimérica. O 6leo de
copaiba utilizado é composto por um Gleo essencial e uma parte resinosa. Sendo assim, a
dificuldade de interacdo pode estar relacionada com concentracdo de Tween utilizada, a qual
ndo foi suficiente para formar nanoemulsbes de todo o ¢leo utilizado, resultando no
aparecimento do mesmo na superficie dos filmes, como mostrado nas micrografias do MEV.

Através do Planejamento fatorial 2° e da Anélise subjetiva utilizada na aquisicdo dos
filmes, foi possivel produzir filmes que apresentassem boa homogeneidade, continuidade e
manuseabilidade. Somente os melhores filmes produzidos foram escolhidos para serem
caracterizados.

As analises de WVP mostraram que a incorporacdo de nanoemulsdes de dleos
essenciais na matriz de alginato de sddio melhorou a permeabilidade de vapor de dgua nos
filmes. Este resultando foi importante para o trabalho, uma vez que, para uma futura aplicacao
na area de curativos, seria necessario um material que permitisse a pele respirar.

Na analise de TG, os filmes de alginato de sodio incorporados com nanoemulsdes dos
Oleos de melaleuca, limdo e copaiba se mostraram mais estaveis (Td maior) que o filme
controle de alginato de sodio. A estabilidade térmica dos filmes é importante para uma
eventual producéo industrial.

Como observado na analise de DSC, a incorporacdo das nanoemulsdes dos 6leos nos
filmes dificultou a interacdo entre a matriz polimérica e os diversos tipos de agua presentes.
Isso facilitou a evaporacdo da agua, aumentando os valores de AH, o que concilia com as
analises de WVP.

Como observado nas analises de ATR, as mudancas mais visiveis nos espectros dos

filmes de alginato de sodio incorporados com as nanoemulsGes dos 6leos, ocorreram na
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variacdo do tamanho da banda referente ao estiramento da ligagdo O-H e na variagdo do
tamanho do pico referente as ligagdes C-H. Essas variacOes sugerem que as ligacbes de
hidrogénio entre as nanoemuls@es e o alginato de sodio estdo acontecendo nessa regido.

Os filmes incorporados com as nanoemulsfes dos Oleos apresentaram propriedades
mecanicas diferente dos filmes controle de alginato de sédio. A incorporagdo de nhanoemulsdo
na matriz polimérica resultou em filmes com menor valor de tensdo de ruptura, maior
porcentagem de elongacdo e menor médulo de elasticidade. Isso pode ter ocorrido, pois as
nanoemulsdes podem estar atuando como um plastificante na estrutura dos filmes, o que pode
ser interessante na aplicacdo dos mesmos como curativo, uma vez que, este material terd uma

facilidade de processamento e manuseamento.

57



7 REFERENCIAS

1. MILLER, K. J.; BROWN, D. A.; IBRAHIM, M. M.; RAMCHAL, T. D.; LEVINSON, H.
MicroRNAs in skin tissue engineering. Advanced Drug Delivery Review, Amsterdam, v. 88,
p. 16-36, 2015.

2. CHANDIKA, P.; KO, S.; JUNG, W. Marine-derived biological macromolecule-based
biomaterials for wound healing and skin tissue regeneration. International Journal of
Biological Macromolecules, Amsterdam, v. 77, p. 24-35, 2015.

3. BALSA, I. M.; CULP, W. T. N. Wound Care. Veterinary Clinics of North America:
Small Animal Practice, Philadelphia, v. 45, p. 1049-1065, 2015.

4. LIAO, N.; UNNITHAN, A. R.; JOSHI, M. K.; TIWARI, A. P.; HONG, S. T.; PARK, C,;
KIM, C. S. Electrospun bioactive poly (e-caprolactone)—cellulose acetate—dextran
antibacterial composite mats for wound dressing applications. Colloids and Surfaces A:
Physicochemical and Engineering Aspects, Amsterdam, v. 469, p. 194-201, 2015.

5. MOMOH, F. U.; BOATENG, J. S.; RICHARDSON, S. C. W.; CHOWDHRY, B. Z;
MITCHELL, J. C. Development and functional characterization of alginate dressing as
potential protein delivery system for wound healing. International Journal of Biological
Macromolecules, Amsterdam, v. 81, p.137-150, 2015.

6. ZAHRAN, M. K.; AHMED, H. B.; EL-RAFIE, M. H. Surface modification of cotton
fabrics for antibacterial application by coating with AgNPs-alginate composite.
Carbohydrate Polymers, Oxford, v. 108, p.145-152, 2014.

7. CALO, J. R.; CRANDALL, P. G.; OBRYAN, C. A;; RICKE. S. C. Essential oils as
antimicrobials in food systems - A review. Food Control, Oxford , v. 54, p. 111-119, 2015.

8. AL-JABRI, N. N.; HOSSAIN. M. A. Comparative chemical composition and antimicrobial
activity study of essential oils from two imported lemon fruits samples against pathogenic
bacteria. Beni-Suef University Journal of Basic and Applied Sciences, Beni-Suef, v. 3, p.
247-253, 2014.

9. LEANDRO. L. M.; VARGAS, F. S.; BARBOSA, P. C. S.; NEVES, J. K. O.; SILVA, J. A;;
JUNIOR. V. F. V. Chemistry and biological activities of terpenoids from copaiba (Copaifera
ssp.) oleoresins. Molecules, Basel, v. 17, p. 3866-3889, 2012.

10. PIERI, F. A; SILVA, V. O.; VARGAS, F. S.; JUNIOR, V. F. V.; MOREIRA, M. A. S.
Antimicrobial activity of Copaifera langsdorffii oil and evaluation of its most bioactive
fraction against bacteria of dog’s dental plaque. Pakistan Veterinary Journal, Oxford, v. 34,
p. 165-169, 2014.

11. MORELLI, C. L.; MAHROUS, M.; BELGACEM, M. N.; BRANCIFORTI, M. C;
BRETAS, R. E. S; BRAS, J. Natural copaiba oil as antibacterial agent for bio-based active
packaging. Industrial Crops and Products, Amsterdam, v. 70, p. 134-141, 2015.

12. PADALIA, R. C.; VERMA, R. S.; CHAUHAN, A.; GOSWAMI, P.; VERMA, S. K;;
DAROKAR, M. P. Chemical composition of Melaleuca linarrifolia Sm. from India: a

58



potential source of 1,8-cineole. Industrial Crops and Products, Amsterdam, v. 63, p. 264 -
268, 2015.

13. HAMMER, K. A. Treatment of acne with tea tree oil (melaleuca) products: A review of
efficacy, tolerability and potential modes of action. International Journal of Antimicrobial
Agents, Amsterdam, v. 45, p. 106-110, 2015.

14. HAMMER, K. A.; CARSON, C. F.; RILEY, T. V.; NIELSEN, J. B. A review of the
toxicity of Melaleuca alternifolia (tea tree) oil. Food and Chemical Toxicology, Oxford, v.
44, p. 616 - 625, 2006.

15. YUKUYAMA, M. N.; GHISLENI, D. D. M.; PINTO, T. J. A.; BOU-CHACRA, N. A.
Nanoemulsion: process selection and application in cosmetics - a review. International
Journal of Cosmetic Science, Hoboken, v. 37, p. 1-12, 2015.

16. MCCLEMENTS, D. J. Nanoemulsions versus microemulsions: terminology, differences,
and similarities. The Royal Society of Chemistry, London, v. 8, p. 1719 — 1729, 2012.

17. AHMAD, N.; RAMSCH, R.; LLINAS, M.; SOLANS, C.; HASHIM, R.; TAJUDDIN, H.
A. Influence of nonionic branched-chain alkyl glycosides on a model nano-emulsion for drug
delivery systems. Colloids and Surfaces B: Biointerfaces, Amsterdam, v. 115, p. 267-274,
2014.

18. LIAKOS, I.; RIZZELLO, L.; SCURR, D. J; POMPA, P. P.; BAYER, I. S;
ATHANASSIOU, A. All-natural composite wound dressing films of essential oils
encapsulated in sodium alginate with antimicrobial properties. International Journal of
Pharmaceutics, Amsterdam, v. 463, p. 137-145, 2014.

19. NATIONAL Center for Biotechnology Information. PubChem. Kaltostat. Banco de dados
online de informacGes sobre substancias quimicas. Disponivel em:
<http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/6850754#section=Top>. Acesso em: 24 de
agosto de 2015.

20. BEKIN, S.; SARMAD, S.; GURKAN, K.; KECELI, G.; GURDAG, G. Synthesis,
characterization and bending behavior of electroresponsive sodium alginate/poly (acrylic
acid) interpenetrating network films under an electric field stimulus. Sensors and Actuators
B: Chemical, Lausanne, v. 202, p. 878-892, 2014.

21. SELLIMI, S.; YOUNES, I.; AYED, H. B.; MAALEJ, H.; MONTERO, V.; RINAUDO,
M.; DAHIA, M.; MECHICHI, T.; HAJJI, M.; NASRI, M. Structural, physicochemical and
antioxidant properties of sodium alginate isolated from a Tunisian brown seaweed.
International Journal of Biological Macromolecules, Amsterdam, v. 72, p. 1358-1367,
2015.

22. RUVINOV, E.; COHEN, S. Alginate biomaterial for the treatment of myocardial
infarction: Progress, translational strategies, and clinical outlook. Advanced Drug Delivery
Reviews, Amsterdam, 23 p., 2015. Disponivel em: <
http://dx.doi.org/10.1016/j.addr.2015.04.021>. Acesso em: 24 de agosto de 2015.

59



23. DAMODARAN, S.; PARKIN, K. L.; FENNEMA, O. R. Quimica de alimentos de
Fennema. Carboidratos. 4. ed. Porto Alegre, RS: Artmed, 2010.

24. HOLDT, S. L.; KRAAN, S. Compostos bioativos em algas: aplicacfes de alimentos
funcionais e legislacdo. Journal of Applied Phycology, Dordrecht, v. 23, p. 543-597, 2011.

25. WINBERG, P. C.; FITTON, H. J.; STRINGER, D.; KARPINIEC, S. S.; GARDINER, V.
A. Chapter Eight — Controlling Seaweed Biology, Physiology and Metabolic Traits in
Production for Commercially Relevant Bioactives in Glycobiology. Advances in Botanical
Research, London, v. 71, p. 221-252, 2014.

26. BEDOUX, G.; HARDOUIN, K.; BURLOT, A. S.; BOURGOUGNON, N. Chapter
Twelve — Bioactive Components from Seaweeds: Cosmetic Applications and Future
Development. Advances in Botanical Research, London, v. 71, p. 345-378, 2014.

27. BIXLER, H. J.; PORSE, H. A decade of change in the seaweed hydrocolloids industry.
Journal of Applied Phycology, Dordrecht, v. 23, p. 321-335, 2011.

28. MAYAUD, L.; CARRICAJO, A.; ZHIRI, A; AUBERT, G. Comparison of
bacteriostatic and bactericidal activity of 13 essential oils against strains with varying
sensitivity to antibiotics. Letters in Applied Microbiology, Hoboken, v. 47, p.167-173,
2008.

29. ALI, B.; AL-WABEL, N. A.; SHAMS, S.; AHAMAD, A.; KHAN, S. A.; ANWAR, F.
Essential oils used in aromatherapy: A systemic review. Asian Pacific Journal of Tropical
Biomedicine, Hainan, v. 5, p. 601-611, 2015.

30. LEE, J.; LEE, J.; SONG, K. B. Development of a chicken feet protein film containing
essential oils. Food Hydrocolloids, Oxford, v. 46, p. 208-215, 2015.

31. ASBAHANI, A. E.; MILADI, K.; BADRI, W.; SALA, M.; ADDI, E. H. A;
CASABIANCA, H.; MOUSADIK, A. E.; HARTMANN, D.; JILALE, A.; RENAUD, F. N.
R.; ELAISSARI, A. Essential oils: From extraction to encapsulation. International Journal
of Pharmaceutics, Amsterdam, v. 483, p. 220-243, 2015.

32. SAMY, R. P.; GOPALAKRISHNAKONE, P. Therapeutic potential of plants as
antimicrobials for drug discovery. Evid. Based Compl. Altern. Med., Oxford, v. 7, p. 283—
294, 2010.

33. RAUT, J. S.; KARUPPAYIL, S. M. Bioprospecting of plant essential oils for medicinal
uses. Environment and Sustainable Development, London, 194p., p. 59-76, 2014.

34. ISMAN, M. B.; WILSON, J. A.; BRADBURY, R. Insecticidal activities of commercial
rosemary oils (Rosmarinus officinalis) against larvae of Pseudaletia unipuncta and
Trichoplusiani in relation to their chemical compositions. Pharmaceut. Biol., Lisse, v. 46, p.
82-87, 2008.

35. RAUT, J. S.; KARUPPAYIL, S. M. A status review on the medicinal properties of
essential oils. Industrial Crops and Products, Amsterdam v. 62, p. 250-264, 2014.

60



36. RUIZ, B.; FLOTATS, X. Citrus essential oils and their influence on the anaerobic
digestion process: An overview. Waste Management, Oxford, v. 34, p. 2063-2079, 2014.

37.DO, T. K. T.; MINAGLOU, F. H.; ANTONIOTTI, S.; FERNANDEZ, X. Authenticity of
essential oils. TrAC Trends in Analytical Chemistry, Amsterdam, v. 66, p. 146-157, 2015.

38. CAMPOLO, O.; MALACRINO, A.; ZAPPALA, L.; LAUDANI, F.; CHIERA, E.;
SERRA, D.; RUSSO, M.; PALMERI, V. Fumigant bioactivity of five Citrus essential oils
against Tribolium confusum. Phytoparasitica, Dordrecht, v. 42, p. 223-233, 2014.

39. LIU, Y.; ZHANG, X.; WANG, Y.; CHEN, F.; YU, Z.; WANG, L.; CHEN, S.; GUO, M.
Effect of citrus lemon oil on growth and adherence of Streptococcus mutans. World Journal
of Microbiology and Biotechnology, New York, v. 29, p. 1161-1167, 2013.

40. KIA, P. Y.; SAFAJOU, F.; SHAHNAZI, M.; NAZEMIYEH, H. The Effect of Lemon
Inhalation Aromatherapy on Nausea and Vomiting of Pregnancy: A Double-Blinded,
Randomized, Controlled Clinical Trial. Iran Red Crescent Medical Journal, Dubai, v. 16,
ndo pag., 2014.

41. PIERI, F.A.; MUSSI, M.C.; MOREIRA, M.AS.. Oleo de copaiba (Copaifera sp.):
historico, extracdo, aplicacdes industriais e propriedades medicinais. Rev. bras. plantas
med., Botucatu, v. 11, n. 4, p. 465-472, 2009.

42. BARBOSA, P. C. S. et al. Influence of abiotic factors on the chemical composition of
copaiba oil (Copaifera multijuga Hayne): soil composition, seasonality and diameter at breast
height. J. Braz. Chem. Soc., S&o Paulo, v. 23, n. 10, p. 1823-1833, 2012.

43. CARVALHO, H. O. et al. Study of the in vitro release profile of sesquiterpenes from a
vaginal cream containing Copaifera duckei Dwyer (Fabaceae) oleoresin. Journal of Applied
Pharmaceutical Science, Gulmohar, v. 5, p. 001-006, 2015.

44. LIMA, C. S.; MEDEIROS, B. J. L.; FAVACHO, H. A. S.; SANTOS, K. C.; OLIVEIRA,
B. R.; TAGLIALEGNA, J. C.; COSTA, E. V. M.; CAMPOS, K. J.; CARVALHO, J. C. T.
Pre-clinical validation of a vaginal cream containing copaiba oil (reproductive toxicology
study). Phytomedicine, Jena, v. 18, p. 1013-1023, 2011.

45. SVETLICHNY, G.; KULKAMP-GUERREIRO, I. C.; CUNHA, S. L.;SILVA, F. E.
K.; BUENO, K.; POHLMANN, A. R.; FUENTEFRIA, A. M.; GUTERRES, S. S. Solid lipid
nanoparticles containing copaiba oil and allantoin: development and role of
nanoencapsulation on the antifungal activity. Pharmazie, Eschborn, v. 70, p. 155-164, 2015.

46. SANTOS, F. M. S. Utilizacdo de quitosana no revestimento de filés de tilapia do Nilo
(Oreochromis niloticus) e na preparacdo de filmes incorporados com Gleos essenciais.
2014. 149 f. Tese (Doutorado em Bioguimica e Fisiologia) — Universidade Federal de
Pernambuco, Recife, PB, 2014.

47. LEE, C.; CHEN, L.; CHEN, L.; CHANG, T.; HUANG, C.; HUANG, M.; WANG, C.
Correlations of the components of tea tree oil with its antibacterial effects and skin irritation.
Journal of Food and Drug Analysis, Taipeli, v. 21, p. 169-176, 2013.

61



48. MILLAR, B. C.; MOORE, J. E. Successful topical treatment of hand warts in a paediatric
patient with tea tree oil (Melaleuca alternifolia). Complementary Therapies in Clinical
Practice, Edinburgh, v. 14, p. 225-227, 2008.

49. IRELAND, D. J.; GREAY, S. J.; HOOPER, C. M.; KISSICK, H. T.; FILION, P.; RILEY,
T. V.; BEILHARZ, M. W. Topically applied Melaleuca alternifolia (tea tree) oil causes direct
anti-cancer cytotoxicity in subcutaneous tumour bearing mice. Journal of Dermatological
Science, Clare, v. 67, p. 120-129, 2012.

50. PAZYAR, N.; YAGHOOBI, R.; BAGHERANI, N.; KAZEROUNI, A. A review of
applications of tea tree oil in dermatology. International Journal of Dermatology, Hoboken,
v. 52, p. 784-790, 2013.

51. BARKER, S. C.; ALTMAN, P. M. A randomised, assessor blind, parallel group
comparative efficacy trial of three products for the treatment of head lice in children -
melaleuca oil and lavender oil, pyrethrins and piperonyl butoxide, and a "suffocation"
product. Dermatology, Basel, v. 10, p. 1-7, 2010.

52. ZORZI, G. K.; CARVALHO, E. L. S.; POSER, G. L.; TEIXEIRA, H. F. On the use of
nanotechnology-based strategies for association of complex matrices from plant extracts.
Revista Brasileira de Farmacognosia, Curitiba, v. 25, p. 426-436, 2015.

53. MATE, J.; PERIAGO, P. M.; PALOP, A. When nanoemulsified, d-limonene reduces
Listeria monocytogenes heat resistance about one hundred times. Food Control, Oxford, v.
59, p. 824-828, 2016

54. TRUJILLO, L. S.; GRAU, A. R.; FORTUNY, R. S.; BELLOSO, O. M. Physicochemical
characterization and antimicrobial activity of food-grade emulsions and nanoemulsions
incorporating essential oils. Food Hydrocolloids, Oxford, v. 43, p. 547-556, 2015.

55. American Society for Testing and Materials; Standard test method for water vapor
transmission of materials. ASTM E96-80, Philadelphia, PA, 1980.

56. MCHUGH, T. H.; AVENA-BUSTILLOS, R.; KROCHTA, J. M. Hydrophilic Edible
Films: Modified Procedure for Water Vapor Permeability and Explanation of Thickness
Effects. Journal of Food Science, Hoboken, v. 58, p. 899-903, 1993.

57. American Society for Testing and Materials; Standard Test Method for Tensile
Properties of Thin Plastic Sheeting. ASTM D882-97, Philadelphia, PA, 1997.

58. JUNIOR, S. V. C. Técnicas de Caracterizacdo de Polimeros. 2° ed, Sdo Paulo, SP:
Artliber, 2007.

59. FANI, A. A;; TRUJILLO, L. S.; GRAU, M. A. R.; BELLOSO,0. M. Edible films from

essential-oil-loaded nanoemulsions: Physicochemical characterization and antimicrobial
properties. Food Hydrocolloids, Oxford, v. 47, May 2015, p. 168-177, 2015.

62



60. MONTERREY, E. S.; SOBRAL, P. J. A. Characterization of mechanical and optical
properties of tilapia myofibrillar proteins-based biofilms using a surface-response method.
Ciénc. Tecnol. Aliment., Campinas, v. 19, n. 2, p. 294-301, 1999.

61. ZHANG, Y.; MA, Q.; CRITZER, F.; DAVIDSON, P. M.; ZHONG, Q. Physical and
antibacterial properties of alginate films containing cinnamon bark oil and soybean oil. LWT
- Food Science and Technology, Amsterdam, v. 64, p. 423430, 2015.

62. KAVOOSI, G.; RAHMATOLLAHI, A.; DADFAR, S. M. M.; PURFARD, A. M. Effects
of essential oil on the water binding capacity, physicomechanical properties, antioxidant and
antibacterial activity of gelatin films. LWT - Food Science and Technology, Amsterdam, v.
57, p. 556-561, 2014.

63. BROWN, T. L.; JR., H. E. L.; BURSTEN, B. E. Quimica, A ciéncia central. 9. ed. Sao
Paulo, SP: Pearson Prentice Hall, 2005.

64. LOPEZ, O. V.; NINAGO, M. D.; LENCINA, M. M. S.; GARCIA, M. A;
ANDREUCETTI, N. A.; CIOLINO, A. E.; VILLAR, M. A. Thermoplastic starch plasticized
with alginate—glycerol mixtures: Melt-processing evaluation and film properties.
Carbohydrate Polymers, Oxford, v. 126, p. 83-90, 2015.

65. ISIKLAN, N.; KURSUN, F.; INAL, M. Graft copolymerization of itaconic acid onto
sodium alginate using ceric ammonium nitrate as initiator. Journal of Applied Polymer
Science, Hoboken, v. 114, p. 40-48, 2009.

66. LENCINA, M. M. S.; IATRIDI, Z.; VILLAR, M. A, TSITSILIANIS, C.
Thermoresponsive hydrogels from alginate-based graft copolymers. European Polymer
Journal, Oxford, v. 61, p. 3344, 2014.

67. SEGATO, M. P. Estudos termoanaliticos do &cido alginico e dos alginatos de metais
alcalinos, alcalino-terroso, amoénio, mono-, di-, e trietanolamdnio. 2007. 109 f. Dissertacédo
(Mestrado em Ciéncias, Quimica Analitica) — Instituto de Quimica de S&o Carlos,
Universidade de S&o Paulo, Séo Carlos, SP, 2007.

68. JUNIOR, S. V. C. Ciéncia dos polimeros: Introducdo Historica. 2° ed, Sdo Paulo, SP:
Artliber, 2006.

69. LOREVICE, M. V.; OTONI, C. G.; MOURA, M. R.; MATTOSO, L. H C. Chitosan
nanoparticles on the improvement of thermal, barrier, and mechanical properties of high- and
low-methyl pectin films. Food Hydrocolloids, Oxford, v. 52, p. 732-740, 2016.

70. HATAKEYAMA, T.; TANAKA, M.; HATAKEYAM, H. Studies on bound water
restrained by poly (2-methacryloyloxyethyl phosphorylcholine): Comparison with
polysaccharide—water systems. Acta Biomaterialia, Oxford, v. 6, p. 2077-2082, 2010.

71. HATAKEYAMA, H.; HATAKEYAMA, T. Interaction between cellulosic
polysaccharides and water. Hydrocolloids, Amsterdam, v. 1, p. 261-270, 2000.

63



72. NORAJIT, K.; KIM,K. M.; RYU, G. H. Comparative studies on the characterization and
antioxidant properties of biodegradable alginate films containing ginseng extract. Journal of
Food Engineering, Oxford, v. 98, p. 377-384, 2010.

73. BARROS, C. B.; YABIKU, H. Y.: PINTO, A. J. D. Oleos essenciais citricos
especificagOes. 22 Ed. Campinas, 45 p., 1986.

74. SILVERTEIN, R.M; WEBSTER, F. X; KIEMLE, D.J. Identificacdo Espectrométrica
de Compostos Organicos. 7 %d., R. Janeiro, 490 p., 2006.

75. NAVARRO, M. M. S.; GARROTE, N. C; AIS, F. A; BARCELO, C. O.
Microencapsulation of Melaleuca alternifolia (Tea Tree) oil as biocide for footwear
applications. Journal of Dispersion Science and Technology, Philadelphia, v. 32, p. 1722-
1727, 2011.

76. PONTES, A. B.; CORREIA, D. Z.; COUTINHO, M. S.; MOTHE, C. G. Emulsio
dermatoldgica a base de copaiba. Revista analytica, Sao Paulo, v.7, p. 36-42, 2003.

64



