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APRESENTACAO

A colecdo “O Conhecimento Cientifico na Quimica” € uma obra que tem
como foco principal a discussao e divulgacao cientifica por meio de trabalhos com
diferentes funcionalidades que compde seus capitulos. A colecdo abordara de forma
categorizada trabalhos, pesquisas que transitam nos varios caminhos da quimica de
forma aplicada, contextualizada e didatica.

O objetivo central foi apresentar de forma categorizada e clara estudos
correlacionados a identificacdo de inibidores do virus do Zika; caracterizagao/
analise quimica e antioxidante de plantas com forte potencial de ser aplicado
como antioxidante comercial; desenvolvimento de emulsdes de maior estabilidade;
pesquisas associadas a caracteristica e aplicacdo da técnica de Raios-X; estudos que
exploram propriedades dos 6leos essenciais; apresentacao de métodos concordantes
com os principios da quimica verde e metodologia no ensino da quimica desenvolvidos
em diversas instituicbes de ensino e pesquisa do pais. Em todos esses trabalhos a
linha condutora foi o aspecto relacionado a caracterizacao, aplicacao, otimizacao de
procedimentos e metodologias, dentre outras abordagens importantes na area de
quimica, ensino e engenharia quimica. O avanco das pesquisas e divulgacdo dos
resultados tem sido um fator importante para o desenvolvimento do conhecimento
cientifico na quimica.

Temas diversos e interessantes sao, deste modo, discutidos aqui com
a proposta de fundamentar o conhecimento de académicos, mestres e todos
aqueles que de alguma forma se interessam pela area de quimica tecnoldgica,
bacharel e licenciatura. Possuir um material que demonstre evolucéo de diferentes
metodologias, abordagens, aplicacbes de processos, caracterizacao com diferentes
técnicas (microscopia, titulacdo, espectroscopia no infravermelho por transformada
de Fourier e raios-X) substanciais € muito relevante, assim como abordar temas
atuais e de interesse tanto no meio académico como social.

Deste modo a obra “O Conhecimento Cientifico na Quimica” apresenta
estudos fundamentados nos resultados praticos obtidos pelos diversos professores
e académicos que arduamente desenvolveram seus trabalhos que aqui seréao
apresentados de maneira concisa e didatica. Sabemos o quéo importante é a
divulgacao cientifica por meio da publicacdo de trabalhos, por isso evidenciamos
também a estrutura da Atena Editora capaz de oferecer uma plataforma consolidada
e confiavel para estes pesquisadores explorarem e divulgarem seus resultados.

Jéssica Verger Nardeli
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O Conhecimento Cientifico na Quimica

cymbopogon winterianus.

RESUMO: Os 64leos essenciais sao
provenientes do metabdlito secundarios das
plantas, e apresentam varios componentes
com atividade biolégica e benéficos a saude
humana e animal. Contudo esses 6leos podem
sofrer varias alteracbes em sua estrutura, como
a oxidacao, e perder a sua atividade biologica.
O encapsulamento de O6leos essenciais por
emulsbes é utilizado no aproveitamento das
propriedades dos compostos bioativos e no
aumento da estabilidade oxidativa. A emulséo é
uma das formas de formulacées farmacéuticas
que aumenta a biodisponibilidade e permite
uma dosagem precisa, proporcionando efeitos
colaterais minimos. O respectivo trabalho
aborda o desenvolvimento de emulsdes 6leo
em agua dos polissacarideos quitosana e
carboximetil-quitosana, para o encapsulamento
do 6leo essencial de Cymbopogon winterianus,
variando o tipo de surfactante, velocidade de
agitacao e tipo de polissacarideo na estabilidade
da emulsao. Foi realizado um exame periddico
de estabilidade relacionado a mudanca de
coloracéo/turbidez, formacdo de precipitado
e de sobrenadante. Analisou-se também a
morfologia através da microscopia o6tica. Apos
30 e 90 dias de terem sido preparadas as
emulsdes. As emulsées com o melhor perfil de
estabilidade foram analisadas quanto ao grau
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de encapsulamento e quanto seu perfil cinético de liberacao in vitro. Observou-se
que as emulsdes produzidas sob condi¢cdes de velocidade de agitacdo mais amenas
sdo mais estaveis. Quanto ao grau de encapsulamento, observou-se que o uso de
um surfactante de maior tamanho de cadeia lipofilica Tween 80 assegura a retencao
do 6leo no interior das micelas, mantendo um alto grau de encapsulamento mesmo
apos 30 dias de sua producédo, conferindo a sua estabilidade. A cinética de liberacéao
demonstrou que dependendo do tipo de surfactante usado na formacédo da emulsao,
existe diferenca no perfil de liberagao, onde os dois perfis, embora distintos, podem
ser adequados para aplicacdo em sistemas de liberacdo controlada de finalidade
antimicrobiana. Futuros estudos serdo realizados a fim de verificar a atividade
antimicrobiana de tais emulsdes para proposicdo de um farmaco alternativo aos
antibiéticos convencionais.

PALAVRAS - CHAVE: Quitosana. Carboximetil-quitosana. Emulsoes.

PHYSICOCHEMICAL EVALUATION OF CHITOSAN-BASED EMULSIONS WITH
CYMBOPOGON WINTERIANUS ESSENTIAL OIL

ABSTRACT: Essential oils come from the secondary metabolites of plants, having
several components with biological activity, beneficial to human and animal health.
However, these oils can undergo several changes in their structure, such as oxidation,
and lose their biological activity. Encapsulation of essential oils by emulsions is used to
exploitthe properties of bioactive compounds andto increase oxidative stability. Emulsion
isone of the forms of pharmaceutical formulations thatincreases bioavailability and allows
accurate dosing, providing minimal side effects. This work addresses the development
of oil-in-water emulsions of chitosan and carboxymethyl chitosan polysaccharides for
encapsulation of Cymbopogon winterianus essential oil, investigating the surfactant
type, stirring speed and polysaccharide type on the emulsion’s stability. A periodic
stability test was performed in order to evaluate color change / turbidity, precipitate and
supernatant formation in the emulsions. The morphology was also analyzed by optical
microscopy after 30 and 90 days from emulsion’s preparation. The emulsions with the
best stability profile were analyzed for encapsulation degree and in vitro release kinetic
profile. Emulsions produced under milder stirring conditions have been found to be
more stable. Regarding the degree of encapsulation, it was observed that the use of
a larger Tween 80 lipophilic chain surfactant ensures oil retention inside the micelles,
maintaining a high degree of encapsulation even after 30 days of production, therefore
with higher stability. The release kinetics showed that depending on the surfactant
type used in the emulsion, there was a difference in the release profile, where the two
profiles, although distinct, may be suitable for controlled release systems of antimicrobial
purposes. Future studies will be conducted to verify the antimicrobial activity of such
emulsions for proposing an alternative drug to conventional antibiotics.
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11 INTRODUCAO

Oleos essenciais apresentam metabdlitos secundarios volateis dos quais se
qualificam por exibir misturas complexas de compostos organicos, sendo cada vez
mais estudados em atividades biolégicas de plantas e seus derivados (BAKKALI et
al.,2008; BURT, 2004; SINGH etal., 2007), tais como propriedades anti-inflamatoérias,
expectorantes, pesticidas e, sobretudo, antimicrobianas (SAAD, et al., 2013).

O 6leo essencial de C. winterianus (OECw) é rico em citronelal. Segundo
Silveira e colaboradores, (2012) Oleos essenciais de citronela resultaram na
atividade inibitéria bacteriana em relacdo as bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas testadas.

Para melhorar o aproveitamento das propriedades de 6leos essenciais e
aumentar sua estabilidade oxidativa, o encapsulamento, através de emulsdes, de
tais bioativos é promissor. O revestimento, proveniente do encapsulamento, ndo s6
protege o material bioativo do nucleo da umidade, da luz, do oxigénio, e de agentes
externos adicionais, porém também permite/auxilia no controle da liberagcdo das
substancias ativas (ASSIS et al., 2012; BRANNON-PEPPAS, 1993).

Os mecanismos de liberacdo dos materiais ativos encapsulados variam de
acordo com a natureza do agente encapsulante, sendo que normalmente ocorrem
por: variacao de temperatura e de pH; solubilidade do meio; biodegradacao; difusédo;
ruptura mecénica; permeabilidade seletiva, e gradiente de concentracao existente
em relacao ao meio de liberacdo (BRANNON-PEPPAS, 1993).

A quitosana (QUI) é um polissacarideo natural facilmente soluvel em agua
acidificada e que tem a capacidade de formar intera¢gées quimicas com materiais
hidrofébicos e anibnicos, pois possui grupos catiénicos, além de formar compostos
biodegradaveis (BORGOGNONI, et al, 2006). Yu-HsinLin e seus colegas
demonstraram que emulsdo de amoxicilina O/A carregada positivamente, preparada
com quitosana e heparina, produziu uma melhor erradicagcédo do Helicobacter pylori
do que as solugdes convencionais de amoxicilina (LIN et al., 2012).

Modificagbes na estrutura da quitosana por carboximetilagcdo também estédo
sendo usadas para encapsular compostos lipossoluveis sendo empregados em
sistemas de liberacdo de farmacos (PANG, et al., 2007). Aencapsulagdo de nutrientes
hidrofébicos carregada negativamente com revestimentos de carboximetil-quitosana
(CMQ), representa uma abordagem promissora para aumentar a estabilidade
quimica e propriedades de liberagao controlada (LUO, et al., 2012).

Neste trabalho objetivou-se desenvolver emulsdes polissacaridicas 6leo em
agua para o encapsulamento do 6leo essencial de C. winterianus em diferentes

O Conhecimento Cientifico na Quimica Capitulo 3




condicdes reacionais a fim de selecionar a emulsdo de maior estabilidade e maior
grau de encapsulamento para utilizagao terapéutica para fins biomédicos.

2 | TRATAMENTO METODOLOGICO

2.1 Materiais

Para o preparo das emulsdes usou-se QUI comercial em pd (Polymar),
Hidroxido de sédio (Dinamica), Acido monocloroacético (Dinamica) Metanol PA
(Dinémica) e os surfactantes Tween 20 (T20) e Tween 80 (T80) (Dinamica).

2.2 Sintese de Carboximetil-quitosana (CMQ)

Emum erlenmeyerde 125 mLforam adicionados 20 mL de alcool isopropilico,em
seguida 1g de QUI comercial em p6 (Polymar) foram acrescentados ao erlenmeyer,
mantendo a suspenséo em agitacdo mecanica. O erlenmeyer permaneceu tampado.
Em seguida foram inseridos gradualmente 25 mL de solu¢céo aquosa de NaOH 5M
durante 30 minutos mantendo-se sob agitacao por mais 30 minutos. Posteriormente
3g de acido monocloroacético foram acrescentados, gradativamente, a solugéo por
um periodo de 10 minutos. Logo apés, a mistura reacional foi aquecida até 60°C
e manteve-se em agitacao por 4 horas. Passados tal periodo a mistura reacional,
transferiu-se a solugdo contida no erlenmeyer para um béquer e retirou-se o
sobrenadante, deixando apenas o precipitado no béquer. Adicionou-se metanol no
béquer até cobrir 0 precipitado mantendo-se em agitagao mecanica por 10 minutos,
por duas vezes. Por fim, retirou-se o metanol e transferiu-se a QUI modificada
(CMQ) lavado para uma placa de petri, o qual foi posto para secar na estufa em
uma temperatura de 60°C.

2.3 Determinacao do Grau de Substituicao da CMQ por Titulacao Potenciométrica

Dissolveu-se 400 mg de CMQ em 100 mL de agua destilada e acidificou-se
com acido cloridrico 0,1M até atingir pH igual a 2. Em seguida, a solucao foi titulada
com KOH 0,1M. O acréscimo de volume de KOH 0,1M foi sendo registrado em
funcéo da variacéo do pH.

O grau de substituicao dos grupos carboxilas aderidos na CMQ foi determinada
através da Equacao 1 abaixo:

GS = 161 x (VKOH x MKOH)/mCMQ — 58 x (VKOH x MKOH) (1)

Onde VKOH e MKOH sao o volume e a molaridade da solugdo aquosa de
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KOH, mCMQ é a massa (g) de CMQ e 161 e 58 séo, respectivamente, a massa
molar da unidade de QUI, glucosamina, e dos grupos carboximetilicos.

2.4 Analise de espectroscopia de infravermelho (FT-IR)

O espectro de infravermelho da CMQ foi realizado como método de identificacédo
da mudanca dos grupos funcionais presentes na QUI comercial, proveniente da
modificacdo na estrutura do polissacarideo natural. Os espectros foram realizados
utilizando o espectrofotdbmetro modelo Nicolet iS5 da Thermo Scientific. As
amostras foram preparadas em forma de pastilhas de KBr na proporcéao 1:20 (m/m)
(amostra:KBr). Os espectros foram registrados no intervalo de 4000 a 400 cm-1,

empregando-se 32 scans e resolucao de 4 cm™.

2.5 Preparo das Emulsoes de QUI e de CMQ com dleo essencial de C. winterianus

Foram realizadas quatro emulsdes variando os seguintes fatores: tipo de
surfactante, velocidade de agitacdao e tipo de polissacarideo, de acordo com a

Tabela 1 abaixo:

Emulsao Surfactante Ve[:\)giiga:;;ide polilisr;(::gz deo
E1 T20 15000 (C) CMQ 0,5%
E2 T80 25000 (F) CMQ 0,5%
E3 T80 15000 (C) QUI 0,5%
E4 T20 25000 (F) QUI 0,5%

Tabela 1: Formulagdes das emulsdes.

Para o preparo das emulsdes foram adicionados 40 uL de surfactante, 50 uL
(40 mg) de OECw e 30 mL de agua destilada, conforme as formulacdes descritas na
Tabela 1. A solucéo respectiva foi agitada em um béquer de 500 mL manualmente.
Logo apés foram adicionados 50 mL da solugéao do polissacarideo correspondente
a mistura contida no béquer. A mistura foi colocada sob agitacdo usando com um
ultrastirrer mecanico nas velocidades de 15000 ou 25000 rpm por 2 minutos para a
formacéo da emulsdo. Todas as emulsdes permaneceram na geladeira durante 90
dias, sendo analisados periodicamente em relacdao as suas caracteristicas fisico -
quimicas principais: sedimentacao; sobrenadante; coloracao; pH.

2.6 Caracterizacao das emulsoes:

Foirealizada uma analise periddica de sedimentacao nas emulsdes produzidas,
onde foi observadas semanalmente eventuais mudancas de coloragdo/turbidez,
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formacao de precipitado e de sobrenadante por até 90 dias. Tais emulsdes foram
colocadas em tubos de ensaios de vidro com tampa de rosca onde permaneceram
em analise durante os trés (3) meses de avaliacdo. A formacao de precipitado foi
medida em centimetros usando uma régua. De maneira similar, mediu-se o pH das
emulsdes quinzenalmente em um phmetro de bancada LUCA-210 até completar 75
dias. As analises foram feitas em triplicata. O pH foi medido para avaliar o grau de
variacdo ao longo do tempo de analise.

2.7 Andlise de Microscopia Optica:

As emulsdes produzidas foram observadas ap6s 30 e 90 dias de preparagao
em um microscopio Optico-LEICA. As andlises foram feitas usando a lente
PL20/040160/0. Os diametros das micelas foram medidos usando o programa
Imaged-win32 destinado a processamento de imagens.

2.8 Eficiéncia de encapsulamento:

A eficiéncia de encapsulamento foi avaliada através da insercdo de 1 mL de
emulsdo em alcool etilico 96% na proporcao 1:4 v/v. As emulsdes foram reservadas
na geladeira em posicdo vertical por 24 horas e posteriormente tiveram suas
absorbancias medidas em espectrofotdmetro no comprimento de onda de 236nm.

Determinou-se a concentracao de éleo liberado na solucao através da curva
de calibracdo do OECw, no qual a solugcdo mae foi preparada em 1000 ppm com
alcool etilico. A partir de entdo, foram feitas diluicbes sucessivas, calculados as
concentracdes de acordo com a Equacao 2 a segquir:

CixVi=CfxVf (2

Onde Ci e Vi correspondem, respectivamente, a concentracdo e volume
iniciais, e Cf e Vf equivale a concentragdo e volume finais.

Avarredurae adeterminagcao das absorbancias, das respectivas concentragdes,
foram lidas em um espectrofotémetro no comprimento de onda de 236nm. O grafico
da curva de calibracéo do 6leo essencial foi avaliado em fun¢do das concentracdes
por valores das absorbéncias, como mostra a Figura 1 abaixo:
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Curva de Calibragao do OECw

Absorbancias

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000

c m
(Ppm) y =0,0007x+ 0,0481
—e— Sériel Linear (Série1) R?=0,9965

Figura 1: Curva de calibragdo do 6leo essencial de C. winterianus.

A concentracdo de 6leo presente no meio foi determinada pela curva de
calibracdo. (HERCULANO, 2014). O teor de encapsulado (T.E.) foi determinado
utilizando a Equacao 3:

T.E (%) = (Massa OES)/(Massa total) x 100 (3)

Onde OES refere-se ao 6leo essencial de OECw.
A eficiéncia de encapsulamento foi determinada de acordo com a Equacéo 4:

EE (%) = M/Mo x 100 (4)

Onde M é o percentual de Oleo efetivamente encapsulado nas emulsdes que
foi medido anteriormente no teor de encapsulado e Mo é o percentual relativo do
6leo no processo (ou seja, a razao entre a massa de 6leo adicionada inicialmente e

a massa total presente na amostra).

2.9 Perfil cinético de liberacao in vitro:

Das emulsdes determinadas como sendo os mais estaveis, pesou-se 100 mg
das emulsées em um tubo falcon e acrescentou 10 mL de agua destilada em pH
7. A solucéo foi transferida para o sistema imerso dentro de um béquer com 200
mL de agua pH 7, o qual permaneceu sob agitacdo mecanica durante todo o teste.
Utilizou-se uma membrana de dialise para expressar a osmose entre a solugao
dentro do tubo falcon e a 4gua em pH 7 presente no béquer.

Aliquotas foram retiradas do béquer apos 1, 2, 4, 6, 8, 12, 24, 26, 28, 30, 32,
48, 50 e 52 horas ao iniciar o sistema. Cada aliquota foi analisada em duplicata por
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espectroscopia na regido do UV-Vis. Em seguida foi determinada a concentragao de
6leo utilizando a curva de calibragcdo do OECw.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Determinacao do Rendimento e Grau de Substituicao da CMQ:

Areacgaode carboximetilcdodaQUI obteve umrendimentode 93%, considerando
a glucosamina como unidade basica repetitiva da QUI e considerando a reagao de
substituicdo no sitio 3 da QUI, com a retirada de um grupo OH e inser¢cdo de um
grupamento carboxilico (LUO, et al, 2012). A confirmacao do método foi feita pelo
céalculo do grau de substituicdo dos grupos carboxilas aderidos na CMQ, proveniente
da titulacdo potenciométrica em que os valores de pH obtidos foram inseridos na
curva de titulacdo de pH versus volume de hidréxido de potassio adicionado.

Na Figura 2, tem-se a curva de titulacdo e a relacdo da derivada desses
resultados, os quais séo relevantes para determinar a modificagcao quimica estrutural
ocorrida na QUIL.

12

. /
8

pH

pH

0] 10 20 30 40 50 60
Volume KOH (mL)

Figura 2: Curva de titulagdo poternciométrica para determinagdo do grau de substituicdo da
(CMQ).

A CMQ apresenta dois pontos de inflexdo. O primeiro ponto corresponde
a neutralizacdo do acido cloridrico em solu¢do e o segundo ponto condiz com a
neutralizacdo completa dos grupos acidos. A diferenca de volume entre esses dois
pontos representa o volume necessario para neutralizar os grupos carboxilicos.

A vista disso, o grau de substituicdo é registrado em cima da massa molar
da unidade respectiva da QUI (glucosamina) e dos grupos carboximetilicos, dos
volumes de hidroxido de potéassio, provenientes da titulagdo potenciométrica, da
molaridade da solugcdo aquosa de hidroxido de potassio e da massa de CMQ.
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A modificagdo quimica estrutural da quitosana pelo método carboximetilagcao
(3:1) (CMQ) alcancgou grau de substituicdo de 37,7%. Um maior numero de grupos
carboxilicos presente nas emulsdes equivale a um maior grau de substituicdo, o
gue proporciona um aumento nas possibilidades de interacdo com as particulas da
espécie presente na solugcédo aquosa, viabilizando assim reacdes mais estaveis entre
as moléculas do meio, devido ao carater eletronegativo dos grupos carboximetilicos,
promovendo uma modificacao satisfatdria e promissora do polimero modificado.

3.2 Caracterizacao da Quitosana Carboximetilada por FT-IR:

Anélises comparativas entre os modos de vibra¢éo obtidos por espectroscopia
de infravermelho dos polimeros QUI e CMQ sao evidenciados na Figura 3. Os
espectros de QUI e CMQ evidenciaram que o polissacarideo modificado apresentou
as bandas relacionadas as carbonilas de grupos carboxilas entre 1750 — 1700 cm™,
referindo—se a grupos acetato ou piruvato, e em 1610 cm™ indicativo de grupos
carboxilatos (DARZI, etal., 2012). Abanda que surge em 1399,52 cm~'de intensidade
moderada na CMQ, refere-se de forma condensada, e consequentemente em maior
concentracao, ao estiramento C-O e flexdo O-H de acidos carboxilicos em torno de
1440 — 1320 cm™. Tal banda envolve alguma interagcao entre o estiramento de C-O
e 0 dobramento de C-O-H no plano. Essas caracteristicas sdo evidentes na regiao
de 1274, 56 cm™' na analise realizada.
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Figura 3: Andlise FT-IR comparativa de quitosana (azul) e Carboxi-metil-quitosana (vermelha)

3.3 Analise de sedimentacao das emulsoes

O ensaio de estabilidade das emulsdes foi realizado através da adicéo de
cada tipo de emulsao em tubos herméticos e observados quando da formacéao
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de precipitados, alteracdo de cor ou formacdo de sobrenadante por até 90 dias.

Observa-se que as emulsdes apresentaram coloracéo translucida, como mostra a

Figura 4. A relac&o de volume sedimentado em % com a evolugcédo do tempo consta

na Figura 5.

Figura 4: Andlise do volume de sedimentag¢do das emulsées. Legenda: A) Emulséo 1; B)
Emulséo 2; C) Emulséo 3; D) Emulséo 4
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Figura 5: Valores de volume de sedimentacéo (%) em fungéo do tempo para as emulsdes

A estabilidade das emulsdes é orientada por diversas for¢cas, como a formacgao

de barreiras mecanicas, entre as goticulas de 6leo e a fase aquosa, formada pelos

os emulsificantes, e as for¢as de repulsao eletrostatica entre as goticulas. Quando

uma destas forcas é rompida, a tendéncia final do sistema é separar completamente

a fase oleosa da aquosa, com diversos estagios de ndo estabilizac&o intermediarios

como a coalescéncia, onde se tem a unido das mesmas em gotas maiores até a
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completa separacéo de fases sendo visivel ao olho nu (BRUXEL, et al., 2012).
Aemulséo 4 (E4) caracterizou-se por apresentar instabilidade na sua formacao,
pois desde o principio houve a separacdo das fases oleosa e aquosa e formacéao
de corpos de fundo. Diante dos resultados obtidos neste trabalho, verificou-se que
as emulsdes 1 e 3 (E1 e E3) apresentaram maior estabilidade frente das demais
emulsdes realizadas, visto que resultaram em uma menor formagao de sedimentos.

3.4 Analise do Potencial Hidrogenionico (pH) das emulsoées

Os potenciais hidrogenionico das emulsdes foram avaliados em funcéo dos
valores de pHs obtidos no periodo analisado. A Tabela 2 abaixo mostra os resultados
oriundos das analises do potencial hidrogenidnico diante da variagcdo do pH das
emulsbdes em funcédo do tempo de anélise:

Dias Emulséo 1 Emulséo 2 Emulséo 3 Emulséo 4
15 2,9 + 0,03 3,0 +£0,02 3,4 +0,01 3,6 £ 0,01
30 3,3 £ 0,01 3,3 £0,01 3,7 +£0,01 3,8 £0,05
45 3,0 £0,01 3,0 £ 0,02 3,5 +£0,02 3,6 £ 0,01
60 2,8 £ 0,01 3,0 £ 0,01 3,3+0,02 3,4 +£0,02
75 3,0 £0,01 3,3 +0,01 3,7 +0,01 3,7 £ 0,01

Tabela 2: Valores do pH das emulsdes em func¢édo dos dias do ensaio.

O valor do pH é um parametro de monitoramento da estabilidade em emulsdes.
O pHde umaformulagédo deve garantir a estabilidade dos ingredientes da formulacéo,
sua eficacia e seguranca (BRASIL, 2004), bem como ser compativel com os fluidos
biol6gicos de acordo com a via de administracao pretendida (FRANGE, et al., 2010).
A maior estabilidade dos sistemas da-se quando estes sdao mantidos dentro de uma
pequena variacao de pH. Desta forma, a diminuicdo progressiva da estabilidade da-
se quando o pH se afasta de seu limite 6timo (GENNARO, 1999). Tais altera¢des no
valor do pH, indicam a ocorréncia de reacdes quimicas ou crescimento bacteriano,
que podem comprometer a qualidade do produto final (CAMARGO, 2008).

Neste trabalho, observou-se valores de pH indicando a acidez, com valores
entre 3,0 — 3,8, até o fim da analise, em aumento gradual. A baixa oscilagdo dos
valores dentro de cada tipo de emulséo € uma indicagdo de estabilidade. Porém,
destaca-se emulsdes E3 e E4, pois apresentaram os maiores valores médios e com
menor oscilagdo de pH, consequentemente as que obtiveram menores interferentes
quimicos.
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3.5 Analise de Microscopia Optica

As emulsdes foram analisadas, apés 30 e 90 dias que foram preparadas,
conforme ilustrado pela Figura 6.

93.75 micro

93.75 micro 83.75 micro

93.75 micro

93.75 micro 93.75 micro
Figura 6: Analise de microscopia Optica ap6s 30 dias e ap6s 90 dias de preparacao das

emulsoes: A) e E) Emulsdo 1; B) e F) Emulsédo 2; C) e G) Emulséao 3; D) e H) Emulséo 4.

Em geral, as emulsdes apresentaram morfologia esférica condizente com a
formacéo de micelas. Comparando a morfologia apés 30 e 90 dias da formagao
da emulsao, pode-se dizer que na E3 houve a juncao de micelas pequenas com
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a formacdo de micelas maiores por coalescéncia (Fig.6 (C) e (G)); Ja a emulséo
4 (E4) apresentou apds 90 dias possivel rompimento da micela com consequente
quebra da emulsao (Fig.6 (D) e (H));. As emulsdes 1 e 2 (E1 e E2) apresentaram a
manutencdo dos dominios das micelas no intervalo dos dias analisados indicando
a estabilidade destes sistemas.

Os diametros das micelas foram medidos usando o programa Image J destinado

a processamento de imagens para cada emulséo realizada, como mostra a Tabela

3 abaixo:
Didmetro médio 30 dias Diametro médio 90 dias
Média (pm) Desvio Padrao Média (pm) Desvio Padrao
Emulsao 1 72,21 +19,70 72,44 +1,03
Emulsao 2 83,15 +17,27 83,67 + 6,37
Emulsao 3 63,47 +16,15 63,54 +9,65
Emulsao 4 85,32 +17,44 -

Tabela 3: Microscopia 6ptica das emulsdes ap6s 30 dias e 90 dias.

A determinacéo do didmetro de goticula e de sua distribuicdo € uma analise
fundamental nas emulsdées, em que os limites de didmetro sdo relacionados a
seguranca de uso da formulacdo bem como a estabilidade do sistema. O didmetro
€ influenciado pela a composicao qualitativa e quantitativa das formulagdes e pelo
método de preparo utilizado. Em geral, emulsées contendo as menores variagcdes
de diametros tendem a ser fisicamente mais estaveis. A composicao da interface
bem como a quantidade de tensoativos também tem demonstrado a influéncia nesta
caracteristica (BRUXEL, et al., 2012).

Diante dos resultados obtidos, observa-se que as emulsbes E1, E2 e ES
apresentaram maior estabilidade, pois apresentaram pouca oscilacdo de tamanho
de particula.

3.6 Eficiéncia de encapsulamento e Cinética de liberacao in vitro em agua

destilada pH 7

A eficiéncia de encapsulamento das emulsbdes consta na Tabela 4. Observa-
se que nas emulsdes E2 e E3 obteve-se respectivamente 69,1% e 63,8% de
Encapsulamento, enquanto as emulsdes E1 e E4 produzidas apresentaram 44,5%
e 57,5%, respectivamente. Sabendo que é mais desejavel obter uma emulsao
com maior EE para uso em sistemas de liberacdo controlada, aliando-se com a

estabilidade do sistema evidenciada pela analise de sedimentacéo e pH, elegeu-se
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as emulsdes 1 e 3 para o ensaio de cinética de liberacgao in vitro.

Emulsao 1 Emulsao 2 Emulsao 3 Emulsao 4

Encapsulamento 445 % 69,1% 63,8% 57,5%

Tabela 4: Grau de encapsulamento das emulsdes produzidas
3.7 Cinética de liberacao in vitro em agua destilada pH 7

O estudo do perfil de liberagdo in vitro fornece informacdes fundamentais a
respeito dos processos fisico-quimicos e dos mecanismos que influenciam a taxa
de liberacdo de farmacos. Foi feito o ensaio de liberacéo in vitro para as emulsdes
1 (CMQ 0,5% e T20) e 3 (QUI 0,5%, T80) a fim de verificar se a liberagdo do OECw
ocorre em intervalos regulares. A curva de liberagcédo consta na Figura 7.
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Figura 7: Curva de liberacdo in vitro do OECw das emulsdes 1 e 3.

Avaliou-se o perfil de liberacdo de OECw em agua destilada pH 7,0 simulando in
vitro o pH do meio intestinal, uma vez que o principio ativo tem atividade nematicida.
Observa-se que a emulséo E1 liberou 50% do principio ativo apds 7h de ensaio
e 100% apo6s 28h de ensaio, atingindo 120% de liberacdo ap6s 40h, indicando
que o percentual de encapsulamento deve ser ainda maior do que o medido nas
condicbes de teste. Por outro lado, a emulsdo E3 s6 apresentou liberacédo de 40%
de 6leo apds 28h de ensaio e atingiu 70% de liberagdo ap6s 52h. Essa diferenca no
perfil das emulsdes indica claramente que as condi¢ées de formacéao da emulsdo
séo fundamentais para o estabelecimento de diferentes perfis de liberacdo. Uma
vez que o Oleo € apolar, e particulas tém caracteristicas mais hidrossoluveis, 0
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papel do surfactante pode ser fundamental para reter o 6leo por meio de interacbes
hidrofobicas dentro das estruturas das particulas e ocasionar ndo somente uma
maior eficiéncia de encapsulamento, mas também leva a um perfil de liberacdo mais

prolongado.

41 CONCLUSAO

A frente de tais resultados conclui-se que o desenvolvimento de emulsées de
maior estabilidade e de menor tamanho de particula, mais favoravel para utilizagcao
terapéutica para fins veterinarios ou médicos, ocorreu especialmente nas emulsdes
E1 e E3, onde os sistemas foram produzidos na velocidade de 15000 rpm, indicando
que uma velocidade mais amena conduz a formagédo de uma emulsdo mais estavel.
A Carboximetil-quitosana, de natureza mais hidrofilica, formou uma emulsdo mais
estavel com o surfactante T20, que tem uma porc¢ao hidrofébica reduzida. Por outro
lado, a quitosana formou emulsdo mais estavel com o Surfactante T80. Quanto ao
encapsulamento, observou-se que o uso do T80 é determinante para assegurar a
retencdo do 6leo no interior das micelas, mantendo um alto grau de encapsulamento
mesmo apo6s 30 dias de sua producédo, assegurando a sua estabilidade. A cinética
de liberagcéo demonstrou que dependendo do tipo de surfactante usado na formacéo
da emulsdo houve diferenca no perfil de liberacéo. A emulséo E1, contendo T20,
promoveu um perfil de liberacdo moderado, concluindo a liberacdao ap6s maior 32h,
enquanto a emulséo E3 liberou de forma mais controlada, atingindo 60% de liberacéo
apo6s 52h. Os dois perfis, embora distintos, podem ser adequados para aplicacéo
em sistemas de liberacéo controlada de finalidade antimicrobiana. Futuros estudos
serao realizados a fim de verificar a atividade antimicrobiana de tais emulsdes para

proposicdao de um farmaco alternativo aos antibiéticos convencionais.
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