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APRESENTACAO

A obra “A producdo do conhecimento nas Ciéncias Exatas e da Terra” aborda
uma série de livros de publicacédo da Atena Editora, em seu Il volume, apresenta, em
seus 21 capitulos, discussdes de diversas abordagens acerca do ensino e educacgao.

As Ciéncias Exatas e da Terra englobam, atualmente, alguns dos campos mais
promissores em termos de pesquisas atuais. Estas ciéncias estudam as diversas
relacdes existentes da Astronomia/Fisica; Biodiversidade; Ciéncias Biologicas; Ciéncia
da Computagéo; Engenharias; Geociéncias; Mateméatica/ Probabilidade e Estatistica
e Quimica.

O conhecimento das mais diversas areas possibilita o desenvolvimento das
habilidades capazes de induzir mudancas de atitudes, resultando na construgao de
uma nova visao das relagcbes do ser humano com o seu meio, e, portanto, gerando
uma crescente demanda por profissionais atuantes nessas areas.

A ideia moderna das Ciéncias Exatas e da Terra refere-se a um processo de
avanco tecnoldgico, formulada no sentido positivo e natural, temporalmente progressivo
e acumulativo, segue certas regras, etapas especificas e continuas, de suposto carater
universal. Como se tem visto, a ideia ndo é sé o termo descritivo de um processo e sim
um artefato mensurador e normalizador de pesquisas.

Neste sentido, este volume € dedicado aos trabalhos relacionados a ensino
e aprendizagem. A importancia dos estudos dessa vertente, € notada no cerne da
producéo do conhecimento, tendo em vista o volume de artigos publicados. Nota-
se também uma preocupacéo dos profissionais de areas afins em contribuir para o
desenvolvimento e disseminag¢ao do conhecimento.

Os organizadores da Atena Editora, agradecem especialmente os autores dos
diversos capitulos apresentados, parabenizam a dedicacéo e esforco de cada um, os
quais viabilizaram a construcao dessa obra no viés da tematica apresentada.

Por fim, desejamos que esta obra, fruto do esforco de muitos, seja seminal para
todos que vierem a utiliza-la.

Ingrid Aparecida Gomes
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CAPITULO 2

APLICACAO DA METODOLOGIA DE PLANEJAMENTO
FATORIAL PARA A OTIMIZACAO NA SINTESE DE
NANOPARTICULAS POLISSACARIDICAS

Nilvan Alves da Silva
UFC — Universidade Federal do Ceara,

Departamento de Quimica Analitica e Fisico-
Quimica, Fortaleza — Ceara

Edilson Lima Cosmo Junior
UECE — Universidade Estadual do Ceara,

Fortaleza — Ceara

Flavia Oliveira Monteiro da Silva Abreu
UECE — Universidade Estadual do Ceara,

Programa de Pés-Graduagdo em Ciéncias
Naturais, Fortaleza — Ceara

RESUMO: Nanoparticulas (NPs)
polissacaridicas sdo produzidas para diversas
finalidades na pesquisa e desenvolvimento
na area quimica, farmacéutica e biomédica,
entre outras. Dependendo das condicbes de
sintese, as NPs podem apresentar morfologia
e caracteristicas fisico-quimicas diferenciadas.
Neste trabalho, estudou-se o efeito do tipo de
revestimento polimérico e o tipo de reticulador
ibnico nas propriedades das NPs com
Eucalyptus citriodora encapsulado através de
uma matriz de planejamento fatorial do tipo 22.
Utilizou-se a analise de variancias (ANOVA) e o
modelo de regresséao linear para estimar quais
efeitos possuem significdncia estatistica no
rendimento e na eficiéncia de encapsulamento
(E.E) das NPs produzidas. Comprovou-se
estatisticamente que o tipo de reticulador
influenciou diretamente no rendimento das

NPs produzidas, no qual o sistema composto
por Quitosana (QUI) revestida com Alginato de
Sodio (ALG) e reticulado com Tripolifosfato de
Sodio apresentou maior rendimento e maior teor
de Oleo encapsulado. Nao houve comprovacéo
estatistica dos fatores estudados no teor de
Oleo encapsulado, havendo a necessidade de
estudo posteriores. Observou-se através da
microscopia eletrénica de varredura particulas
na escala nanométrica, com morfologia
irregular e polidispersa. A analise de Potencial
Zeta apresentou valores negativos de potencial
devido aos grupamentos carboxilicos do ALG
remanescentes disponiveis na superficie das
NPs. Desta forma, pode-se afirmar que o
tratamento estatistico auxiliou na determinacéo
das melhores condi¢cdes reacionais para a
producéo destas NPs. Em estudos posteriores
serdo adicionados mais variaveis para gerar
novas matrizes experimentais.
PALAVRAS-CHAVE:

Encapsulamento. Planejamento fatorial.

Nanoparticula.

ABSTRACT: Polysaccharide
(NPs) are widely used in
development in the chemical, pharmaceutical
and biomedical fields. Depending on the
synthesis conditions, NPs may present different
morphology and physico-chemical properties.
In this work, it was studied the effect of the type
of polymeric coating and the ionic crosslinker on

nanoparticles
research and
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NPs loaded with Eucalyptus citriodora using a factorial design 22. ANOVA analysis and
linear regression model were used to estimate which effects have statistical significance
in the no yield and in the encapsulation efficiency (E.E) of NPs. It was verified statistically
that the type of crosslinker influenced significantly in the yield, and the system
composed of Chitosan (CHI) coated with Sodium Alginate (ALG) and crosslinked with
Sodium Tripolyphosphate presented higher yield and higher drug loading. There was
no statistical significance of the effects studied in the drug loading, being part of further
studies. Scanning Electron Microscopy showed particles in nanoscale, with irregular
morphology and polydispersed. The Zeta Potential presented negative values for NPs
due to the remaining carboxylic groups of the ALG available in the surface of NPs.
Therefore, in this study the application of the statistical treatment aided to determine
the optimum reaction conditions for NPs. Further studies will be conducted to add more
variables to generate new experimental matrices.

KEYWORDS: Nanoparticle. Encapsulation. Factorial design.

11 INTRODUCAO

Nanoparticulas (NPs) polissacaridicas para o uso em sistemas de liberacao
controlada de farmacos tém recebido atencdo especial nos Ultimos anos por
apresentarem uma série de vantagens, como 0 aumento da seguranca, da eficacia
e da biodisponibilidade de agentes bioativos, além de maior estabilidade para estes
farmacos frente a degradacdo quimica ou enzimatica (PITOMBEIRA et al., 2014;
NIVETHAA et al., 2016). A Quitosana (QUI), originada da carapaca de crustaceos,
€ um polissacarideo que possui grupamentos catiénicos em sua rede polimérica e
qgue tem a capacidade de formar o nucleo de NPs. A QUI sob a acao de agentes de
reticulacao e juntamente com um polimero aniénico pode apresentar caracteristicas
fisico-quimicas essenciais para constituir unidades de redes interibnicas em um
complexo polieletrolitico propicio a encapsular farmacos. A Goma Arabica (GA) € um
polimero aniénico constituida essencialmente por um arranjo altamente ramificado de
galactose, arabinose, ramnose e acido glucurdnico (SARIKAet al., 2015). O Alginato de
Saodio (ALG), outro polimero anidnico, é constituido por unidades de acido gulurénico e
manurémico (LERTSUTTHIWONG et al., 2009). O ALG tem recebido destaque entre
0s varios polimeros possiveis para complexar com a QUI (SARKER et al., 2015).
Sendo a QUI reticulada o nucleo de uma nanoparticula e o ALG ou a GA sendo o
revestimento polimérico, pode-se gerar estruturas do tipo core-shell. Eucalyptus
citriodora, pertencente ao grupo de 6leos de eucalipto, tem como principal constituinte
o citronelal, tendo acbes como inseticida e nematicida, no qual pode apresentar maior
estabilidade e maximizacao dos efeitos bioldgicos quando encapsulado. Desta forma,
levando em conta as variagdes na concentracdo de solugdes poliméricas, tipo de
agentes reticuladores ou tipo de nucleo e revestimento polissacarideo, o resultado
final das NPs serdo afetadas significadamente. Portanto, através de um tratamento
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estatistico pode-se identificar as principais variaveis que afetam o desempenho de um
sistema. Neste contexto, o planejamento experimental empregando a metodologia de
planejamento fatorial pode auxiliar na escolha das melhores condi¢des para o estudo
(CANTO etal., 2001). O planejamento fatorial € uma abordagem estatistica que envolve
a construcado de uma combinacéao de fatores, escolhidos dentre os parametros que se
deseja estudar, para a investigacdo da significancia desses fatores sobre o estudo
(KITAGAWA et al., 1994). Objetiva-se neste trabalho a aplicagcdo da metodologia de
planejamento fatorial 22 com posterior analise de variancias (ANOVA) e emprego do
modelo de regressao linear para a avaliagdo das condi¢coes experimentais que afetam
de forma expressiva o rendimento da reacao e na eficiéncia de encapsulamento do 6leo
essencial de E. citriodora de acordo com fatores e efeitos de interacdo apresentados
neste estudo.

2| METODOLOGIA

Materiais: Neste trabalho, utilizou-se QUI, oriunda de camarao, ALG (Dinamica) e
GA (Dinédmica). Foram utilizados Persulfato de Aménio, PFA, (Dinamica) e Tripolifosfato
de Sédio, TFS, (Dindmica) como agentes de reticulacao e Tween 80® (Dinémica)
como agente emulsificante. O principio ativo escolhido para o encapsulamento foi o
Oleo essencial de E. citriodora.

Métodologia de sintese das NPs: Para a sintese de NPs preparou-se solugoes
de 1,0% (m/v) de QUI em acido acético 2,0% (v/v) e solug¢des de 1,0% (m/v) de ALG e
GA em agua destilada. Uma mistura da solucéo de QUI 1,0%, emulsificante Tween 80®
e o0 Oleo de E. citriodora foram misturadas e agitadas manualmente em um recipiente
fechado na propor¢ao de 40:1:1. Aemulsao formada foi transferida para um erlenmeyer
e posta em banho ultrassénico (Ultra 800) por 15 minutos. Em seguida, adicionou-
se uma solucgao de reticulador na concentracao de 0,1 mol-L" por gotejamento para
a formacdo do pré-nucleo das NPs, deixou-se o0 sistema em agitacdo magnética
durante 30 minutos. Apés isso, acrescentou-se solucéo de revestimento polimérico por
gotejamento, o sistema foi mantido sob agitacdo por mais 30 minutos. A proporcao de
polimero-nucleo e revestimento foi de 10:1. ApOs o termino da agitagdo, o sistema foi
transferido para tubo falcon e centrifugado (Nova Técnica NT 810) a 4000 RPM por 20
minutos, o sobrenadante foi descartado e a amostra restante foi congelada e secada
por liofilizacdo (L101, Liobras®, Brazil). Realizou-se quatro diferentes experimentos
para producdo de NPs, onde os sistemas compostos por um nucleo-polimérico/
reticulador/revestimento-polimérico foram QUI/PFA/ALG, QUI/PFA/GA, QUI/TFS/ALG
e QUI/TFS/GA.

Determinacao de rendimento e de eficiéncia de encapsulamento das Nps

Os 4 sistemas produzidos foram caracterizados pelo rendimento, relacao da
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massa seca e da massa total adicionada no experimento, onde o valor da massa seca
foi obtida através de pesagem em balanca analitica. A eficiéncia de encapsulamento
(E.E) foi determinado por Espectrofotometria de Absor¢cdo Molecular no UV-Visivel
(Shimadzu UV-1800). Para determinacéao do encapsulamento, amostras em duplicata
de 3,0 mg de cada sistema polissacaridico foi deixada em repouso em 5,0 mL de alcool
etilico 95% durante um periodo de 24 e 48 horas. Posteriormente, realizou-se a analise
de absorbancia do solvente no comprimento de onda em 277 nm, a concentragéo do
6leo foi calculado por meio do auxilio da Equacao 1 obtida através de uma curva de
calibracao, absorbancia versus concentracao, feita por consecutivas diluicbes do 6leo
em alcool etilico.

y = 0,00009x + 0,0111 R? =0,9977 (1)

em que y € a absorbancia e x a concentracdo do farmaco. A determinacéo da
porcentagem de E.E do 6leo nas NPs foi determinada pela Equacéo 2.

% E.E = (Ms/Mt) x 100 (2)

em que: Ms é a concentracdo em massa de 0leo presente nas NPs secas e Mté
a concentracgdo total de 6leo que foi adicionada antes da liofilizagdo, durante a sintese.

Planejamento fatorial e Analise Estatistica: Para o planejamento experimental
fatorial aplicou-se a metodologia do tipo 22 com proposito de estudar as condigbes
ideais para a producao de NPs. Os niveis das variaveis de entrada (independentes), o
tipo de revestimento polimérico e o tipo de reticulador, tiveram codificagao binaria, nivel
baixo (-1) e nivel alto (+1) conforme a Tabela 1. Realizou-se 4 diferentes experimentos
em duplicata, totalizando 8 experimentos. As variaveis respostas (dependentes) foram
o rendimento de reacédo e a E.E do 0leo de E. citriodora. Para compor a analise de
variancias (ANOVA) realizou-se calculos de contrastes, efeitos e somas quadradas
dos efeitos para a verificacdo da significancia estatistica. Utilizou-se de um modelo
matematico de regressao linear realizado por meio do programa Microsoft Excel a fim
de expressar por uma equacao os resultados do experimento com planejamento do
tipo 22. O modelo de regressao linear foi governado pela Equacao 3.

Yi=B,+ BXi+¢ei (3)

em que B, € uma constante que representa a média geral da resposta e 3 € outra
constante, ambas séo coeficientes de regressao, Xi € uma variavel codificada que
representa o fator explicativo desta equacao e €/ € uma variavel que inclui os fatores
residuais e os erros do estudo.

Tamanho de Particula e Potencial Zeta: O diametro das particulas e a afericao
da carga superficial por Potencial Zeta foi determinado por uma amostra do material
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em suspensao em um analisador Nano Zeta Sizer (Malvern 3600).

Analise morfolégica por Microscopia Eletronica de Varredura (MEV):
Amostra de NPs foram fixadas em fitas de carbono e revestidas com uma fina camada
de ouro (Metalizador Quorum QT150ES). A amostra foi observada em um Microscopio
Eletronico de Varredura (FEG Quanta 450 ambiental com EDS/EBSD) com uma
voltagem de aceleracédo de até 20 kV.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste trabalho, NPs foram produzidas por meio de complexacéao polieletrolitica
entre a QUI e ALG/GA em que o agente reticulante foi adicionado para proporcionar
a interligacédo das cadeias poliméricas. O tipo de reticulador e o tipo de revestimento
polissacarideo utilizado determinam as propriedades finais do material bem como seu
desempenho diante de aplica¢des especificas. Assim, diversos fatores podem afetar tais
propriedades tornando necessario a aplicagdes de modelos matematicos que podem
predizer condi¢cdes experimentais que levam a uma melhor otimizagao do experimento.
Para a avaliagdo da influéncia das variaveis independentes (tipo de reticulador e
revestimento polimérico) nas variaveis dependentes (rendimento de reacao e E.E do
Oleo essencial de E. citriodora) aplicou-se a metodologia do planejamento fatorial em 2
niveis, baixo e alto (-1 e +1) com experimentos em duplicata. Desta forma, elaborou-se
uma matriz de planejamento expressada na Tabela 1 em que possui os resultados de
rendimento e encapsulamento de 6leo nas NPs em diferentes condi¢cbes de sintese.
De acordo com a tabela, o fator A representa o tipo de revestimento polimérico que
em nivel baixo (-1) € 0 ALG e em nivel alto (+1) a GA. O fator B representa o tipo de
reticulador, onde em nivel baixo (-1) € o TFS e em nivel alto (+1) é o sal PFA.

Condicao Experimental Fator A Fator B Rendimento (%) E.E (%)
1 (-1) (-1) 38,2 + 0,997 22,3 + 0,580
2 (+1) (-1) 32,9 + 2,638 7,5+0,672
3 (-1) (+1) 7,6 0,608 10,8 + 2,906
4 (+1) (+1) 5,8 +2,121 3,5+1,023

Tabela 1 - Matriz do planejamento fatorial 22 com as respostas de rendimento e eficiéncia de
encapsulamento

Os resultados da andlise de variancias (ANOVA) para a resposta da variavel
dependente, rendimento, estdo descritas na Tabela 2. Esta andlise fornece informacdes
sobre quais fatores possuem alto grau de significancia e se existe efeito de interacao
nas variaveis independentes que possam afetar o rendimento da reacdo. Quando um
fator apresenta no teste F a condicao F “F este n&o apresenta significancia

calculado critico’
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estatistica e consequentemente ndo pode ser utilizado para fins preditivos. Conforme
a tabela, é possivel constatar pela anélise que apenas o fator B € significativo, pois o
valordo F =3,71 é maior que o valordo F

calculado

aritico = 3,60, @ 95% de nivel de confianca.
Desta forma, constata-se que ha a presenca de significancia estatistica para o tipo de
reticulador e que pode ser utilizado para predizer o comportamento deste fator sob o
rendimento. O fator A e o efeito de interagéo AB que representa a interacao entre o tipo
de revestimento e tipo de reticulador n&o apresentaram influéncia.

Soma Grau de Média

Quadratica Liberdade Quadratica calculado Frabeiado
A 25,78 1 25,78 0,06 3,60
B 1666,38 1 1666,38 3,71 3,60
AB 6,41 1 6,41 0,01 3,60
Erro 1797,46 4 449,37 = =
Soma Quadratica 3496,02 7 i ) )

Total

Tabela 2. Andlise de variancias (ANOVA) para a variavel resposta Rendimento de Reacgéo

Aplicou-se 0 modelo de regressao linear para a analise do efeito do fator B que
apresentou significancia estatistica no rendimento das NPs. Atabela 3 consta os dados
obtidos para o modelo de regresséo selecionado a fim de verificar a adequacgéo desta
ferramenta matematica neste estudo.

Lﬁ)frl:jgge Qu:g:;?ica Qul\::ge’;?ica F FCJGELIIE TS
Regressao 2 846,08 423,04 132,03 0,061
Residuo 1 3,20 3,20 - -
Total 3 849,28 - - -

Tabela 3 - Dados do modelo de regresséo linear

Pela tabela pode-se observar que o nivel baixo da significancia (F de significacao
de 0,061) descreve que o modelo de regressao linear estabelecido € valido para
predizer o rendimento de reagcado com base no tipo de reticulador. O modelo apresentou
um R? de 99,60%. Isto indica que esta analise consegue indicar que aproximadamente
100% da variacdo nos valores que ha no rendimento da reacéo pode ser explicada
pela equacéo 4 abaixo, onde Y € o Rendimento e B o tipo de Reticulador.

Y =21,12 - 14,43B (4)

Pela equacéo, um maior valor de rendimento € obtido quando o tipo de reticulador
€ de nivel baixo, TFS, codificado por (-1). Quando se usa PFA o rendimento cai em torno
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de 15%. A tabela 4 descreve a analise de variancias (ANOVA) para o encapsulamento
do Oleo essencial E. citriodora nos sistemas poliméricos. Constata-se que ndo houve
influéncia dos fatores principais A e B e do efeito de interacdo secundario AB na E.E,

pois todos os valores de F foram inferiores ao valor critico de acordo com a tabela.

calculado
Isto pode ser devido a variaveis ndao estudas neste trabalho. Consequentemente,
para este estudo, ndo torna-se necessario a apresentacéo da equag¢ao do modelo de

regressao linear para a E.E.

Soma Média

Quadratica SLCOIC IR UG LLD Quadratica Featcuado  Fiabeiaso
A 259,58 1 259,58 2,17 3,59
B 109,30 1 109,30 0,91 3,59
AB 33,33 1 33,33 0,28 3,59
Erro 477,95 4 119,49 - -
Soma ?outaa:irética 880,16 7 i i i

Tabela 4 - Analise de variancias (ANOVA) para a variavel resposta Eficiéncia de
Encapsulamento

Para a andlise de carga superficial por Potencial Zeta e Tamanho de Particula
foi escolhido os experimentos 1 e 3 por apresentarem melhores resultados em termo
de E.E. De acordo com a Tabela 5, os valores de Potencial Zeta foram negativos para
QUI/TFS/ALG e QUI/PFA/ALG. O experimento 1 apresentou valor médio de potencial
situado em torno de -5,74 mV e o experimento 3 apresentou potencial de -2,55 mV.
Com tais valores corrobora-se que houve revestimento polimérico acarretado pelo
ALG. Este polissacarideo possui grupamentos anidnicos distribuidos em sua cadeia
polimérica, que sao grupos carboxilicos em residuos de acido (-D-manurdnico e a-L-

gulurénico.
Condicao Experimental NP Potencial Zeta (mV) Tamanho de particula (nm)
1 QUI/TFS/ALG -5,74 +0,29 14 (8%); 220 (53%)
3 QUI/PFA/ALG -2,55 +£0,32 37 (54%); 44 (9%)

Tabela 5 - Resultados de carga superficial Potencial Zeta e tamanho de particula

Na tabela 5 encontra-se os valores dos didmetros para as NPs da condi¢ao
experimental 1 e 3. As NPs de QUI/TFS/ALG apresentaram distribuicdo bimodal com
uma pequena fracao de 14 nm (8%) e com perfil majoritario de 220 nm (53%). Ja as NPs
de QUI/PFA/ALG, apresentaram menor tamanho geral em uma distribuicdo unimodal
com uma fracdo de particulas de tamanho médio de 44 nm (9%) e com 37 nm (54%).
O aumento da fracédo de tamanho das NPs na condi¢ao 1 pode ser devido a formacgao
de complexos inter-agregados na etapa de revestimento de ALG quando é adicionado
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quantidade superior ao limite de sitios disponiveis remanescentes dos grupos aminos
da QUI para promover a complexacao polieletrolitica. Foi escolhido para a analise
em MEV o sistema com melhor resultado de rendimento e encapsulamento e que
utilizou TFS, pois apresentou significancia estatistica. Pela Figura 1 que representa o
sistema QUI/TFS/ALG pode-se observar que as NPs formadas por QUI reticulada e
revestidas com ALG apresentaram uma morfologia irregular com superficie rugosa e
com moderada disperséo.

42.96 nm

52,00 ”;?4?8. 19 8. 19 nm

40.36 nm

Figura 1 - Microscopia Eletronica de Varredura de NPs de QUI reticulada com TFS e
revestimento a base de ALG.

41 CONCLUSAO

Por meio da andlise de varidancias (ANOVA) e pela equacéo da regressao
linear observou-se que apenas o fator do tipo de reticulador apresentou significancia
estatistica no rendimento da reacao, que quando se utiliza o TFS obtém-se um melhor
valor experimental. Nao houve significancia pelos fatores estudados na E.E. Através
da anélise de Tamanho de Particula infere-se que o material € nanoparticulado e que
através do Potencial Zeta, as NPs foram revestidas com ALG. A imagem gerada pela
MEV mostrou NPs de morfologia irregular e com polidispersdo. Portanto, por meio
da aplicacdao de um planejamento fatorial foi possivel otimizar e predizer as melhores
condicbes reacionais a fim de obter NPs com propriedades adequadas para uma
futura aplicacdo como sistemas de liberacdo controlada de principios ativos com
propriedades farmacolégicas. Estudos posteriores irdo incluir mais variaveis e fatores
principais e de interagbes secundarias a fim de obter melhorias na producéo das NPs.
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