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PREPARATION OF NEW NANOCOMPOSITES CONTAINING NANOEMULSIONS OF MELALEUCA, COPAIBA AND
LEMON OIL FOR APPLICATION AS BIOMATERIAL. The sodium alginate is a linear polymer used in industry and in medicine
for many applications such as dressings for wounds, due to low toxicity and maintains a proper moist environment. The essential

oils are materials that have antimicrobial activity and are active materials, which may be incorporated in polymeric films. This study

has as objective the produce alginate films incorporated with nanoemulsions of melaleuca, copaiba and lemon oil and investigate

water vapor permeability (WVP) analysis of the films, particle size and {-potential of nanoemulsions. Particle size analyzes showed

formation of large and small particles nanoemulsion depending on the agitation speed used during production of nanoemulsions.
Results of the WVP analyzes showed that the film with alginate 3 % w/v and nanoemulsions with little particle prepared with agitation
speed of 15000 rpm showed better WVP. Produced films show good quality for a future application as dressings because it has good

WVP. This is very interesting because the skin needs to breathe.

Keywords: nanoemulsions; sodium alginate; melaleuca oil; copaiba oil; lemon oil.

INTRODUCAO

O alginato de sédio (NaAlg) € um polissacarideo proveniente da
metabolizagdo do 4cido alginico, encontrado na parede celular de
algas marinhas marrons, em diversas formas de sais catidnicos da
dgua do mar, como sais de cdlcio, sédio e potdssio.! Além disso, é
um copolimero anidnico linear formado por unidades monoméricas
de 1,4-B-D-manurodnicos (M) e 1,4-0-L-gulurdnicos (G), o qual tem
sido muito utilizado em pesquisas cientificas e tém mostrado seu
potencial antioxidante e de biocompatibilidade.'

Nao apresenta atividade antimicrobiana, entretanto, sua utilizagao
na forma de curativos para feridas, suportes e revestimentos em di-
versas dreas, como médicas, farmacéuticas, alimenticias entre outras,
tem se mostrado eficaz devido a presenca de uma barreira seletiva
que mantém o controle de umidade, trocas gasosas com o ambiente,
capta o oxigénio e preserva o sabor e o aroma dos produtos.* Em
1948, Passe et al.* ja falavam em suas pesquisas sobre as vantagens
da utilizag@o de alginato como curativo, e atualmente tem crescido
o ndmero de pesquisas nesta drea,’ tornando-se necessdrio o desen-
volvimento de novos materiais os quais apresentem as propriedades
do alginato somadas com as atividades antimicrobianas necessarias
para sua utilizagdo no tratamento de feridas.

Os materiais que apresentam atividade antimicrobiana sdo
materiais ativos, como € o caso dos 6leos essenciais, que podem
ser incorporados em filmes poliméricos ajudando no processo de
melhora da pele lesionada, evitando a infeccdo e inflamagdo da
ferida, e apresentando em sua composi¢do substancias antifingicas
e antibacterianas que auxiliem na cicatriza¢do.®

Os dleos essenciais (OEs) sao substancias oleosas aromaticas
obtidas através de material vegetal, que apresentam terpenos e fe-
ndlicos em sua composi¢ao, os quais, nos dltimos anos, vém sendo
estudados devido ao seu uso medicinal e comercial em diversos
produtos higiénicos e drogarias devido a erradicagio das bactérias.”®

Um dos 6leos que tem mostrado em diversas pesquisas suas
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atividades antibacteriana e anti-inflamatodria € o 6leo de melaleuca,
também conhecido como drvore do chd. Tendo sua planta nativa na
Australia, o 6leo de melaleuca também tem sido encontrado ao redor
do mundo, inclusive no Brasil.*!" O éleo de melaleuca € um liquido
limpido que apresenta odor distinto, rico em monoterpenos, sendo
que, dentre seus mais de 100 componentes, o mais abundante € o
terpinen-4-ol, que compde aproximadamente 40% do dleo. Estudos
feitos com o 6leo da drvore do chd mostraram efetividade contra
diversas doencas, dentre elas acnes superficiais, candidiase oral,
entre outras.'

Outro 6leo que tem mostrado sua eficdcia no tratamento de
feridas e no processo de cicatrizacio desde a época em que o Brasil
era colonizado pelos portugueses € o 6leo de copaiba. Este liquido
transparente que varia da coloracdo amarela a marrom foi descoberto
primeiro pelos indios no tratamento de machucados, e difundido pela
Europa através dos colonizadores. Hoje, através de estudos e pesqui-
sas, s3o comprovadas suas atividades farmacoldgicas, apresentando
propriedades anti-inflamatdrias e cicatrizantes.'*"

Além dos dleos citados acima, o 6leo de limdo do género Citrus,
formado por hidrocarbonetos, compostos oxigenados, cera, parafina e
limoneno (50 a 80% do total), assim como outros citricos, € utilizado
em bebidas, produtos de higiene e cosméticos. No entanto, algumas
de suas propriedades tém chamado a atenc¢do de pesquisas médicas,
devido as atividades antimicrobianas, antiflingica, antibacteriana,
antiviral e antiparasitaria, que faz com que este 6leo seja considerado
de grande eficacia na utilizacdo em filmes curativos com propriedade
ativa.'s!’

Devido as propriedades hidrofébicas dos dleos, hd a necessida-
de de formar nanoemulsdes deles em dgua, melhorando assim sua
homogeneidade e dispersdo nos filmes. As vantagens das nanoemul-
sdes estdo no tamanho das particulas (escala nanométrica), as quais
melhoram suas propriedades fisicas, quimicas, além de aumentar as
atividades biol6gicas do 6leo nos filmes, devido a melhor distribuicio
do mesmo na superficie.'s!”

Sendo assim, o presente trabalho tem como finalidade desenvol-
ver filmes poliméricos incorporados com dleos essenciais através
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de nanoemulsdes de dleo em dgua, ou seja, formar um sistema de
dispersdo do 6leo na dgua utilizando dispositivos mecanicos como
fonte de energia, e estudar se a incorporacido de nanoemulsdes dos
6leos em uma matriz polimérica influencia na Permeabilidade de
Vapor de Agua, uma vez que este trabalho tem como intuito uma
futura aplicacéo dos filmes como curativos.

PARTE EXPERIMENTAL
Preparacio das nanoemulsoes

As nanoemulsdes foram produzidas pela agitacdo das solugdes
de 1% de dleos essenciais de melaleuca, limao, copaiba (Ferquima) e
0,75% de Tween 80 (Sigma) em dgua. As solucdes foram agitadas em
um homogeneizador Ultra-Turrax (Marconi-MA102). As velocidades
de agitac@o foram de 12000 e 15000 rpm no tempo de 5 minutos.
As suspensdes obtidas foram avaliadas visualmente: presenca de
sedimentados ou ndo, opalescéncia e homogeneidade da solugéo e
separagdo ou ndo de fase ap6s periodo de repouso.

Tamanho médio das particulas nas nanoemulsoes

Através do aparelho Zetasizer Nano Series (Malvern Instruments
Inc. USA) foram realizadas as medidas de tamanho médio das parti-
culas presentes nas nanoemulsdes. As andlises foram feitas utilizando
um indice de refra¢do de 1,590 e comprimento de onda do laser de
632,8 nm. Todas em triplicata na temperatura de 25 °C.

Preparacio dos filmes

Os filmes foram produzidos através da técnica de casting. O
alginato de sddio foi dissolvido nas nanoemulsdes sob agitacdo. A
solucdo viscosa resultante foi agitada até completa dissolucéo do al-
ginato e deixada em repouso por 24 horas para eliminac¢ao de bolhas.
A variacdo do tipo de filmes se deu pela variagdo da concentragdo
de alginato (2% e 3% m/v), pela diferenca de sintese das nanoemul-
sdes (12.000 rpm e 15.000 rpm) e pela variagdo de temperatura na
secagem (30 e 45 °C).

Determinacio da espessura

As espessuras dos filmes foram determinadas utilizando um
micrémetro digital (No. 7326, Mitutoyo Manufacturing, Japan).
Foram realizadas 3 andlises em diferentes posi¢des do filme seco. O
micrometro utilizado apresentava precisdo e 0,001 mm.

Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

As andlises da morfologia dos filmes foram feitas usando um mi-
croscépio eletrdnico de varredura computadorizado da marca ZEISS
modelo EVO LS15, com voltagem de 12 kV. Os filmes foram fixados
em uma fita de carbono dupla face e colocadas em um metalizador
(Quorum - Q150 T) durante um minuto e meio para que houvesse a
deposi¢do de uma fina camada de ouro sobre eles.

Permeabilidade ao vapor de agua (WVP)

As andlises foram realizadas utilizando o método adaptado da
norma ASTM E96-80% descrito na literatura,* como realizado em
outros trabalhos.?? Os filmes foram cortados na forma de um circulo
com 5 cm de didimetro e colocados em cima de placas de Teflon®, as
quais comportavam 6 mL de dgua destilada. Foi colocada uma segun-
da placa por cima da primeira e ambas foram fixadas por parafusos.

Quim. Nova

Foram realizadas trés andlises de WVP para cada filme. As placas
com os filmes foram colocadas em um ambiente de temperatura
controlada (25 °C) (estufa) e foi utilizada silica para o controle da
umidade interna. Foram feitas pesagens periddicas das placas e os
valores das massas anotados para utiliza¢ao na determinagdo da WVP.

6 ml de agua

Figura 1. Amostra de filme e as placas de Teflon utilizadas nas andlises de
wvP

Através dos valores de WVTR (Velocidade de transmissdao de
vapor de dgua), foi determinado o valor de WVP para os filmes,
utilizando-se as Equagdes de 1 a 3 abaixo, em que: mw € a massa
molar da dgua (18 g mol"), D € a difusividade do vapor de dgua pelo
ara298 K (0,102 m?s), P é a presséo total (1 atm), p, € a pressdo de
vapor a 298 K, R € a constante do gases (82,1x10° m? atm g!' mol!
K™), z é a altura média que o gés inerte atinge, p, (pressao parcial de
vapor da parte inferior do filme), p; (pressdo parcial de vapor da parte
superior do filme) e y (espessura média dos filmes).

Velocidade de transmissdo de _ perda de massa do filme

. 1
vapor de dgua (WVTR) drea do filme M
mw.P.D.In[(p - p,)/(p —p,)]
WVTR= 2)
R.Tz
WVP = WVTR 3)
(pz _p3)

RESULTADOS E DISCUSSOES

A Figura 2 representa uma particula de nanoemulsdo na qual
as moléculas do tensoativo (Tween 80) estdo organizadas na inter-
face 6leo/dgua através das interacdes ocorrentes entre suas regioes:
hidrofébica (apolar) com o 6leo (apolar) e hidrofilicas (polar) com
a dgua (polar).

Oleo

Tenso-ativo

Regido Regido
hidrofébica  pidrofilica

Figura 2. Figura representativa da particula de nanoemulsdo
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A Figura 3 mostra o tamanho médio das goticulas de 6leo em
fun¢do da velocidade de rotac@o usada no preparo das nanoemulsdes.
Nota-se claramente que quanto maior a velocidade de rotagdo, menor
¢ o tamanho médio das goticulas de 6leo.

O potencial zeta € um reflexo do potencial de superficie das
goticulas de nanoemulsdes, podendo ser influenciado por mudangas
da interface com o meio dispersante.”® Neste trabalho, os potenciais
zeta das nanoemulsdes dos 6leos sdo mostrados na Tabela 1, nela é
possivel observar resultados positivos, ou seja, 0s potenciais zeta das
particulas de nanoemulsdes apresentam valores em médulo maiores
que 20 mV e préximos de 25 mV, com exce¢do das nanoemulsdes
com 6leo de melaleuca preparadas a 15000 rpm.

Esses resultados sdo importantes, pois o alto valor de potencial
zeta ¢ um indicativo de que as goticulas das nanoemulsdes tém
forcas de repulsio fortes o suficiente para impedir sua coalescéncia,
mantendo sua estabilidade.*

Como o tensoativo (Tween 80) utilizado para estabilizar as goti-
culas de 6leo foi um ndo idnico, sugere-se que os valores negativos
de potencial zeta sdo resultados da adsor¢do de fons hidroxilas na
interface 6leo/dgua provenientes das liga¢des de hidrogénio da dgua
com os grupamentos quimicos presentes no Tween 80 e nos com-
postos dos dleos essenciais, tornando a carga superficial da goticula
de nanoemulsdo mais negativa.?

Tabela 1. Potencial zeta das nanoemulsdes dos 6leos essenciais estudados

Nanoemulsoes Ve?gcii::.zgz de Potencial zeta
Oleo de Limédo 12000 rpm -24,6+0,6
Oleo de Limdo 15000 rpm -21,0+09
Oleo de Copaiba 12000 rpm 247+ 1
Oleo de Copaiba 15000 rpm -26,8+2
Oleo de Melaleuca 12000 rpm -26,8+1
Oleo de Melaleuca 15000 rpm -18,2+0,7

Elim3o mlim3o MCopaiba mCopaiba M Melaleuca Melaleuca

350,00

277,38 272,13

186,73
88,41 971,50
I 66,90
ol

15.000 12.000 15.000 12.000 15.000

300,00

250,00

200,00

150,00

100,00

50,00

Tamanho médio das particulas (nm)

Velocidade de agitagdo (rpm)

Figura 3. Valores de tamanho médio das nanoemulsoes em fun¢do da velo-
cidade de agitagdo

A producdo de particulas menores de nanoemulsdes ocorreu
devido a alta velocidade de rotag@o, que fez com que as moléculas de
dleo se dispersaram mais, formando nanoemulsdes de aglomerados
lipofilicos menores. J4 as menores rotagdes nao dispersaram tdo bem
as moléculas de 6leo, fazendo com que elas tendessem a aglomeracao,
resultando em nanoemulsdes com uma parte lipofilica maior.

Com o intuito de descobrir as melhores condicdes para a produgao
dos filmes, foi realizado um planejamento fatorial 2° e, em seguida,
uma avaliacdo subjetiva, para classifica-los segundo sua continuidade

Preparagdo de novos filmes poliméricos contendo nanoemulsdes do 6leo de melaleuca, copaiba e limado 3

(fratura ou ruptura apds secagem), homogeneidade (particulas visi-
veis a olho nu, opacidade ou diferenga de cores) e manuseabilidade
(facilidade do filme em se romper).*!

O planejamento fatorial 2*foi realizado apresentando 2 niveis (+ e
-) e 3 varidveis (A, B e C): em que a varidvel A representava a porcen-
tagem de alginato (m/v), a B o tamanho da particula de nanoemulsao
(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,
como mostrado na Tabela 2.

Tabela 2. Planejamento fatorial 2° para aquisi¢do dos filmes

Variaveis Nivel inferior (-) Nivel superior (+)
A Concentragdo de 2% (m/v) Concentracdo de 3% (m/v)
de alginato de alginato
B Tamanho nano menor Tamanho nano maior
(15.000 rpm) (12.000 rpm)
C Secagem a 30°C Secagem a 45 °C

No experimento de planejamento fatorial foram produzidos 8 fil-
mes para cada 6leo essencial trabalhado (limdo, copaiba e melaleuca),
chegando ao total de 24 filmes. Depois de produzidos e de avaliados
subjetivamente, os filmes foram classificados como: excelente, bom
ou deficiente.

Foi possivel observar no experimento de avaliacdo subjetiva, ndo
apenas para o filme de copaiba mostrado na Tabela 3, mas também
para os filmes de melaleuca e limao, que os melhores resultados de
continuidade, homogeneidade e manuseabilidade foram dos filmes
produzidos a partir do experimento 6.

Observa-se, também, na Tabela 3, que a partir do experimento
5 comega a aparecer resultados com classificacdo excelente, jd os
experimentos de 1 a 4 apresentaram resultados mais deficientes.

Sendo assim, através desses resultados foi possivel classificar as
melhores condic¢des para a produgio dos melhores filmes, escolhen-
do os melhores filmes para serem caracterizados, ou seja, 0os mais
continuos, homogéneos e de boa manuseabilidade.

Tabela 3. Avaliacdo subjetiva do filme com dleo de copaiba

A B C Continuidade Homogeneidade Man;:g:bili-
1 + o+ o+ ] L4 °
2 -+ o+ L] L u
3+ -+ L] ° u
4 - -+ ° [ [
5 + 4+ - ° L] °
6 - + - ° v v
7 + - - ° v v
8 - - - v v v

¥ excelente; @ boa; m deficiente.

Como apresentado na Figura 4, ocorreu um aumento significativo
no valor de permeabilidade de vapor de 4gua (WVP) para os filmes de
alginato de sédio com 6leo essencial de copaiba, limdo e melaleuca em
relac@o aos filmes de alginato de sédio puro. Kavoosi et al.,” que pro-
duziram filmes de gelatina com dleo de Zataria, afirmaram que o valor
de WVP depende da interagao hidréfilo-hidréfobo presente no filme.

Os filmes 7 tiveram maiores valores de WVP, o que pode estar
relacionado com o tamanho das particulas de nanoemulséo e com
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Figura 4. Valores de WVP para os filmes de NaAlg puro e para os filmes de NaAlg com OE de limdo, melaleuca e copaiba

a concentragdo de alginato presente no filme, visto que estes filmes
foram produzidos com tamanhos menores de particulas de nanoe-
mulsdes e maiores concentracdes de alginato (3% m/v).

As particulas de nanoemulsdes possuem uma parte hidrofébica
(lipofilica) que interage com o dleo e uma parte hidrofilica que inte-
rage com a dgua durante sua formagdo. Depois dos filmes produzidos
e secos a parte hidrofilica deixa de interagir com a d4gua que evapora
e passa a interagir com as cadeias de alginato através de ligacdes de
hidrogénio. Essa interacdo com o alginato ocorre mais abundantemen-
te em filmes com nanoemulsdes de particulas menores do que com
nanoemulsdes de particulas maiores devido a sua melhor distribuicao
ao longo da matriz de alginato.

A Figura 5 mostra essa forte interag@o das particulas de nanoe-
mulsdes menores com a matriz de alginato, fazendo com que estas
“ignorem” o vapor de dgua que passa pela matriz, facilitando sua
passagem e aumentando a WVP.

O aumento da concentragdo de alginato na produgdo dos filmes
também facilita a passagem de vapor de d4gua e aumenta significa-
tivamente os valores de WVP. Isso ocorre porque uma matriz com

a) b)
Tk g
|
R | 'y 3
-ﬂ . h o
By
[
- A
. | *
" .
.o
1 = g
*® | &
|
| ,
Vapor permeante Vapor permeante

<« ---> Nanoemulsio
Figura 5. Desenho representativo das interagoes hidrdfilo-hidréfobo das
nanoemulsoes de OE na matriz de alginato: (a) particulas de nanoemulsées
maiores e (b) particulas de nanoemulsoes menores

menos grupamentos polares, ou seja, menor concentracio de alginato,
pode ndo interagir com todas as particulas de nanoemulsdes presentes
nos filmes, fazendo com que elas segurem a passagem de vapor de
dgua. Entretanto, aumentando a concentracio de alginato, aumenta-se
também a quantidade de grupamentos polares, os quais interagem com
as nanoemulsdes que antes estavam livres. Essa intera¢do faz com
que os vapores de dgua passem livremente, aumentando os valores
de WVP como pode ser visto na Figura 6.

a)

O/

uo

Vapor permeante

¢ ---> Nanoemulsao

Figura 6. Desenho representativo do efeito da porcentagem de alginato no
valor de WVP: (a) 2% m/v de alginato e (b) 3% m/v de alginato

Através das imagens reproduzidas pelo MEV € possivel obser-
var a presenga de nanoemulsdes dos dleos incorporados na matriz
de alginato. Os filmes 7 de melaleuca (Figura 7 (b)) apresentam
rugosidade e aglomerados ndo observados na Figura 7 (b) do filme
de alginato puro. Esses aglomerados e rugosidades sdo efeitos das
nanoemulsdes presentes no filme.

CONCLUSAO

Através da andlise de WVP ficou evidente que os filmes que
tiveram melhor permeabilidade ao vapor de dgua foram os filmes 7
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Figura 7. Imagens da Microscopia Eletronica de Varredura (MEV): (a)
Filme controle de alginato de sidio e (b) Filme 7 melaleuca (nanoemulsdo
de tamanho de particula menor)

de todos os 6leos estudados. Isso estd relacionado ao tamanho das
particulas de nanoemulsdes presente nos filmes, que eram os meno-
res, como observado na andlise de tamanho de particula, e também
a maior concentragdo de alginato. O planejamento fatorial utilizado
para a produgdo dos filmes mostrou-se muito eficiente, uma vez que
foi possivel obter as melhores condi¢des de preparagdo dos mesmos.
A presenca de nanoemulsdes € evidenciada na imagem produzida pelo
MEY, na o filme com nanoemulsio apresenta rugosidade e aglome-
rados ndo observados no filme de alginato puro. Assim, apesar de ser
necessdria a realizagdo de mais andlises, os filmes produzidos t€ém
uma caracteristica que € excelente para uma futura aplicagdo como
curativos, que € a boa WVP. Isso € possivel devido a aplicacio do
6leo na forma de nanoemuls@o, a qual tem se mostrado um diferencial
neste trabalho.
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