UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS
FACULDADE DE TECNOLOGIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIA E ENGENHARIA DE MATERIAIS -
PPGCEM

LAURA FERNANDA DO REGO GARCIA

DESENVOLVIMENTO E CARACTERIZACAO DE HIDROGEL DE
CARBOXIMETILCELULOSE ATIVO COM OLEO ESSENCIAL DE PAU ROSA COM
POTENCIAL CURATIVO DERMICO

MANAUS - 2023



LAURA FERNANDA DO REGO GARCIA

DESENVOLVIMENTO E CARACTERIZACAO DE HIDROGEL DE
CARBOXIMETILCELULOSE ATIVO COM OLEO ESSENCIAL DE PAU ROSA COM
POTENCIAL CURATIVO DERMICO

Qualificagdo apresentada ao Programa de Pos-
graduacdo em Ciéncia e Engenharia de Materiais da
Universidade Federal do Amazonas, como parte dos
requisitos para obtencdo do titulo de Mestre em

Ciéncia e Engenharia de Materiais.

Orientadora: Cristina Gomes da Silva.

MANAUS - 2023



Ficha Catalografica

Ficha catalogréfica elaborada automaticamente de acordo com os dados fornecidos pelo(a) autor(a).

Garcia, Laura Fernanda do Régo
G216d Desenvolvimento e caracterizagdo de hidrogel de
carboximetilcelulose ativo com 6leo essencial de pau rosa com
potencial curativo dérmico / Laura Fernanda do Régo Garcia . 2023
99 f.: il. color; 31 cm.

Orientadora: Cristina Gomes da Silva
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia e Engenharia de Materiais) -
Universidade Federal do Amazonas.

1. Hidrogel. 2. Oleo de pau rosa. 3. Liberagdo Controlada. 4.
Bioativos. I. Silva, Cristina Gomes da. Il. Universidade Federal do
Amazonas lll. Titulo




AGRADECIMENTOS

A Deus, nosso pai celestial, por ter me conferido o dom da vida e ser capaz de
compartilhar este momento maravilhoso com todas as pessoas por quem tenho carinho e
admiracgao;

Agradeco essencialmente o apoio da minha familia que sempre acreditou na minha
capacidade, sobretudo a minha mae, Vera, que sempre acreditou na minha competéncia e
potencial, por isso jamais desistiu de mim, ndo tenho palavras para descrever a quio
maravilhosa e amorosa ¢ a minha mae.

A Thais, que por meio do seu apoio e amor tive forgas para superar muitas dificuldades.
Obrigada por sempre estd ao meu lado em todos os momentos.

A Léia Santos, professor Dr. Nazareno Braga e Prof. Dr. Paulo de Tarso Sampaio, por
todo o empenho em conseguir os melhores 6leos de pau rosa.

A Universidade Federal do Amazonas (UFAM) por fornecer suporte institucional,
instalacdes para o trabalho experimental e por acreditar na minha capacidade em desenvolver
projetos;

A minha orientadora Dra. Cristina Gomes da Silva pelo incentivo, apoio, paciéncia,
comprometimento profissional e orientacdo durante esses dois ultimos anos. Obrigada por ter
confiado em mim.

A professora Dra. Antonia Queiroz por todo suporte com as analises antimicrobianas no
Laboratorio de Bioensaios e Microrganismos da Amazonia.

Ao professor Dr. Rannier Mendonga pelas analises de termogravimetria e calorimetria
diferencial no Laboratério de Ensaios Fisico-Quimicos dos Materiais.

Aos técnicos Paulo e Julio, responsaveis pelo Laboratério de DNA do PPGBiotec, por
todo suporte com as analises de UV-Vis.

Aos técnicos Robson e Sr. Orlando, responsaveis pelo Laboratério Tematico de
Microscopia e Nanotecnologia do INPA, pelas andlises de MEV e conhecimento
compartilhados.

Ao técnico Samuel Feitoza, responsavel pelo Laboratério de Controle de Qualidade,
meu sincero agradecimento por toda ajuda.

Ao meu chefe Michael Nascimento por todo apoio € compreensao.

E a todas as pessoas que estiveram comigo, apoiando, pronunciando palavras de

incentivo para que eu ndo desistisse.



RESUMO

Os hidrogéis sao pontos centrais de pesquisas atuais em virtude das suas aplicagdes potenciais
em diversos campos; que incluem a engenharia de tecidos como curativos, sensores, filmes para
embalagem, transporte de bioativos, entre outros. Nos ultimos anos, os materiais para curativos
a base de carboximetilcelulose sddica (CMC-Na) tém sido um atrativo devido as suas notaveis
propriedades de biocompatibilidade, biodegradabilidade, semelhanga tecidual, baixo custo e
ndo toxico. O o6leo essencial extraido da arvore do pau-rosa apresenta propriedades de acao
antiinflamatoéria, analgésica, bactericida e fungicida; com grande potencial para ser aplicado
como principio ativo em matriz polimérica de hidrogel CMC. O 6leo de pau-rosa (Aniba
rosaeodora Ducke) tém como constituinte majoritdrio o linalol, um monoterpeno alcodlico
tercidrio. O sistema de encapsulamento de principios ativos, proporciona o controle de liberacao
do ativo, potencializando e prolongando sua a¢do no meio. Os 6leos essenciais encapsulados e
incorporados em matriz de hidrogéis reticulados compdem um sistema que promove inibi¢ao
do crescimento de bactérias e fungos. Diante deste contexto, neste estudo foram desenvolvidos
e caracterizados filmes de hidrogel a base de CMC-Na entrecruzados com 4cido citrico e ativos
com oOleo essencial de pau-rosa (OE) nanoencapsulado em emulsdo aquosa, visando futuras
aplicagdes como curativos dérmicos. A metodologia adotada para obtencao das nanocéapsulas
foi satisfatoria, com tamanho médio de 122 nm, analisado por DLS. O filme de hidrogel de
H3% e H3%OE apresentaram um grau de intumescimento entre 3500 e 3800 %, e os H5% e
H5%OE entre 1000 ¢ 1500 %, com coeficientes de difusdao (D) entre 0,15.10° mz/s e 1,6.10v
m/s. O volume de 6leo liberado pela emulsdo em 24 h foi de 12,54 mL/L. A andlise FTIR
possibilitou a caracterizacao quimica, elucidando a presencga dos principais grupos quimicos e
suas interacdes. As analises TGA/DSC constou que as propriedades de estabilidade térmica dos
filmes de celulose foram mantidas, mesmo apds a adicdo do OE. O MEV apresentou
caracteristicas morfolédgicas dos filmes, quanto a uniformidade e homogeneidade da superficie,
sem a presenca de vazios (voids). Todos estes parametros indicam que, os filmes de hidrogel
desenvolvidos, possuem um excelente potencial para futuras aplicagdes como curativos

dérmicos.

Palavras-chave: hidrogel, 6leo de pau rosa, liberagao controlada, bioativos.



ABSTRACT

Hydrogels are central points of current research due to their potential applications in several
fields, which include tissue engineerings, such as dressings, sensors, packaging films, and the
transport of bioactive, among others. Recently, materials for dressings based on sodium
carboxymethylcellulose (CMC-Na) have been attractive due to their remarkable
biocompatibility properties, biodegradability, tissue similarity, low cost, and non-toxicity. The
essential oil extracted from the rosewood tree has anti-inflammatory, analgesic, bactericidal,
and fungicidal properties, with great potential to be applied as an active ingredient in a CMC
hydrogel polymeric matrix. Rosewood oil (Aniba rosaeodora Ducke) has linalool as its major
constituent, a tertiary alcoholic monoterpene. The encapsulation system of active principles
provides control over the release of the active, enhancing and prolonging its action in the
environment. Essential oils encapsulated and incorporated into a matrix of reticulated hydrogels
make up a system that inhibits the growth of bacteria and fungi. Given this context, this study
developed and characterized hydrogel films based on CMC-Na interspersed with citric acid and
actives with rosewood essential oil (EO) nano encapsulated in aqueous emulsion, aiming at
future applications as dermal dressings. The methodology adopted to obtain the nanocapsules
was satisfactory, with an average size of 122 nm, analyzed by DLS. The H3% and H3%OE
hydrogel film showed a degree of swelling between 3500 and 3800%, and the H5% and
H5%OE between 1000 and 1500%, with diffusion coefficients (D) between 0.15.10* m:/s and
1.6.10» m¢/s. The volume of oil released by the emulsion in 24 h was 12.54 mL/L. The FTIR
analysis allowed the chemical characterization, elucidating the presence of the main chemical
groups and their interactions. The TGA/DSC analyses showed that the thermal stability
properties of the cellulose films were maintained, even after the addition of EO. The SEM
showed the films' morphological characteristics, regarding the surface's uniformity and
homogeneity, without the presence of voids (voids). All these parameters indicate that the

developed hydrogel films have excellent potential for future applications as dermal dressings.

Keywords: hydrogel, rosewood oil, controlled release, bioactives.
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INTRODUCAO

Os hidrogéis sao estruturas tridimensionais hidrofilicas formadas por reticulagao de
cadeias poliméricas, os quais se tornam capazes de reter extensa quantidade de agua ou fluidos
em sua matriz (SHEN et al., 2016; TAN et al., 2016, HEBEISH et al., 2015; VARAPRASAD et
al., 2017). Essa marcante capacidade de reten¢do de liquidos, depende do grau de reticulacao das
cadeias poliméricas por ligacdes cruzadas fisicas ou quimicas, dadas por ligagdes de hidrogénio
ou ligagdes covalentes (GHORPADEA, 2017; BRUNNER et al., 2006).

O acido citrico é um acido organico natural que contém trés grupos carboxilicos presentes
em frutas como a laranja, classificado como um aditivo alimentar seguro. E um dos mais utilizado
com agente reticulante para producdo de hidrogéis. Sua estrutura compreende em uma hidroxila
e trés grupos carboxilicos, este pode ser encontrado no organismo humano como produto
metabdlico do Ciclo de Krebs. Além disso, para que a reagao de reticulacdo do acido citrico
ocorra, este ndo requer altas temperaturas de cura (YANG et al, 2004; SHI et al, 2008;
KANIKIREDDY et al., 2020; CAPANEMA et al., 2018; KANAFI et al., 2018).

Em seu estado de intumescimento, o hidrogel possui propriedade de maciez e
flexibilidade semelhante ao tecido da pele. Eles apresentam um efeito anddino e refrescante
capaz de reduzir a dor quando associado a troca de curativos. Ademais, a leve aderéncias dos
hidrogéis proporciona a facilidade de remogao da ferida sem provocar mais lesdes ao tecido em
cicatrizacdo. A translucidez, apresentada em alguns curativos de hidrogel, também possibilitam
o acompanhamento do processo de cicatrizagdo, excluindo a necessidade de remog¢ao (PATEL
& MEQUANINT, 2009; AHMED, 2015; KANIKIREDDY et al., 2020; GUPTA et al., 2019;
OLIVEIRA et al., 2013; BURD, 2007; PEREZ-MARTINEZ et al., 2016; GHERMAN et al.,
2018; CALO & KHUTORYANSKIY, 2015).

J& existem diversos curativos hidrocoldides no mercado e, em sua maioria, apresentam
em sua composi¢ao carboximetilcelulose (Hydrocare® e Cremer Advanced®), alginato de célcio
(M-Tec®), espumas, colagenase, pectina e gelatina (Cremer Advanced Regular®) e alginato de
sodio (BOSCH, 2016; SMANIOTTO, 2010; LIMA; DE SOUZA; ROSA, 2019; OLIVEIRA,
2020; DEVROCKET, 2019; BRASIL, 2023).

Vale ressaltar o crescente aumento em pesquisas que buscam a aplicacdo de biomateriais
combinados com incorporacao de farmacos, uma vez que apresentam uma possibilidade

interessante para estimular o processo de cicatrizagao (ARAUJO, 2017; LIMA, 2018; LOPES,
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2018; LOWISE FERREIRA SA et al., 2020; PISTORE et al., 2014; PONTES, 2020; PORTO,
2020).

Para que sua aplicagdo seja de um agente transportador de bioativos, materiais atoxicos e
biocompativeis devem ser considerados para sua formulagdo. A carboximetilcelulose de sodio
(CMC-Na) ¢ um derivado i6nico da celulose com grande aplicacdo em alimentos, cosméticos e
farmacéuticos, isso se deve em funcdo da excelente biocompatibilidade e propriedades
biodegradaveis. Seu baixo custo e abundancia ¢ um dos grandes atrativos para a escolha e
aplicacdo em estudos de curativos hidrocoloides (BASU et al., 2017; HEBEISH et al., 2013;
DEERENBERG et al., 2011; DITZEL et al.,, 2012; BASU et al., 2018; FARIA, 2021;
MONTEIRO et al., 2020).

Outros materiais oriundos de fontes naturais e renovaveis, sdo os 0leos essenciais. Estes
despertam a atencdo das industrias farmacoldgicas, cosméticas e medicinal, além dos setores
alimenticios. A literatura evidencia o grande volume de pesquisa em que os 6leos essenciais e
seus principais principios ativos vém sendo manipulados em sistemas reticulados como o
hidrogel para estudo e aplicacao de sistemas de encapsulamento. Diversos estudos investigam
sua principal fun¢ao, a liberagao controlada e progressiva dos principios ativos para o meio. Este
sistema potencializa a aplicagdo dos 6leos essenciais em diversos setores, da area da saude. O
Oleo essencial de pau rosa (Aniba rosaeodora) tem como constituinte majoritario o linalol, um
monoterpeno alcodlico, que possui agdo analgésica, antiinflamatoria, fungicida, bactericida
(LAWLESS, 2002; PRICE & PRICE, 1999).

Mediante a excepcional aceitagdo no corpo humano e ao numero crescente de aplicagdes
como biomaterial, este estudo visa desenvolver e caracterizar hidrogéis a base de
carboximetilcelulose de sodio ativo com o 6leo de pau rosa para posterior avaliacao da liberagao

no combate a fungos e bactérias da pele, visando a obtengao de um potencial curativo dérmico.
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1. FUNDAMENTACAO TEORICA

1.1 Polimeros

Os polimeros sdo macromoléculas definidas como sequenciais repetidos de unidades
denominadas meros. Os polimeros podem ser classificados de acordo com a sua origem, método
de preparagdo, formacdo, estrutura molecular, cadeia polimérica, propriedades mecanicas e
resisténcia a degradacdo (CANEVAROLO JR., 2006).

De acordo com a origem de cada material, eles podem ser definidos como sintéticos,
naturais e semissintéticos (CUCCI et al., 2016). Os polimeros sintéticos foram desenvolvidos a
partir de fontes fosseis para atender a demanda de materiais com propriedades fisico-quimicas
especificas. No sentido contrario aos sintéticos, os polimeros naturais sao provenientes de fontes
renovaveis, € no geral atendem as demandas por materiais sustentaveis. Além desses, os
polimeros semissintéticos agregam as caracteristicas de produtos naturais modificados
quimicamente, para o aperfeicoamento as suas propriedades iniciais (SIONKOWSKA, 2011;
NAIR & LAURENCIN, 2007; FATHI & BARAR, 2017).

Nos ultimos anos, o estudo, uso e aplicagdo de materiais poliméricos semissintéticos vem
crescendo em diversos setores, sendo empregados amplamente na industria cosmética,
alimenticia e farmacéutica (EARLE et al., 2016). Dentre os polissacarideos semissintéticos mais
utilizados podemos destacar os derivados de celulose, atuando como agentes espessantes e
gelificantes em solugdes; formadores de filmes para revestimento e proteciao de outros materiais;

ou ainda atuando como matriz para liberacdo ou encapsulagdo de substancias (SAHA &

BHATTACHARYA, 2010).

1.2 Celulose

A celulose ¢ uma macromolécula polimérica natural, abundantemente disponivel na
natureza. Esta foi caracterizada primeiramente em 1838 por Anselme Payen como um sélido
fibroso e resistente. Posteriormente, em 1920, Hermann desvendou sua estrutura quimica,
definida como um homopolissacarideo linear formado por B-D-glucopiranose e ligacdes
glicosidicas B (1—4) (Figura 1). (STAUDINGER H.,1920; KLEMM et al., 2005; EICHHORN
et al., 2010; PERCEC & XIAO, 2020; ISCUISSATI, 2020).
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Figura 1 - Estrutura linear da celulose.
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Fonte: ISCUISSATI (2020); NECHYPORCHUK et al. (2015).

A celobiose, a qual ¢ denominada a unidade de repeti¢do, apresenta-se com seis grupos
hidroxila livres que constituem interagdes do tipo ligagdes de hidrogénio intermoleculares e
intramoleculares responsaveis pela estabilidade quimica e estrutural (Figura 2) (ISCUISSATI,
2020; KLEMM et al., 2005).

Decorrente destas propriedades de interagdo, a celulose € termicamente estavel em um
range entre 200 e 300 °C, possui alta resisténcia a tensao e baixa solubilidade na maior parte dos
solventes (ISCUISSATI, 2020; MOON et al., 2011; SILVA et al., 2009).

O grau de polimerizag¢do da celulose (GP) ¢ definido pelo numero das suas unidades de
anidroglucose, na forma de (C6H1005)n. Ao longo da cadeia de celulose estdo distribuidos
centros ativos de grupos hidroxilas, os quais sdo responsaveis por conferir a essa macromolécula
uma estrutura semicristalina e com regides de alta cristalinidade proporcionando de rigidez

(KLEMM et al., 2005; BARUD, 2006; WERTZ et al., 2010).

Figura 2 - Liga¢des de hidrogénio intramoleculares (----) e intermoleculares (----) na estrutura
da celulose.

Fonte: Iscuissati (2020); Nechyporchuk et al. (2015).
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A biossintese da celulose ¢ proveniente da sacarose gerada durante a fotossintese na
estrutura das plantas. Tal fendmeno sucede em complexos terminais que sdo formados por varias
proteinas, como a celulose-sintase. Nesse processo a sacarose ¢ quebrada em unidades de glicose,
para serem empregadas durante os processos de sintese para produzir a celulose. Por ser insoluvel
em agua, as estruturas formadas sdo liberadas na superficie externa da célula vegetal
(SUCUPIRA, 2018; NELSON & COX, 2011; PARTIDA, 2018).

A celulose pode ser obtida no meio ambiente em diferentes fontes vegetais, animais e
microbioldgicas. Nas plantas, a celulose esta alocada na regido da parede celular, junto a
hemicelulose e a lignina, contribuindo para as propriedades mecanicas das fibras. Além disso,
também pode ser produzida durante o metabolismo de carboidratos hidrolisados de alguns
microrganismos, entre bactérias e fungos, e animais como os tunicados (BROWN, 2004).

No que diz respeito a processos industriais, a principal fonte de celulose ¢ adquirida a
partir da madeira de eucalipto, composta por celulose (40 a 45 %), lignina (25 a 30 %),
hemicelulose (30 %) e extrativos (até 4 %) (VILELA, 2010).

Estudos desenvolvidos pela Embrapa demonstram a grande possibilidade de inser¢ao da
celulose bacteriana em ramos industriais com expectativas de reducao de 70% do custo. Essa
celulose é obtida através de meios de cultura ricos em carboidratos, sdo mecanicamente e

fisicamente mais resistentes que a celulose vegetal (GAMA et al., 2016).

1.3 Derivados de Celulose

Os derivados celuldsicos apresentam propriedades diferenciadas da celulose original. Tal
desenvolvimento depende da reatividade de grupos metila e etila, além de fatores como a
uniformidade e grau de substituicdo dos grupos -OH existentes em sua estrutura quimica
(VILELA, 2010; KLEMM et al., 2009; EDGAR et al., 2001; GEYER et al, 1994; BARUD et al,
2008; OLIVEIRA, 2013).

A relevancia comercial desses derivados pode ser mensurada pela quantidade de
aplicagdes viaveis, como na producdo de filmes para processos de separagio (ARAUJO, 2019;
RIBEIRO, 2016), espessantes na industria alimenticia (LEITE, 2021; BRITO, 2020), matrizes
para liberagdo controlada de fArmacos, formulaciao de géis e produtos cosméticos na industria
farmacéutica (ANGELOTTI, 2020; MENDONCA et al, 2020; SOUSA et al, 2016; AMORIM,
2020; BIANCHET, 2021; SUCURPIRA, 2018). Além disso, tem sua aplicacao na constru¢cdo
civil através do uso em argamassas colantes (VITORINO, 2019; SILVA, 2018).
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Entre os derivados de celulose destacam-se nitrato de celulose, acetato de celulose,
carboximetilcelulose (CMO), xantato de celulose, metilcelulose MC),
hidroxipropilmetilcelulose (HPMC), etilcelulose (EC), hidroxietilcelulose (HEC). Vale ressaltar
que a reatividade dos grupos hidroxila (OH) (Figura 3) presentes na celulose determina o tipo de
derivado (SUCUPIRA, 2018; SOUZA et al, 2015; OLIVEIRA, 2013; SHAGHALEH et al.,
2018; HEINZE, 2018).

Figura 3 - O grupo substituinte R ¢ indicado para MC, HPMC, EC, HEC e CMC-Na.
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Fonte: SANINO et al, 2009.

Um dos motivos para a producao dos derivados da celulose deve-se a circunstancia de a
celulose possuir baixo grau de solubilidade na grande maioria dos solventes. Conforme abordado
previamente, a baixa solubilidade ¢ resultante de dois fatores. O primeiro deles refere-se aos
grupos hidrofilicos existentes por intermédio das ligagdes de hidrogénio intermolecular e
intramolecular que impossibilita a interagdo com os solventes. A outra propriedade ¢ atribuida a
regides de cristalinidade presentes em sua estrutura, atenuando o alcance dos solventes aos
grupos polares livres (YE & FARRIOL, 2007; OLIVEIRA, 2013; KLEMM et al., 2005; SILVA
et al., 2009; MELLO, 2021; TRINDADE, 2014).

Os hidrogéis de carboximetilcelulose sdo redes tridimensionais de polimeros com
habilidade hidrofilica e de intumescimento. A quantidade de 4gua contida nessa rede pode ser
estabelecida pela estrutura da cadeia polimérica e por fatores como temperatura, forca idnica e

pH da solugao de agua em contato com o polimero (SANINO & DEMITRI, 2009).
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1.3.1 Hidrogéis de Carboximetilcelulose (CMC)

A carboximetilcelulose (CMC) ¢ um polimero linear, anidnico, inodoro (Figura 4). A
CMC ¢ comumente empregada na industria alimenticia e farmacéutica, decorrente da sua
biocompatibilidade, biodegradabilidade por bactérias, soluvel em 4gua fria ou quente e
translicido quando em solucdo (COVA, 2000; JAHIT et al, 2016). Habitualmente ¢ um sal
sodico, constituido através das estruturas B-D-glicose e 2-O-carboximetil-B-D-glicopiranose,

vinculadas via ligagao B-1,4-glicosidica (HABIB et al., 2018).

Figura 4 -Estrutura quimica da carboximetilcelulose.
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Fonte: HABIB et al. (2018).

A CMC foi sintetizada pela primeira vez em 1918 e pouco tempo depois, em 1920, ja
estava sendo produzida comercialmente na Alemanha (BALSER et al, 1986). A CMC ¢ obtida
viareagao de Williamson, a partir do tratamento da celulose com 4cido monocloroacético perante
o excesso de hidroxido de sédio (NaOH) em condigdes controladas. O processo de alcalinizagdo
tem como objetivo intensificar as propriedades nucleofilicas das hidroxilas, para posterior ataque
ao eletrofilo presente nos carbonos do acido monocloroacético. A Figura 5 reproduz a reagao da
celulose que motiva a obtencao da carboximetilcelulose de s6dio (LEAL, 2017; CERRUTI,
2010).

O principal solvente da CMC ¢ a agua, o que confirma a relevancia de sua demanda e
aplicacdo. Quando em contato com a agua, a CMC, apresenta alto grau de solubilidade em meio
aquoso, tanto a quente quanto a frio, tendo potencial de ser incorporada em diversas proporgdes.
Contudo, a viscosidade da solugdo torna-se um fator limitante, isto ¢, quanto maior for quantidade
de CMC presente em solu¢do, maior a possibilidade de obtencdo de um gel altamente viscoso.

(GILMARA, 2000; CARASCHI, 1997; NICHOLSON, 1985; OLIVEIRA, 2013; MELO, 2019).
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E relevante destacar que, a reatividade da celulose em sistemas heterogéneos baseia-se
ndo somente da sua estrutura a nivel molecular, supramolecular ou morfolégica como dos
atributos do meio onde a reagdo acontece. Dito isso, os parametros elementares da CMC sao o
grau de polimeriza¢do (GP), a viscosidade e o grau de substituicao (GS) (HABIB et al., 2018;
HAN; YU; WANG, 2018). O maior destaque ¢ concedido ao GS uma vez que este parametro
coordena os substituintes estruturais na molécula de CMC e que ¢ bastante utilizado como base

para o preparo de filmes, géis e hidrogéis (OLIVEIRA, 2013; KAMEL et al.,2008).

Figura 5 -Esquema de obteng¢do da carboximetilcelulose de sodio.
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Fonte: CERRUTI (2010).

Para o desenvolvimento de materiais a partir da CMC, ¢ fundamental estabelecer o grau

e tipo de reticulacdo a ser empregada. O grau de reticulacdo permite a melhoria das propriedades
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do hidrogel, pois aumenta consideravelmente a sua resisténcia mecanica em fun¢do do aumento
das ligacdes cruzadas entre as cadeias poliméricas. Esse processo pode ser de origem fisica ou
quimica. A reticulacdo fisica, frequentemente, sucede na presenca de ions, onde grupos
carboxilicos comunicam-se eletrostaticamente com metais diferenciados, por exemplo o Cobre
(Cu?"), Aluminio (AI*"), Litio (Li"), Ferro (Fe*") e Calcio (Ca*") (BRITTO; ASSIS, 2009;
SILVA, 2020; GYAWALLI et al., 2010). Este tipo de combina¢do pode afetar diretamente
propriedades como estabilidade térmica, formas de degradagao, inchamento, entre outros, em
virtude da afinidade eletronica, carga ou tamanho desses ions. Embora esse tipo de reticulagdao
apresentam vantagens, ela é reversivel, o que reduz as opg¢des de aplicacdo desse material por
intervalos de tempo mais longos (KE et al., 2014; KANAFI et al., 2018).

A reticulagdo quimica ¢ aplicada com o intuito de solucionar o obstaculo da estabilidade
das ligagdes de entrecruzamento das cadeias do hidrogel. A reticulacdao das cadeias poliméricas
¢ proporcionada através das ligacdes com reagentes especificos, tais como, aldeidos, acido
fumarico, citricos ou epicloridrina, resultando em uma estrutura com maior resisténcia, menor
flexibilidade e maior resisténcia a degradacao (MAZOUZI et al., 2019; NORDIN et al., 2018;
KANAFI et al., 2018; HASANAH et al., 2015).

Figura 6 - Carboximetilcelulose reticulada com acido citrico.
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Fonte: CAPANEMA et al. (2018).

O 4cido citrico ¢ um dos reagentes mais utilizados para o entrecruzamento dos hidrogeéis.
O 4cido citrico reage com hidroxilas mais proximas formando ligagdes ésteres com a cadeia de
Na-CMC (Figura 6). Esse 4cido tem desempenho satisfatério como agente reticulante,
possibilitando a reducdo da solubilidade ¢ o aumento de regides suplementares para outras

ligagdes. Esta configuracao de reticulagdo favorece a incorporagcdo de componentes bioativos,
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tanto por ligagdes de hidrogénio quanto por intera¢des iOnicas, promovendo a obtencdo de
hidrogéis elasticos (GHORPADEA et al., 2017, CAPANEMA et al., 2018; KANAFI et al.,
2018). A reticulagdo ¢ de grande importancia para sustentacdo da estrutura do hidrogel,
principalmente durante o intumescimento, melhorando a resisténcia mecénica e reduzindo a
possibilidade de sua fragmentacdo (GHORPADEA et al., 2017).

Kanafi et al. (2019) desenvolveram um hidrogel de carboximetilcelulose sodica (Na-
CMC) e poli(6xido de etileno) (PEO) para aplicagdo de farmacos controlados. Os autores
utilizaram o acido citrico como agente reticulante e avaliaram o comportamento de inchamento
do hidrogel baseado em quatro pardmetros: propor¢ao entre a Na-CMC/PEQO, porcentagem do
acido citrico, temperatura e duragdo da cura. A partir dos estudos realizados por Kanafi e
colaboradores, verificou-se que tanto o grau de intumescimento como a estabilidade térmica do
filme de hidrogel melhoraram quando a Na-CMC foi composta de PEO em compara¢do com Na-
CMC pura. Além disso, comprovou-se que o hidrogel de Na-CMC/PEO tem grande potencial
para ser empregado na liberag@o controlada de farmacos para aplicagdes biomédicas.

Zheng et al. (2015) produziram um hidrogel de carboximetilcelulose sodica auto
regeneravel também com o acido citrico como agente reticulante. Esse hidrogel foi desenvolvido
na forma de pasta e, posteriormente, liofilizado onde se possibilitou avaliar a a¢do da reticulagao
empregando varias proporgoes diferentes de saturagao, sendo a mais eficiente de 8 mol/L. Neste
parametro, o hidrogel apresentou-se com ampla resisténcia mecanica e 6tima eficiéncia de cura
de 81,2 % 2,9 % para um periodo de 12 horas a temperatura de 25 °C, isto &, pode-se reiterar a
sua aplicabilidade como curativo.

Rakhshaei & Namaz produziram um hidrogel de carboximetilcelulose de sddio (Na-
CMC) combinando silica e 6xido de zinco saturado (ZnO-MCM-41) como agente carreador de
farmaco. Os pesquisadores também utilizaram o 4cido citrico como agente reticulante evitando
os agentes reticulantes considerados toxicos. A principio verificaram que os hidrogéis de Na-
CMC/ZnO eram decompostos logo nas primeiras horas e, para aumentar essa vida qutil,
incorporaram a silica MCM-41. Tal fato proporcionou um aprimoramento no que diz respeito a
permeabilidade ao gés, resisténcia a tracdo, intumescimento e liberacdo continuamente
prolongada do antibidtico tetraciclina.

Chen et al. (2020) desenvolveram um hidrogel resistente e auto curavel introduzindo uma
reagao entre carboximetilcelulose de sodio, poli (acido acrilico) (PAA)-Fe3 com suporte de
cloreto de sddio como agente reticulante. Como resultado, apresentaram-se amostras com 6timos

parametros de elasticidade, resisténcia a tragdo de fratura e intumescimento.
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1.4 Oleos bioativos

Existe uma diversidade de dleos direcionados a cicatrizagcao de feridas, em que estes
apresentam bioatividade que, em boa parte, sdo compostos de monoterpenos, sesquiterpenos e
fenilpropanoides (ALCANTARA et al., 2010; BIZZO et al., 2009; SOARES, 2019).

Tais 6leos essenciais (OE) sdo produtos naturais constituidos por uma pluralidade de
atributos biologicos, resultando amplamente no seu uso como cicatrizante. Os OE sdo descritos
como metabolitos secundarios de plantas, isto €, sdo fitoconstituintes e atuam na defesa contra
herbivoros e possiveis patogenos, além da protecio ultravioleta. (BRANDT et al., 2021; SA et
al., 2020). Ademais, sdo empregados desde o Egito antigo para fins estéticos e medicinais,
permanecendo como aliado das industrias agro alimenticias, farmacéuticas, perfumaria e
cosmética até o presente momento. Essa duradoura aceitagdo constitui-se em sua variedade de
caracteristicas terapéuticas, como: atividade antimicrobiana, oxidante, fungicida, larvicida,
analgésica, antitumoral, antiinflamatoria, inseticida e cicatrizante (ANDRADE, et al., 2012;
BUSATO et al., 2014; CAVALCANTI, et al., 2012; MACHADO, 2011; MORI, et al., 2016;
SILVA et al., 2018; SOARES et al., 2019).

1.4.1 Oleo essencial de pau rosa

O pau rosa (Aniba Rosaeodora Ducke) pertence a familia Lauraceae e pode ser
encontrado a partir de outros nomes vernaculos como: pau rosa mulatinho, pau rosa-itauba
(Brasil), pau rosa-imbauba, rosewood (Guiana), bois de rose felelle (Guiana Francesa) e enclit
rosenhout (Suriname) (SANTOS, 2017).

Aniba Rosaeodora ¢ uma arvore resistente que pode ser encontrada em areas de terra
firme em toda a bacia Amazodnica, dentre os estados brasileiros do Acre, Amapa, Amazonas,
Pard, Roraima e, em por¢des amazonicas da Coldmbia, Guiana, Peru e Venezuela (DUCKE,
1938; SUDAM, 1972). Identifica-se pelo seu grande porte, sendo capaz de alcancar 30 metros
de altura e 2 metros de didmetro, possuindo uma casca pardo-amarelada ou avermelhada, com
floragdo de outubro a fevereiro e frutificacdo de novembro a marco (BORGES, 2012; LIMA,
2006; MAGALHAES & ALENCAR, 1979; MAIA & MOURAO, 2016; OHASHI & ROSA,
2004; SANTOS, 2017).

Esta arvore dispdoe de enorme relevancia econdmica no mercado internacional,

especialmente para industria cosmética, em virtude da extracdo do seu 6leo essencial. O OE de
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pau rosa ¢ frequentemente definido pela sua cor amarelo palha, aroma caracteristico e densidade
inferior a 4agua, sendo usualmente solivel na maioria dos solventes organicos, Figura 7

(ARAUIJO et al., 1971; LIMA, 2006; MAIA & MOURAO, 2016; PAES, 2016).

Figura 7 - Aniba rosaeodora Ducke.

Fonte: MAIA & MOURAO, 2016.

Este tem como constituinte majoritirio o linalol, cerca de 80-97 %, que pode ser
transformado em diversos derivados de valor para as industrias de aroma e cosméticos (Figura
8). O linalol ¢ um monoterpeno alcodlico, precursor do acetato de linalila, um excelente fixador

de fragrancias (CHAAR, 2000; MAIA & MOURAO, 2016; SILVA et al., 2003).

Figura 8 -Estrutura do Linalol.
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Fonte: SILVA et al., 2003.
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O rendimento deste OE ¢ baixo e variade 0,7 % a 1,2 %, correspondendo apenas a metade
do rendimento real de 6leo existente na planta, devido a baixa eficiéncia das destilarias de campo
(cerca de 50 %). O rendimento e a qualidade do 6leo também estdo associados a outros fatores,
como o periodo de precipitacdo de chuvas conforme estudos sazonais (Maia & Mourdo, 2014),
consequentemente comercializado no mercado nacional e internacional a elevados valores,
aproximadamente 10 mL de 6leo saem por $ 81,65 (New Direction Aromatics.com, 2022).

No estudo realizado por Maia & Mourao (2014), o 6leo extraido das folhas variou de 1,6
% para folhas coletadas em setembro a 2,2 % para folhas coletadas em outubro. Todavia essa
variacao € explicada pela fenologia da planta conforme explica o estudo realizado por Aratjo et
al. (1971). O maior rendimento de 6leo ocorre entre novembro e maio, quando ocorre a troca das
folhas. Nesses meses, o rendimento médio chega até 2,0 %. O maior teor de 6leo extraido ocorre
em margo (2,2 %), que coincide com a estacdo chuvosa e, portanto, com o aumento da
precipitacdo na Amazonia (MAIA et al., 2007).

De acordo com os produtores de dleo, para destilar um barril de 6leo de pau rosa (~ 180
L), sdo necessarios de 12 a 13 toneladas de cascos do tronco de madeira ou até mais dependendo
do tipo de pau rosa. O 6leo pode apresentar diferentes coloragdes e teores, perante a fonte de pau
rosa como pode ser observado em outros estudos (GOTTLIEB et al., 1964; FAO, 1995; MAIA
et al., 2007; May & Barata, 2004; OHASHI & ROSA., 2004).

As folhas mais velhas contribuem para obtencdo de maiores porcentagens de a-terpinol,
4-terpinol e 6xidos de linalol que sdo resultados diretos do processo oxidativo da planta, enquanto
as folhas mais jovens sdo ricas em linalol. O baixo teor de linalol constatado nos meses de margo
(68 %) e abril (74,8 %) pode estar associado a maior concentracdo de dgua dentro das células
que contém 6leo (MAIA et al., 2007).

No que diz respeito a madeira, Maia et al. (2007) verificou que os troncos mais velhos
apresentam maiores quantidades de a-terpinol, a parte oxidada do linalol. Tal concentragdo tende
a elevar durante o processo de extra¢do, caso o produtor de 6leo corte a madeira do tronco
proxima ao solo para obter maior escamagao.

O teor de linalol e o rendimento do 6leo variam também de acordo com o tipo e parte do
pau rosa que ¢ realizado a extragdo. O maior teor de linalol é encontrado no 6leo extraido dos
troncos de pau rosa-tachi (84,8 %) e o menor no pau rosa-preciosa (75,3 %). Enquanto nas folhas,
o teor de linalol tem pouca variacdo, cerca de 83,9 % para pau rosa-preciosa e 79,7 % para pau

rosa-itauba (CHANTRAINE et al., 2011).
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No processo extrativista, geralmente prefere-se o pau rosa-preciosa por conta do alto
indice de rendimento de 6leo e ignoram o teor de linalol. Entretanto, o mercado internacional
exige que o 6leo de pau rosa tenha, pelo menos, 85 % de linalol (MAIA et al, 2007). A
porcentagem de linalol, densidade, indice de refra¢do e rendimento do 6leo para cada tipo
especifico de pau rosa pode ser observado na Tabela 1 e os principais constituintes do 6leo na

Tabela 2.

Tabela 1 - Tipos de pau rosa (folha e tronco): rendimento do 6leo, porcentagem de linalol e

propriedades fisico-quimicas.

Parte da i Indice de
Amostras Oleo (%) Linalol (%) Densidade
Planta Refracao
Pau rosa- Folha 3,1 83.9 0,9045 1,4669
Preciosa Tronco 3.4 75,3 0,9070 1,4674
Pau rosa- Folha 2,6 82,1 0,8920 1,4679
tachi Tronco 2,9 84.8 0,8885 1,4660
Pau rosa- Folha 2,6 79,7 0,9000 1,4687
itauba Tronco 1,8 78,9 0,9090 1,4610
Pau rosa- Folha 2.4 79.8 0,9095 1,4690
imbauba Tronco 2,0 76,9 0,9035 1,4703

Fonte: MAIA et al., 2007.

O dleo de pau rosa tem varios usos medicinais: analgésico, anticonvulsivante,
antidepressivo, antisséptico, afrodisiaco, bactericida, estimulante celular, regenerador de tecidos,
tonico e para insonia (LAWLESS, 2002; PRICE & PRICE, 1999).

As propriedades sedativas e anticonvulsivantes do linalol em convulsdes relacionadas ao
glutamato, a inibicdo do potencial de agdo do composto em roedores e a inibicdo da adenilato
ciclase nas retinas de pintos foram relatadas (ELISABETSKY et al., 1995, 1999; ALMEIDA et
al., 2009; SOUSA et al., 2010; SAMPAIO et al., 2012). Também foi relatado que o 6leo de pau
rosa rico em linalol apresentou atividade antibacteriana contra Staphylococcus aureus,

Staphylococcus epidermidis, Enterococcus faecalis, Streptococcus pyogenes, Klebsiella
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pneumoniae, Escherichia coli, Salmonella spp, Vibrio parahaemolyticus ¢ Candida albicans

(AMAZONAS, 2012; NASCIMENTO et al., 2007; PIMENTEL et al., 2018).

Tabela 2 - Principais constituintes dos 6leos de folhas e madeira da Aniba rosaeodora coletado

por Adolph Ducke.

Constituintes RI Oleo das Folhas (%)  Oleo dos Troncos (%)
o-Pineno 939 0,4 0,1
B-Pineno 953 0,4 0,3

Limoneno 1029 0,1 0,7
T-Oxido de Linalol 1074 0,8 0,7
C-Oxido de Linalol 1088 0,7 0,6

Linalol 1098 85,5 84,8
T-Oxido de Linalol

(Linalool oxide 1176 0,3 0,1

(Piranoide)

a-Terpinol 1187 0,1 2,9

a-Copaene 1376 0,5 0,4
Oxido de Cariofileno 1581 0,8 0,1

Sesquiterpenos

oxige:adosqr)nenores 10351764 4’3 4
Benzoato de Benzila 1762 0,2 0,6
Total 94,4 94,3

Fonte: MAIA et al., 2007.

De acordo com outros estudos, ¢ amplamente empregado em boa parte da fabricagdo de

alimentos, como bebidas alcoodlicas, refrigerantes, confeitos (LAWLESS, 2002; RHIND; 2014).

Também ¢ utilizado como acaricida contra Tirofago putrescentiae (ANDO, 1994; KIM et al.,

2003).
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1.5 Técnicas de Caracterizacdo do Hidrogel e OE de pau rosa

1.5.1 Termogravimetria (TGA)

A Termogravimetria constitui-se em uma técnica de analise térmica em que se investiga
a variagdo da massa da amostra (ganho ou perda) em funcdo da temperatura e/ou tempo. Tal
técnica torna possivel identificar as alteragdes que o aquecimento pode ocasionar na massa das
substancias, sendo assim, ¢ factivel acompanhar reacdes de oxidagdo, desidratacdo, absorcao,
sublimagdo, combustdo e decomposicio (CANEVAROLO JR, 2002; MATOS & MACHADO,
2003).

Essa analise térmica ¢ executada com a assisténcia de uma termo balanga (combinagao
de forno-balanga), que promove a pesagem continua de uma determinada amostra em func¢ao da
temperatura. Através desse experimento sdo concebidas curvas, as quais concedem informagoes
quanto a estabilidade térmica e a composicdo da amostra, de acordo com a Equacdo 1. Na
Termogravimetria derivada (DTG), a derivada dessa variacdo de massa em relacdo ao tempo
(dm/dt) € compilada em funcdo da temperatura ou tempo, concomitante a TGA, sendo possivel
obter curvas que correspondem a essa derivada, conforme Equagdo 2 (IONASHIRO, 2004;
LOGANATHAN et al., 2017; NEJMAN, 2016).

TG: m=f (T out) (1)
. dm _ (2)
DTG: Fri f(Tout)

E importante salientar que, as curvas termogravimétricas sofrem influéncias tanto de
fatores instrumentais como aqueles relativos a amostra, como pode ser observado na Tabela 3.

O equipamento empregado na analise termogravimétrica ¢ comumente formado por uma
balanga registradora, suporte de amostra, forno, sensores de temperatura, programador da
temperatura de forno, controle da atmosfera do forno e registrador. O forno compreende de uma
zona quente onde o cadinho e amostra sdo posicionados. A temperatura do forno a ser registrada
¢ determinada por um sensor termopar ¢ o cadinho pode apresentar diversos formatos e
composi¢do (alumina, platina, vido ou quartzo). E importante que a balanga seja calibrada e

reprodutivel pois parte do principio de uma aplicagdo de uma forga restauradora eletromagnética
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Tabela 3 - Fatores relacionados a amostra e fatores instrumentais que geram influéncia nas curvas

de TGA.

Fatores relacionados a amostra Fatores instrumentais
Geometria do Forno Tamanho da particula da amostra
Localizagao da balanca em relagdo ao forno Compactagdo da amostra
Taxa de aquecimento ou resfriamento Tamanho, composicao e formato da amostra

Tamanho, formato e material de composicio .. , . )
’ POsI¢ Condutividade térmica do material

do cadinho
Velocidade e sensibilidade de registro das . ~
Liberagdo de gases
respostas
Atmosfera de andlise Quantidade de dgua existente no material

Fonte: IONASHIRO, 2004; MOTHE, 2009; CANEVAROLO JR., 2004.

1.5.2 Analise Térmica Diferencial (DTA) e Calorimetria Exploratoria Diferencial

(DSC)

A andlise térmica diferencial (DTA) e Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC) sao
apontadas como método termoanaliticos visto que se embasam na medi¢cdo de propriedades
fisicas em fungdo direta ou indireta sob condi¢des controladas de temperatura (CANEVAROLO
JR., 2007). Ambas sdo técnicas utilizadas para investigar transi¢cdes de fase sob influéncia de
diferentes temperaturas, atmosferas e taxas de resfriamento/aquecimento (TERRA et al., 2022).

O DTA corresponde a diferenca de temperatura entre uma amostra (X) analisada e um
material de referéncia (R) inerte sendo estabelecida a partir da temperatura quando ambos sao
sujeitos a um processo controlado (CANEVAROLO JR., 2007). O resultado pode ser observado
a partir da curva térmica diferencial adquirido pela diferenca de temperatura estruturada na

ordenada e a temperatura ou tempo na abscissa.

T=Ty—Tg )

Essa andlise térmica ndo ¢ quantitativa no que se refere ao calor incluso nas
transformagdes porque a variagdo da temperatura ¢ estabelecida em fungdo da condutividade
térmica e da densidade da amostra. A area de pico a ser detectada ¢ proporcional as alteragdes de
calor que estardo envolvidas nas transformagdes (MOTHE, 2009).

O DSC ¢ conhecido como uma das técnicas mais importante dentro das analises térmicas

uma vez que propicia a definicdo das curvas de aquecimento e resfriamento com mecanismos



47

quantitativos da calorimetria. Durante a andlise, a temperatura ¢ determinada constantemente ¢
torna-se um instrumento diferencial para andlise do fluxo de calor na amostra (LUCAS et al.,
2001; EHRENSTEIN et al., 2004).

A calorimetria € responsavel por estabelecer a quantidade de calor absorvido ou fornecido
por um material quando este experimenta mudancas fisicas ou quimicas assim como sua energia
interna. A uma pressdo constante, a energia interna ¢ representada como Entalpia (H), todavia,
analisam-se a variacao dela (AH) entre dois estados conforme Equacao 4 (EHRENSTEIN et al.,
2004; TERRA et al., 2022).

AH = JCp-dT “

O AH ¢ obtido a partir de um calorimetro cujo deslocamento do fluxo de calor (Q) ¢
identificado com alteracdo da linha de base. De modo que a capacidade calorifica (Cp) exige de
equipamentos mais aprimorados para sua determinagdo, no DSC ¢ possivel determinar o Q,
denominado como a quantidade de calor transferida por unidade de tempo e massa cujo apresenta

proporcionalidade a Cp, vide Equacdo 5 (TERRA et al., 2022).

Q_. (5)
m

Os resultados adquiridos do DSC exibem informagdes significativas no panorama
térmico, como obtencao das temperaturas de transi¢cdo (transi¢do vitrea — Ty), cristalizacao (T¢)
e temperatura de fusdo (Tm) e medidas quantitativas de calor (calor especifico — Cp; calor de
fusdo — AHf; calor de cristalizacdo — AHC; calor de reagdo — AHr) (LUCAS et al., 2001; TERRA
et al., 2022).

O DSC, tal como o DTA, contém a area da curva diretamente proporcional a variagdo de

entalpia, conforme Equacao 6.

Hin (6)

Area = o
rea K

Onde H,, ¢ a entalpia média e K € uma constante.
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153 FTIR

Os dados adquiridos através da analise térmica sdo capazes de ser complementados com
outros métodos, entre eles, a Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier
(FTIR), com o propoésito de analisar e interpretar as alteragcdes quimicas provenientes do processo
de cura (TEIXEIRA, 2015).

O FTIR ¢ constituido por um feixe infravermelho que penetra a amostra e espelhos fixos,
moveis que redirecionam energia transmitida para registro (PEREIRA, 2015).

O ensaio de compostos organicos por meio da radiagdo infravermelha encontra-se
localizada na faixa do espectro eletromagnético médio, entre 4000 e¢ 400 cm™'. Essa técnica
permite quantificar a absor¢ao de radiagdo infravermelha mediante de moléculas de uma
substancia especifica que ¢ convertida em energia de vibragdo molecular. O comprimento de
onda no qual as bandas no espectro se manifestam constituem a ligacdes especificas, em
concordancia com a massa relativa, geometria dos dtomos e constantes de forca das ligacdes,
promovendo a identificacdo e definicdo de grupos quimicos funcionais (TEIXEIRA, 2015;
SILVERSTAIN & WEBSTER, 2000).

O processo de cura ¢ assistido a partir da avaliacdo das alteragcdes quimicas através da
comparagdo empirica das frequéncias vibracionais apresentadas nos espectros de amostras
curadas e ndo curadas, em principio, tendo que suceder com o aparecimento dos grupos
associados aos reagentes e, posteriormente a cura, o desaparecimento dessas bandas resultados
do produto adquirido na reacdao (SILVERSTAIN & WEBSTER, 2000).

Além do método de andlise por transmissdo, o qual emprega a técnica de pastilha em
Brometo de Potéassio (KBr) para amostras sélidas, bem como podem ser elaboradas analises por
Reflexdo Total Atenuada (ATR) para filmes, amostras solidas e liquidos viscosos (UFRGS,
2019).

1.5.4 Processo de Intumescimento

O processo difusivo da 4agua no interior dos hidrogéis permite determinar a
permeabilidade a partir de uma se¢do com uma concentragdo especifica, além de servir como
estrutura para estimar as alteragdes no sistema ao longo do tempo como resultado de fluxo como
também para outros fendmenos que controlam o transporte de agua através da rede do hidrogel

(VERA, 2012).
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O conhecimento da quantidade de dgua absorvida pelo hidrogel é importante, uma vez
que possibilitam adquirir a permeagdo total de nutrientes. Isto é, a 4gua age como meio de
transporte na matriz polimérica para os componentes dissolvidos, como oxigénio e bioativos.
Sendo assim, a agua presente nos hidrogéis pode ser encontrado tanto na forma livre como
associada (PING, 2001).

No momento em que a membrana seca inicia o processo de absor¢ao da dgua, as primeiras
moléculas que entram na matriz passam a hidratar os grupos hidroxilas ((OH) existentes na cadeia
polimérica. Essa primeira camada de adgua que interage com o polimero ¢ denominada agua
primaria. Logo que as hidroxilas ficam completamente hidratadas, as moléculas de agua que
permanecem circulando pelo polimero interagem com as moléculas de dgua primaria e formam
uma segunda chamada de agua secundaria. A combinacdo entre a 4gua primadria e secundaria €
chamada de 4gua total e dgua adicional que ¢ absorvida apos a 4dgua total ¢ denominada agua
livre (PING, 2001; SILVA, 2015).

A condicdo em que a agua ¢ detectada no hidrogel ¢ fundamental uma vez que o aumento
na propor¢do de dgua livre degenera sua resisténcia mecanica visto que a agua atua como

plastificante reduzindo a temperatura de transi¢do vitrea do material (SILVA, 2015).

1.5.5 Liberaciao Controlada de Ativos

Ha varios sistemas de liberacao de ativo, intitulados sistemas de liberagdao controlada,
retardada, sustentada e outros. Esta vasta série de denominagdes surgiu devido as diversas
classificagdes geradas tanto pelos estudos farmacoldgicos em si como os oriundos de melhorias
em processos tecnoldgicos visando obtencdo de novos medicamentos. Segundo LYRA et al.
(2007), o termo mais apropriado € o de liberagdo controlada por ser capaz de agregar todos os
outros sem necessidade de especificar o grupo de controle especifico e a metodologia para obté-
lo.

Um sistema de liberagao controlada de ativo ¢ determinado a partir de uma estratégia de
administracao (dispositivo ou formulacio) que concede a introdu¢ao de uma substancia com fins
terapéuticos no corpo, de forma a prolongar o tempo de liberacdo no organismo, aprimorando
sua eficiéncia e seguranga a partir do controle da taxa, local e tempo de liberagdo do ativo no

corpo (JAIN, 2014; VILLANOVA et al., 2010).
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Isto €, esse processo compreende desde a administragao do produto terapéutico, liberagao
do ativo pelo produto e o transporte dos componentes do ativo através da membrana bioldgica
para o local em que ocorrera a agao (JAIN, 2014).

Cada ativo possui um perfil diferenciado, singular para liberacao e execugao conforme a
sua solubilidade em agua. Ativos poucos soliveis necessitam de tecnologias especificas para
realizar sua liberagdo controlada em alvos especificos uma vez que a absor¢cdo pode ocorrer
lentamente e precisa de melhorias através de sistemas engenhosos (SHAH, 2006).

Quando se compara o emprego de medicamento convencionais, ¢ habitual o aparecimento
de fenomenos de “pico” apo6s o acesso do ativo na corrente sanguinea a partir do metabolismo
do proprio corpo causando restricdo aos beneficios do tratamento e gerando efeitos colaterais
(LIN et al.,, 2013). O funcionamento e comparagdes com sistemas convencionais de
administracao de ativos podem ser observados na Figura 12. No interior do corpo, a concentracao
do ativo pode alcangar trés niveis: nivel subterapéutico onde a concentragdo do ativo encontra-
se abaixo do necessario; nivel terapéutico em que o ativo tem a fungdo terapéutica; nivel toxico
no qual a concentrag@o do ativo € excessiva tendo potencial de provocar graves efeitos colaterais

e obito (AZEVEDO, 2005; COSTA, 2015; AOUADA, 2009).

Figura 9 - Comparativo entre a liberacdo convencional e a modificada.
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Fonte: Adaptado de AZEVEDO (2005).

1.5.6 Microscopia Eletronica de Varredura

A microscopia eletronica de varredura (MEV) ¢ uma técnica empregada para aquisi¢ao

de imagens de materiais que compreendam superficies solidas polidas ou rugosas com ampla
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profundidade de campo e alta resolucdo (QUEIROZ et al., 2012). O MEV opera de forma similar
ao microscopio Otico para obtengdo de imagens, todavia, ao contrario de utilizar lentes de vidro
para focalizar o feixe luz habitual, emprega-se feixe de elétrons a partir de lentes magnéticas que
interagem, geram um desvio das ondas quando estas passam pelo material e produzem imagens
(GOLDSTEIN et al., 2003; TERRA et al., 2022).

As amostras a serem analisadas no MEV necessitam ser resistentes a vacuo e, no caso de
nao condutoras, tém necessidade de ser recobertas com uma fina camada de ouro (QUEIROZ et
al., 2012) dessa maneira possibilitando a geracdo de imagens em ampla escala de aumentos,
desde 10 vezes até 100.000 vezes (GALETTI, 2003; COSTA, 2015).

O MEV ¢ composto habitualmente por uma coluna com canhdo eletronico, um sistema
de vacuo e uma série de lentes eletronicas onde as imagens podem ser observadas e registradas
digitalmente (GALLETI, 2003; TERRA et al., 2022).

Seu principio de funcionamento compreende na emissdo de um feixe de elétrons a partir
de um filamento de tungsténio (eletrodo negativo), por intermédio de uma aplicacao de diferencia
de potencial que pode variar de 0,5 a 30 kV. Esta variacdo de voltagem envolve a aceleracao de
elétrons e, a vista disso, no aquecimento do filamento. O eletrodo positivo atinge fortemente os
elétrons acelerados movimentando-os em sua direcdo. A retificagdo do percurso do feixe ¢é
operada por lentes condensadoras que organizam o mesmo em direcdo a abertura da lente
objetiva. Esta tltima, no que lhe diz respeito, ajusta o foco dos feixes de elétrons antes do mesmo

atingir a amostra (GOLDSTEIN et al., 2003).

1.5.7 Cromatografia Gasosa

A cromatografia gasosa (CG) ¢ uma das técnicas analiticas mais utilizadas atualmente
para determinar componentes de uma amostra contanto que as propriedades fisico e quimica
sejam conhecidas previamente (COHN, 2006). A CG tem vasta aplica¢do, extrema sensibilidade,
flexibilidade e multifuncionalidade com grande poder de resolugdo tornando factivel a
identificacdo e quantificacao de varias substancias em uma s6 amostra.

A exatiddo da CG ¢ uma das principais razoes da sua popularidade e, dependendo do tipo
de material e detector empregado, ¢ possivel identificar cerca de 10712 g. No entanto, é necessario
que seja utilizada para analisar substancias volateis e estaveis termicamente, dado que, de outro
modo, sera imprescindivel produzir um derivado com essas caracteristicas (COLLINS; BRAGA;

BONATO, 1997). O mecanismo de funcionamento da CG pode ser determinado como um
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método fisico de separagdo onde os componentes a serem desprendidos sdo distribuidos entre
duas fases: a movel (gases inertes como Hélio e Nitrogénio) e a estaciondria (SKOOG et al.,
2002).

Tal processo ¢ bastante similar ao da cromatografia liquida, no entanto, cada etapa
diferencas conceituais. No caso da CG, a amostra ¢ injetada no estado gasoso ou liquido (sofrera
posterior vaporizacdo). Os analitos sdo separados ndo somente por conta da interacdo com a
coluna cromatografica, como através da sua volatilidade e pressao de vapor por meio da aplicagao
do gradiente de temperatura durante a corrida cromatografica (LANCAS, 1993; MONTAGNER
et al., 2021).

1.5.8 Biofilmes ativos antimicrobianos

Filmes a base de biopolimeros para serem utilizados como sistema carreador de agentes
antimicrobianos (AM) € uma concepcao consolidada. Diversos estudos apresentados na literatura
e validam o emprego desses filmes desde os usos como curativos na superficie cutanea até o setor
de filmes para embalagens prolongar o tempo de vida de diversos alimentos (SILVA, 2015;
UGALDE, 2014).

Esse tipo de protecdo vem recebendo atencdo significativa de uma nova demanda de
consumidores que buscam por produtos oriundos de materiais sustentaveis (DURANGO et al.,
2006).

Segundo Cooksey (2001), s3o essencialmente trés as categorias de filmes
antimicrobianos:

1. Substancias antimicrobianas volateis apresentam-se em sachés e sdo liberadas no decorrer
do armazenamento do produto;
ii.  Incorporacao direta do agente antimicrobiano no filme;

iii. A matriz do filme funciona como um transportador para o agente antimicrobiano.

Essas cateforias de materiais possibilitam a liberacdo do AM para superficie do alimento,
ou pele através da evaporagdo no headspace, ou deslocar para dentro da pele ou alimento por
difusdo. Estes materiais tornam-se mais eficientes quando comparados com a aplicacdo direta do

ativo, uma vez que € possivel controlar a liberacao deste, mantendo altas concentragdes conforme

planejado (UGALDE, 2014; PEN & JIANG, 2003).
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Alguns aspectos podem sensibilizar a efetividade de um filme antimicrobiano, como as
caracteristicas do AM (solubilidade e tamanho da molécula), condi¢cdes de estocagem e
distribui¢do (temperatura e tempo), método de preparo do filme (casting ou extrusio) e interagcao
entre o polimero escolhido € 0 AM em si (MONTEIRO et al., 2019; CELESTINO et al., 2017,
CLARO, 2020).

1.5.9 Atividade antimicrobiana dos 0leos essenciais

As plantas concebem uma ampla diversidade de compostos organicos de atividade
antimicrobiana. A caracterizacdo desses compostos ativos presentes nos OEs demanda uma
investiga¢cdo detalhada, decorrente da vasta presenga de mais de quarenta e cinco componentes
distintos, os quais podem vivenciar variagdes percentuais conforme a €poca da colheita, parte da
planta, ou ainda o método de extracao (ESPINA et al., 2011).

O recurso de acdo dos OEs como AM no combate de fungos e bactérias ainda € obscuro
e ndo totalmente elucidado. Tem-se conhecimento do carater hidrofébico dos OEs e seus
componentes, que possibilitam a sua ligacdo aos lipideos da membrana celular alterando sua
estrutura e elevando sua permeabilidade. Esta alteracdo pode favorecer o transporte de ions e
outros constituintes para dentro da célula ocasionando a morte desta. Este ¢ um dos principais
mecanismos pelo qual os OEs tém agdes fatais no combate do crescimento microbiano (COX et
al., 2000; BURT, 2004; UGALDE, 2014).

Outros atos dos OEs sdo os danos as proteinas da membrana celular, suspensdo da forca
motriz de protons (ULTEE & SMID, 2001), do fluxo de elétrons, da coagulagdo de contetido
celular e do proprio transporte do ativo (BURT, 2004). Em contrapartida, os OEs apresentam
baixa solubilidade aquosa, o que os impossibilita de se aproximarem de um nivel toxico para as
membranas (COX et al., 2000).

Analises e testes da atividade antimicrobiana de OEs sdo complexos por conta da
volatilidade deles, insolubilidade em agua, necessitando de modificagcdes. Os OEs com
caracteristicas hidrofobicas e com grande viscosidade podem limitar a capacidade de diluicao ou
causar distribuicao desigual destes, até mesmo com o emprego de emulsificantes (KALEMBRA
& KUNICKA, 2003).

Na literatura podem ser encontrados dois métodos para testes de atividade
antimicrobiana: difusdo ou dilui¢do. Nenhuma referéncia menciona a existéncia de uma

padronizagdo para avaliar a atividade antibacteriana (BURT, 2004; UGALDE, 2014).
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O método de difusdo em agar ¢ uma das técnicas mais utilizadas para avaliacdo da
atividade antimicrobiana dos OEs, devido a facilidade de execucdo e o uso de pequena
quantidade de dleo. Em alguns estudos ¢ descrita precisa e confiavel, apesar de produzir
resultados qualitativos e ndo usualmente reprodutiveis (KALODERA et al., 1997; PRADO et al.,
2017). Entretanto, existem estudos que consideram essa técnica inadequada para avaliagdo de
OEs considerando sua possivel evaporacdo no decorrer do periodo de incubacdo, bem como a
difusdo inapropriada dos seus componentes poucos soluveis no agar (GRIFFIN et al., 2010).

O método de diluigdo compreende na diluigdo do OEs em &4gar ou caldo, podendo
empregar diversos solventes para facilitar a incorporagdo do 6leo no meio e diferentes volumes
de in6culo (BURT, 2004). Segundo UGALDE (2014), o efeito de inibi¢do pode ser calculado
por diferengas na turbidez do liquido e podem ser descritos de duas formas:

i. Indice de inibi¢do do crescimento a partir da defini¢io da percentagem de inibi¢do do
crescimento em relagdo a cultura (sem adicao do OE);
ii.  Concentragdo minima inibitéria (CIM), sendo a menor concentracao de OE no caldo, que

sucede a auséncia do crescimento microbiano (BURT, 2004).

1ii.  Concentracdo Bactericida Minima (CBM), sendo a concentracao mais baixa do OE, no

qual os microrganismos incubados s3o totalmente mortos (BARBOSA et al., 2021).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Desenvolver e caracterizar filmes finos de hidrogéis a base de carboximetilcelulose
sodica (CMC-Na) com atividade bactericida e fungicida, com dleo essencial de pau rosa, visando

potenciais aplicagdes como curativo dérmico.

2.2 Objetivos especificos

1. Sintetizar filmes hidrogéis de CMC-Na entrecruzados com 4cido citrico com diferentes
concentragdes utilizando método de casting.
ii.  Identificar os componentes majoritarios presentes no OE do pau rosa por cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-MS).
iii.  Incorporar 6leo essencial (OE) de pau rosa encapsulados por emulsdo aos hidrogéis
desenvolvidos.
iv.  Avaliar o tamanho de particula do o6leo encapsulado por emulsdo por meio do
espelhamento dindmico de luz (DLS).
v.  Avaliar a atividade bactericida e fungicida dos filmes de hidrogéis com OE de pau rosa.
vi.  Estudar a liberagcdo controlada do OE em meio aquoso e em solvente organico, por meio
da espectroscopia no ultravioleta visivel (UV/VIS).
vii.  Caracterizar os hidrogéis quanto a sua capacidade de intumescimento, espectroscopia de
infravermelho por transformada de Fourier (FTIR), analise térmica (TGA/DSC),

microscopia eletronica de varredura (MEV).
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Materiais

No presente estudo foram selecionados materiais que apresentam a possibilidade de
biocompatibilidade com a pele humana, buscando evitar materiais toxicos e sintéticos.

A carboximentilcelulose (CMC) ¢ um biopolimero, obtido de fontes naturais
diversificadas, extraida e purificada de maneira adequada. A CMC utilizada neste trabalho foi
obtida comercialmente e apresenta ions de sodio (Na*) em sua estrutura, com objetivo de facilitar
o intumescimento (processo de absor¢do de dgua) para o preparo do hidrogel. A CMC-Na da
marca Synth possui um grau de substituicdo entre 0,80 e 0,95; com viscosidade entre 2000 ¢ 3000
cP.

O é4cido citrico (C¢HgO7) € acido organico tricarboxilico, obtido na industria através da
fermentacdo da sacarose executada pela levedura Aspergillus niger em varias fases de preparagao
e purificagdo. Neste estudo, o 4cido citrico foi o agente reticulante quimico, isto &, proporcionou
a jung¢do das cadeias poliméricas através das ligagdes com a CMC.

O o6leo essencial de pau rosa utilizado neste trabalho foi obtido através da doagdo do
professor Dr. Paulo de Tarso Sampaio, responsdvel pelo Laboratorio de Silvicultura Tropical e
Propagagao de Plantas do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazdnia (INPA) e coordenador
de um projeto que busca estratégias de extragdo sustentaveis com comunidades extrativistas do

estado do Amazonas.

3.2 Preparo das nanocapsulas de OE de pau rosa

Adicionou-se o OE de pau rosa na propor¢ao de 1 % em um béquer contendo uma solugao
0,75 % de Tween80® em 100 mL de 4gua destilada onde foram submetidos a agitagdo em Ultra-

Turrax (IKA® T10) a 12000 rpm por 3 minutos (UGALDE, 2014).
3.3 Preparo dos hidrogéis
As amostras de filmes de hidrogel foram preparadas com CMC-Na por casting, técnica

de deposi¢do de solugdo polimérica em placas de Petri. A Figura 10 representa o esquema de

preparacdo das amostras de hidrogel e a Tabela 4 exibe a concentragdes definidas para cada um.
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O hidrogel foi preparado a partir de duas etapas adaptando a metodologia de Lima (2020)
e Saranti (2021). A Etapa I foi realizada a hidratacdo da CMC (2 g) em meio aquoso (100 mL),
em banho maria a 60 °C, sob agitacdo mecanica em 430 rpm. A solu¢do permaneceu sob agitacao
até completa solubilizagdo da CMC, resultando em uma solugdo-gel de 2 % (m/m) de CMC.

Em seguida, foi adicionado o acido citrico (como agente reticulante) nas porcentagens de
3 % (com relagdo a 2 g de CMC, massa de 0,06 g de acido citrico) e 5 % (com relagdo a 2 g de
CMC, massa 0,1 g de 4cido citrico) sob agitacdo mecanica. O sistema foi mantido nas condi¢des
iniciais de temperatura e rotagao até completa solubilizagcdo para obten¢ao dos hidrogéis H3% e
H5%.

Na etapa II foram seguidos os mesmos procedimentos da etapa I e ao final foi realizada a
adicdo de 2 % em massa das nanocdpsulas de 6leo de pau rosa (previamente preparada),
mantendo o sistema sob agitacdo mecanica, at¢ a completa homogeneizagdo para obtengdo dos

hidrogéis H3%OE e H5%OE.

Tabela 4 - Concentragdes empregadas para preparo dos filmes de hidrogel.

Hidrogel CMC Acido Citrico Nanoemulsao
H3% 2% 3% -
H5% 2% 5% -
H3%O0E 2% 3% 2%
H5%O0E 2% 5% 2%

Fonte: Autoria propria (2023).

Figura 10 - Esquema do preparo dos filmes poliméricos a partir do método de casting.

Solucdo polimérica com
dleo de pau rosa
't | Y nanoencapsulado

I i l Filme de CMC-Na
com dleo de pau-

rosa
CMC-Na + Acido T
citrico anidro +

nanoemulsdo Estufa

Evaporacdo da solugdo

& Suporte

Fonte: Autoria propria (2023).
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Os hidrogéis produzidos foram depositados em placas de vidro 15 x 15 cm, para
evaporagdo em temperatura ambiente por 24 h. Apds esse periodo, os filmes foram secos em
estufa a temperatura de 70 °C por 2 h. Apds este periodo os filmes de hidrogel foram desmoldados
e acondicionados em recipiente fechado, para garantir as propriedades dos 6leos essenciais nos

filmes.
3.4 Caracterizacao dos Hidrogéis
3.4.1 Ensaio de Intumescimento

O grau de intumescimento e estabilidade estrutural dos filmes de hidrogel foram
mensurados a partir da imersdo de uma amostra dos filmes em meio aquoso, conforme ASTM
D570, com algumas modificagdes. Os filmes de hidrogel foram submetidos ao ensaio para
avaliacdo da propriedade de reticulagdo baseada no grau de intumescimento do filme.

Os filmes foram previamente secos em estufa a 100 °C por 2 h (para padronizacao e
retirada do excesso de umidade), resfriados em dessecador, pesados em balanga analitica e foram
imersos em béqueres contendo agua destilada (em temperatura ambiente). Em diferentes
intervalos de tempo, os hidrogéis foram retirados da dgua, removendo o excesso de agua da
superficie com papel toalha e pesados (BAULI et al., 2021). Apds a pesagem, os filmes de
hidrogel foram imediatamente imergidos. As medidas foram realizadas até estabilizacdo da
quantidade de dgua absorvida, no total de 72 h. Calculou-se o grau de intumescimento (GI %)

empregando a Equagao 7:

GI(%) = [%] x 100 (7)

Onde: GI: grau de intumescimento; ws: massa inicial seca; w,- massa da amostra em cada
intervalo.

Em complemento ao experimento de intumescimento, realizou-se o estudo de velocidade
de difusdo das moléculas de dgua no interior do material segundo a Lei de Fick conforme
Equacdo 8 considerando um processo difusivo unidimensional (ESPERT; VILAPLANA;
KARLSSON, 2004):

v
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Onde: M; ¢ a massa do hidrogel inchado no tempo t, M é a massa do hidrogel inchado
no equilibrio, os valores de k fornecem informacgdes sobre a afinidade entre as moléculas de dgua
e o material em estudo, t € o tempo de inchamento e n € a ordem que define o tipo de mecanismo
que a difusdo segue.

Substituindo os dados experimentais da absor¢do de dgua nas curvas na Equagdo 9, o
mecanismo de difusdo pode ser estudado, determinando k e n a partir da inclinagdo e

interceptacao da parte linear das curvas obtidas.

M
log (M_t> = logk + nlogt ©)

A cinética ¢ regida principalmente pela velocidade de formagdo e quebra das pontes de
hidrogénio entre as moléculas de agua e a matriz polimérica. A velocidade da difusdo das
moléculas de dgua no interior dos compdsitos pode ser relacionada ao coeficiente de difusdo (D)

(CRANK, 1975). Para tempos com Mt/Moo < 0,5, a Equag@o 10 pode ser considerada:

M _4 (2)%% (1o
M, L \m

Onde L ¢ a espessura da amostra. A partir da inclinagao da parte inicial da curva Mt/Moo
versus t"%/L, foi possivel obter o valor de D. O coeficiente de difusdo, D, reflete a capacidade
das moléculas de 4gua se moverem dentro do material.

Trés diferentes tipos de processos difusivos podem ser descritos a partir da ordem obtida,

tanto em relagdo as taxas difusivas como relaxamento das cadeias poliméricas (CRANK, 1975).

i.  Tipo I (Difusdo Fickiana) (n < 0,5): ocorre quando a taxa de difusdo ¢ muito menor do
que a mobilidade do segmento de polimero. O equilibrio dentro do polimero ¢
rapidamente alcancado e ¢ mantida com independéncia de tempo. Isto ¢, a difusdo ¢ quem
controlara o processo difusivo;

ii.  Tipo II (n=1,0) e super caso II: ocorre quando a mobilidade do penetrante ¢ muito maior
do que outros processos de relaxamento. Essa difusdo € caracterizada pelo
desenvolvimento de uma fronteira entre a parte externa inchada e o nucleo vitreo interno
do polimero. A fronteira avan¢a a uma velocidade constante e o nucleo diminui de

tamanho até um equilibrio concentracdo do penetrante ¢ atingida em todo o polimero.
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iii.  Tipo III (Nao Fickiana) (n = 0,5 — 1,0): ocorre quando a mobilidade do penetrante e o
relaxamento do segmento polimérico sdo comparaveis. Trata-se, entdo, de um

comportamento intermedidrio entre Difusdo de Caso I e Caso I1.;

3.4.2 Estudo de Libera¢ao Controlada do ativo

A nanoemulsdo com principio ativo de OE encapsulados foi avaliada quanto ao tempo de
liberagdo deste ativo em solucao agua/tampao acetato de sodio para aquisicdo de uma solugdo
aquosa com pH 5,0 — 5,5 a fim de buscar similaridade a ao pH cutaneo (CAMPOS & MELO,
2016)

A amostra foi mantida no frasco com solucao agua/tampao acetato de soédio pH 5,3 e as
medidas foram realizadas em intervalos de tempo (t) de 10, 20, 30, 60, 120 min, para o primeiro
dia. As amostras foram avaliadas por um periodo mais longo, até 7 dias, para constru¢ao de um
perfil de liberagdo do 6leo. Neste intervalo foram coletados os resultados em 24 h, 48 h, 72 h, 96
h, 120 h e 168 h. Os dados obtidos foram ajustados ao modelo de Fick através da Equagdo 8 (WU
et al., 2019).

A construcdo de uma curva de calibragdo permitiu determinar a liberacao do ativo. O
comprimento de onda do OE de pau rosa ¢ de 207 nm (JABIR et al., 2018; BARBOSA et al.,
2021). A partir da aquisicdo desses dados, foi estabelecida uma correlacao da intensidade de
absorbancia com o volume de 6leo, a qual foi utilizada na construg¢do da curva de calibragao.

A coleta de dados por UV-vis para os filmes com OE determinou o volume liberado das
capsulas do OE de pau rosa em diferentes momentos, correlacionando a intensidade de
absorbancia na curva de calibracao.

Esta analise foi realizada no Laboratorio de DNA do Programa de Pés-graduagdo de
Biotecnologia (PPGBIOTEC) da Universidade Federal do Amazonas (UFAM) empregando um

espectrofotometro Ultravioleta Visivel (Modelo Biomatte 3, da Thermo Electron Corporation).

3.4.3 Atividade antimicrobiana

Os microrganismos testados foram cepas da colecdo Cefar Diagndstica (CCCD):
Staphylococcus aureus (S 007), Escherichia coli (E 004), Pseudomonas aeruginosa (P 004),
Enterococcus feacalis (E 002), Bacillus cereus e Candida parapsilosis (Cepa clinica). As

bactérias foram reativadas em Mueller Hinton (MH) 4gar (HIMEDIA®) e a levedura e o fungo



35

filamentoso em Sabouraud (SB) agar (HIMEDIA®), e mantidos a 36 + 1 °C por 24 h e 48 h,
respectivamente. Apos reativagdo dos patdogenos, uma coldnia isolada foi transferida para um
tubo de ensaio contendo 5 mL de caldo MH para bactérias, e caldo SB para levedura, ambos
posteriormente incubados a 36 & 1°C por 24 horas (CLSI, 2002; CLSI, 2003).

A concentragdo de colonias utilizada no teste foi correspondente ao numero 0,5 da escala
de turbidez McFarland, na concentracio de 1,5 x 10® Unidades Formadoras de Colonia
(UFC.mL") para bactérias e 2,0 x 10° UFC.mL! para levedura de acordo com as recomendacdes
da Clinicaland Laboratory Standards Institute (CLSI, 2002; CLSI, 2003). Os ensaios foram

realizados em placas de cultura de células de 24 pogos.

3.4.3.1 Atividade antimicrobiana do OE de pau rosa

Essa analise foi realizada no Laboratério de Bioensaios € Microrganismos da Amazdnia
da Universidade Federal do Amazonas. A amostra de 6leo de pau rosa foi aplicada em propor¢ao
(1:1) por pogo inicialmente na triagem de atividade. Experimento realizado duas vezes para S.
aureos, E. coli e P. aeruginosa. Os ensaios de dosagem quantitativa das atividades foram com
diluigdes sequenciais.

O controle negativo foi realizado com a substitui¢do da amostra por dgua destilada
autoclavada. O controle positivo foi realizado substituindo as amostras por antibidticos na
concentracdo de 2 mg/mL sendo administrado tetraciclina para E. coli e P. aeruginosa,
ampicilina para S. aureus e E. feacalis, e Nistatina para C. parapsilosis.

Inicialmente realizou-se uma triagem (screening) das amostras para verificacdo da
efetividade das mesmas frente aos patogenos. A triagem foi realizada em microplaca de 96 pogos
onde foram adicionados em triplicata 100 uL. do meio de cultura na concentra¢ao dobrada, 100
uL da amostra e 10 uLL da suspensdo de células dos patdgenos na concentragdo citada no item 1.
Por fim, os ensaios foram incubados a 36 = 1 °C por 24 h. Figura 11 (CLSI, 2006).

Apbs 24 h colocou-se 10 pL do revelador NBT (nitroazul de tetrazélio) a 1% nos pogos
com indculo leveduriforme, e 10 uL de revelador TTC (2,3,5-cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazolio)
a 1% nos pogos com indculo bacteriano.

Havendo crescimento microbiano, o revelador NBT muda a cor da solugdo para azul
escuro ¢ o TTC para rosea, caso haja crescimento microbiano (AMAZONAS, 2012).

Havendo crescimento microbiano, € indicativo de que a amostra ndo ¢ eficiente contra tal

patogeno na concentragdo testada. Como contraprova, plaqueou-se 10 pL do experimento em
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meio solido para verificacdo do crescimento microbiano ou auséncia deste. Nao hé necessidade
de relevacao para fungos filamentosos.

Apbs os resultados do screen realizou-se o teste de diluigdes sucessivas também em
triplicata para a determinacdo da dosagem minima inibitéria (MIC) onde em placa de Elisa
colocou-se 100 pL, do meio de cultura na concentragdo dobrada, juntamente com 100 pL da

amostra.

Figura 11 - Screening das amostras para determinacio da atividade antimicrobiana.

Fonte: Autoria prépria (2023).

Tabela 5 - Esquema das concentragdes das dilui¢des seriada nos pocos da placa de Elisa.

Pogos Concentracao
A 000 50%

B ooo 25%

C ooo 12%

D ooo 6%

E ooo 3%

F ooo 1,5%

G ooo 0,75%

H ocoo 0,375%

Os primeiros pocos foram homogeneizados com a propria pipeta e destes retirou-se 100
uL sendo inserido no pogo seguinte e assim sucessivamente até a linha H da placa, conforme o

Tabela 5. Posteriormente, acrescentou-se em todos os pocos 10 pL dos patdgenos nas
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concentragdes de células citadas no item 1. Para os controles positivo e negativo realizou-se o
mesmo procedimento de diluicao.

O experimento foi incubado a 36 + 1 °C por 24 h. Em seguida colocou-se 10 uL do
revelador respectivo para cada patogeno. Como contraprova, plaqueou-se 10 pLL do experimento

em meio so6lido para confirmar se a agdo das amostras foi estatica ou mortal

3.4.3.2 Atividade antimicrobiana dos filmes

A atividade antimicrobiana dos hidrogéis de CMC (H3%OE e H5%OE) com o6leo
bioativo foi realizada no Laboratorio Protedmica da Universidade Federal do Amazonas a partir
do método de difusdo em agar por pogos em meio de cultura sélido (Norma M2-A8, NATIONAL
COMMITTEE FOR CLINICAL LABORATORY STANDARDS).

A zona de inibi¢do do microrganismo foi preparada apenas nos filmes H3%OE e H5%OE
contendo as cépsulas de pau rosa. As culturas padrao foram cultivadas em agar Mueller Hinton
(MH) e incubados a 37 °C por 24 h. A partir da cultura padrao, preparou-se a suspensao isolada
contendo cepas bacterianas padrdo de Staphylococcus aureus (S 007), conforme descrito
anteriormente (padrio turbidez: 0,5 McFarland, concentracio de 1,5 x 10 UFC/mL.

As amostras dos filmes (1 cm?) foram colocadas na placa de Petri inoculadas e incubadas

em estufa a 37 °C por 24 h. O software Image J/Figi mediu os didmetros dos halos de inibig3o.

3.4.4 Analise Microestrutural por Espectroscopia de Infravermelho por

Transformada de Fourier — FTIR

A qualificagdo das amostras foi executada a partir da andlise de espectroscopia no
infravermelho por transformada de Fourier. Esta avaliagdo teve como objetivo verificar a
interatividade entre as cadeias de Na-CMC, acido citrico e com o 6leo de pau rosa. A analise foi
realizada em um equipamento (Cary 630) e os espectros coletado na faixa de 400 cm™ a 4000
cm' e 16 varreduras em média com uma resolugdo de 4 cm™! conforme metodologia proposta por

Ayouch et al. (2021).

3.4.5 Cromatografia Gasosa - CG

As analises cromatograficas do 6leo de pau rosa foram executadas empregando a

metodologia de Paes (2016) um sistema de cromatografica gasosa (CG) acoplada a um
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espectrofotometro de massas (EM), marca Shimadzu, modelo GCMS-QP 2010 plus, coluna
(RTX) com gas Hélio em fluxo de 2 mL/50 min no Laboratorio de Cromatografia Gasosa na
Central Analitica da Universidade Federal do Amazonas.

A injecdo em razao de Split (1:10), temperatura do injetor a 200 °C, forno com

programacio de 60 °C e com incremento de 8 °C min™'.

3.4.6 Analise termogravimétrica e Calorimetria de exploratoria diferencial —

TGA/DSC

A andlise termogravimétrica possibilitard a obtencdo de referéncias relacionadas a
vaporizacdo, desidratagdo e degradacdo das amostras. A calorimetria exploratoria diferencial
consistira no registro da variagdo do fluxo de energia calorifica associado a transi¢des nos
materiais em fungao da temperatura e tempo (PALMA, 2017; RAMBO et al., 2015).

As corridas foram realizadas em um SDT Q600 da Ta Instrument, localizado no
laboratorio de Ensaios Fisico-Quimicos-LFQM/FT/UFAM. As amostras foram aferidas a
aproximadamente 10 mg, a taxa de aquecimento foi de 10 °C/min, da temperatura ambiente até
a temperatura final de 600 °C, com fluxo de gas Nitrogénio 5,0 de 30 ml/min. O cadinho utilizado

nos testes foi o de alumina de 90 microlitros sem tampa.

3.4.7 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A caracterizacdo morfologica dos hidrogéis foi avaliada pelo microscopio eletronico de
varredura Vega3 (Tescan) e metalizador SCD 050 Spputer Coater (BAL-TEC) presente no
Laboratoério Tematico de Microscopia e Nanotecnologia do Instituto Nacional de Pesquisa da
Amazonia (INPA). Os parametros utilizados foram baseados nos estudos de Singh & Khatri

(2012) definindo a pressao da camara: 10 Pa; Tensdo: 15 kV; Inclinagao: 0,0; Resolugdo: 133,44.

3.4.8 Espelhamento dinimico de luz (DLS)

Os experimentos de espelhamento dinamico de luz foram baseados em Marques et al.
(2018) empregando o equipamento operando no comprimento de onda de 632,8 nm, corretor
digital multiplo t com amostragem inicial de 120 ns e com temperatura controlada. Os angulos

de espelhamento serdo variados entre 30° ¢ 150°. O equipamento utilizado foi um Zetasier Nano
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Series (Malvern Instruments 1.td.) presente no Laboratério de Sintese e Caracterizacdo de

Nanomateriais.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Filmes de Hidrogéis

As Figuras 12 e 13 mostram os filmes obtidos sem e com 6leo essencial. Os filmes
formados apresentaram caracteristicas uniformes, translucidos e flexiveis, tanto no método I,
contendo CMC-Na e concentragdes crescentes de acido citrico (Figura 12), como no método II
com a adi¢do da nanoemulsdo contendo capsulas de pau rosa (Figural3). Nos filmes preparados
com nanoemulsdo ndo foi observada a separagdo de fases durante o preparo dos filmes.

Além disso, verificou-se que, de maneira geral, os filmes reticulados apresentaram
flexibilidade. Capanema et al (2017) e Gonzales (2012) constataram que esse fendmeno ¢
atribuido ao processo de contragdo das cadeias poliméricas, isto €, durante a polimerizagao ocorre
a conversdao de mondmeros que se unem para formar uma rede de polimeros e, conforme essa

rede vai formando, as moléculas vao se aproximando para formar novas ligagdes.

Figura 12 - Filmes de hidrogel (a) H3% e (b) H5% sem 0leo essencial, respectivamente.

a)
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A literatura apresenta filmes com caracteristicas diversificadas, no entanto com
caracteristicas necessarias para filmes com fins curativos. Conforme o estudo apresentado por
Namazi et al. (2016), onde foi desenvolvido um gel como pelicula fina. Capanema et al. (2017)
com hidrogéis superabsorventes e filmes lisos, flexiveis e com finos, Rakhshaei e Namazi (2017)
desenvolveram peliculas flexiveis, Celestino et al. (2017) obtiveram filmes finos, translicidos e

flexiveis.
4.2 Cromatografia Gasosa
Os compostos quimicos identificados e quantificados no 6leo essencial de pau rosa sdao
apresentados no cromatograma (Figura 14) e na Tabela 6. Cinco compostos foram identificados

e enumerados de acordo com a ordem de elui¢@o e tempo de retengdo.

Figura 14 - Cromatograma do 6leo essencial de pau rosa utilizado neste trabalho.

50

Relative Intensity (%)

Tabela 6 - Composicao quimica do 6leo essencial de pau rosa.

Pico Compostos Tempo de Reten¢io (min) Area do Pico (%)!
1 a-Tujeno 8,08 0,07
2 a-Terpinol 14,59 0,98
3 Oxido de linalol 15,19 0,92
4 Linalol 15,9 96,23
5 Germacreno D 19,04 1,80

194 da 4rea do pico em relagdo a 4rea total do pico.
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O principal constituinte detectado para o 6leo essencial de pau rosa foi o linalol, com
96,23 %. Além disso, outros componentes minoritarios foram detectados, o a-terpinol, 6xido de
linalol e Germacreno D foram identificados e quantificados em 1,19 %, 1,06 % e 1,55 %,
respectivamente. Os resultados obtidos estdo de acordo com a literatura

O estudo apresentado na literatura por Teles et al (2020) identificou e quantificou 93,60
% de linalol, 3,37 % de a-terpinol e 3,03 % de oxido de linalol; Chantraine et al (2012)
quantificou 95-99 % de linalol, enquanto Sarrazin et al. (2016) encontrou 88,6% de linalol, entre

outros componentes.

4.3 Ensaio de Intumescimento

Os ensaios de intumescimento sdo amplamente utilizados para avaliar a capacidade de
absor¢ao de dgua dos filmes e materiais em geral. Além disso, a partir do conjunto de resultados,
comparativamente, ¢ possivel estimar sua estabilidade em meio aquoso e difusdo das moléculas
de 4gua em sua rede polimérica.

A Figura 15 exibe o filme intumescido e as curvas do grau de intumescimento dos filmes
de hidrogéis, sem e com Oleo essencial. O grau de intumescimento do filme de hidrogel em
equilibrio depende da propor¢ao de polimero e da concentragdo de acido citrico. O perfil das
curvas do teste de inchamento foi semelhante para todos os filmes, com um rapido aumento na
absor¢do de dgua, seguida da estabilidade. Nas primeiras 2 h houve um rapido aumento na
absor¢ao de agua, atingindo um platd apos 4 h de imersao, o qual se manteve até o final de 72 h

de monitoramento.

Figura 15 —a) Curvas do grau de intumescimento (GI, %) dos filmes de hidrogel CMC, sem 6leo

essencial (H3%, H5%) e com dleo essencial (H3%OE, H5%OE); b) Filme intumescido.
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As curvas mostram que os filmes preparados com concentragdes de 3 % de acido citrico,
apresentaram maiores porcentagens de absorcao de dgua em torno de 3500 %. No entanto, ha
uma drastica reducao na porcentagem de intumescimento para em torno de 1150 %, quando a
concentragcdo do agente reticulador aumenta para 5 %. Estes resultados evidenciam o aumento
da formacdo de ligagGes covalentes entre os grupos laterais da CMC-Na e a sua cadeia principal,
consequentemente, aumentando a rigidez da matriz polimérica. Além disso, a quantidade de
grupos polares livres da cadeia celuldsica diminui, consequentemente a mobilidade de moléculas
de 4gua na rede polimérica diminui. Mali et al. (2018) constataram que quando a concentragdo
de acido citrico ¢ aumentada, a taxa de intumescimento do filme de hidrogel diminui
significativamente. Este comportamento indica que tal fato pode ser atribuido ao possivel
aumento no grau de reticulacdo das cadeias poliméricas, que consequentemente diminui a
mobilidade das moléculas de agua.

O estudo apresentado por Capanema et al. (2017) com CMC-Na com grau de substitui¢ao
(DS) de 0,77 e 1,22, reticulado com &cido citrico em concentracdes de 20 % e 25 %, mostrou que
o aumento da porcentagem do acido citrico resulta em filmes mais entrecruzados e que o DS nao
exerce influéncia no pardmetro de entrecruzamento.

Uyanga et al. (2020) desenvolveu filmes com blenda de CMC-Na/Quitosana/Acido
citrico obtendo um grau de reticulacao ideal, o que resultou em filmes com intumescimento
méximo, superabsorvéncia (2200% intumescimento, 1229,7% absorcdo de agua) e maior
estabilidade hidrolitica (84,7% fracao de gel). Os resultados superaram relatos de desempenhos
de alguns hidrogéis compositos a base de polimeros sintéticos naturais ou sintéticos.

O grau de intumescimento dos hidrogéis ¢ um fator muito importante que deve ser
considerado em aplicagdes praticas, incluindo a liberagdo de compostos bioativos. No estudo de
Tang et al. (2014) houve um aumento no inchamento dos hidrogéis de CMC apds a incorporagdo
de nanoparticulas de ZnO. De acordo com os autores, a presenga de nanoparticulas de diferentes
tamanhos e morfologias resultou em maior penetracao de agua, expandindo assim a rede de
cadeias poliméricas do hidrogel. Frithauf et al. (2023) e Zare-Akbari et al (2016) verificaram
comportamento similar em que o intumescimento se tornou maior nas amostras de filmes com
encapsulamento de ativos.

Assim, quanto ao efeito do grau de substituicdo no intumescimento deste estudo,
verificou-se que a menor concentragdo de grupos carboxilados na CMC favoreceu o processo de
reticulacdo em baixa concentracdo de acido citrico. Além disso, os resultados evidenciam que os
filmes de hidrogéis a base de CMC produzidos apresentam ampla faixa de hidrofilicidade

(normalmente de 100 a 5000 %) para incorporacao de agua/ativos (CAPANEMA et al., 2017).
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Dessa maneira, eles podem ser potencialmente adequados para curativos onde o comportamento
de intumescimento ¢ de suma importancia para promover um ambiente umido auxiliando no
processo de cicatrizacao de feridas (SUN; SIPRASHVILI; KHAVARI, 2014).

A Figura 16 exibe o ajuste dos dados experimentais a partir Equagdo 9. Na Tabela 7 estdo

apresentados os valores dos pardmetros n e k resultantes do ajuste para todas as amostras.

Figura 16 — Mt/Mw em fungdo do tempo (h) para os filmes de hidrogel.
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Tabela 7 - Valores obtidos n e k a partir dos graficos utilizando a Lei de Fick.

Filmes n k R’
H3% 0,22 +0,01 0,57 +£0,01 0,98
H5% 0,19 +0,01 0,66 + 0,01 0,99

H3%O0E 0,18 +0,01 0,67 £0,01 0,99
H5%O0E 0,18 £ 0,01 0,73 £0,01 0,98

A investiga¢do dos dados experimentais, assim como, a interpretagdo dos valores de n
levam a um conhecimento favoravel do mecanismo difusivo. Dessa maneira, foi possivel
verificar que o processo de difusdo segue o modelo de Difusdo Fickiana (onde n < 0,5), sendo
que os valores de n foi de aproximadamente 0,20 + 0,01 para todos os filmes.

Os resultados obtidos no ensaio de intumescimento foram utilizados para o estudo do
processo difusivo. O coeficiente de difusdo (D) € um parametro relevante do modelo de Fick,

pois mostra a capacidade das moléculas do solvente penetrarem na estrutura do composito. A
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Tabela 8 exibe os valores do coeficiente de difusdo obtidos para o ajuste da parte linear a Equagao

10.

Tabela 8 - Valores obtidos D (m?/s) x 107'° dos graficos utilizando a Lei de Fick.

Filmes D (m?%/s) x 101°
H3% 1,032
H5% 0,152

H3%OE 1,636

H5%O0E 0,303

Como discutido previamente, o aumento na concentracdo de 4acido citrico leva a
diminui¢do de sitios (grupos laterais da cadeia) livres. Logo, comparando os valores de n com o
aumento do grau de entrecruzamento, a mobilidade das moléculas de 4gua diminui sutilmente
(como visto na Tabela 7). Esta tendéncia também ¢ constatada pela diminui¢ao acentuada do
parametro D (Tabela 8), o qual indica a velocidade de difusdo das moléculas no interior da matriz
polimérica de celulose. O aumento do grau de entrecruzamento promove a diminui¢ao dos sitios
livres onde as moléculas de d4gua podem se ligar e desligar (por formacdo de pontes temporarias
entre a moléculas de agua e o grupo lateral livre da celulose), promovendo a mobilidade
(OLSSON et al., 2013; WU et al., 2019).

Além disso, comparando os resultados de filmes sem OE e com OE, a difusdo das
moléculas de 4gua na matriz de celulose permaneceu com comportamentos semelhantes; pois
estas sao moléculas de cadeia pequena e em pouca quantidade, quando comparada a quantidade

de matriz celulosica (MIEHLE et al., 2021).

4.4 Liberacio do ativo

Para compreender as propriedades das capsulas de pau rosa. A Figura 17 apresenta o
perfil da curva de libera¢dao do OE, quando os filmes foram imersos em solug¢do aquosa de etanol
(70 %). A curva mostra que houve uma liberagdo acentuada do ativo nas primeiras 10 h de
analise. A tendéncia dos valores obtidos mostra que a intensidade da absorbancia aumentou
constantemente durante o processo de liberacdo do 6leo em todos os intervalos de tempo

analisados.



&9

Figura 17 — Perfil de liberagdo do OE de pau rosa em solugdo dgua/etanol (70 %).
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A curva mostra a existéncia de duas regides distintas na curva. A primeira reflete as
primeiras 24 h de teste, com um rapido aumento da liberagdo de OE em soluc¢do, seguida de uma
segunda mais lenta e constante. Segundo Silva et al. (2021), a fracao de 6leo liberada até 24 h
remete as informagdes mais relevantes para os testes bioldgicos (isto ¢, CMI e CBM) no combate
de morte e inibicdo do crescimento microbiano. A liberagdo rapida e em concentracdes elevadas
de OE favorece a aplicacdao de capsulas em filmes finos poliméricos em diversas areas, desde
embalagens alimenticias até filmes curativos cirargicos. Esse comportamento ¢ regularmente
constatado em sistemas encapsulados e essa rapida liberagdo do ativo esta relacionada ao OE
encontrar-se na parede da capsula, segundo o estudo realizado por Xue e colaboradores (XUE et
al., 2019).

Apo6s 24 h de liberagao do ativo, a curva expressa a concentracdo do OE entrando em um
estagio de equilibrio, apontando uma liberacao mais lenta do ativo; uma vez que o OE presente
na regido mais ao centro da cépsula, deve ser liberada lenta e gradativamente (SHETTA et al.,
2019). Além disso, nesse periodo, a fracdo de oleo liberada € pertinentemente suficiente para
detectar que o filme ainda permanece ativo (SILVA et al., 2021).

Neste estudo o volume de 6leo liberado nesse periodo (24 h) foi de 84,67 mL/L devido a
alta concentracdo de 6leo utilizada no preparo da nanoemulsao. Silva et al. (2021) e Barbosa et

al. (2021) obtiveram uma liberacao de 1,50 mL/L e 0,33 mL/L, respectivamente.

Tabela 9 - Valores obtidos n e k a partir do grafico utilizando a equacao de Fick.
# n k R?
Nanoemulsio 0,22 41,47 0,98
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O perfil de liberagao do OE de pau rosa foi ajustado seguindo o modelo de Fick. Dessa
maneira, foi determinado o parametro n e, consequentemente, o mecanismo de liberagcdo. A
Tabela 9 exibe que o valor encontrado de n foi menor que 0,5 mostrando que o mecanismo
dominante ¢ do tipo I com difusdo Fickiana (WU et al., 2019; SPAGNOL et al., 2018). Tal
resultado indica que a liberagdo do OE de pau rosa esta associada com a concentragdo interna e
externa da capsula uma vez que, apds atingir o equilibrio de concentragao inicial, tende a manter-

se constante com o tempo.

4.5 Atividade Antimicrobiana

4.5.1 Atividade Antimicrobiana do OE de pau rosa

Segundo a literatura, no teste de dilui¢do seriada sdo determinadas as os valores de
concentragdo inibitdria minima (CIM) e concentracao bactericida minima (CBM). O primeiro
poco em que nao € detectado o crescimento de bactérias, este corresponde a concentragdo minima
de dleo essencial que inibe o crescimento destas (CIM). A concentracdo ligeiramente anterior a
CIM corresponde a menor concentragao de dleo essencial com agdo que promove a morte destas

(CBM) (ANDREWS, 2001; NIE et al., 2023).

Figura 18 - Esquema representativo adaptado de Silva et al. (2021) para preparagao do teste CBM
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Figura 19 - Placa de Elisa das amostras de 6leo para determinagdo da atividade antimicrobiana

de S. aureus e E. coli. Perante o controle negativo (C-) e positivo (C+)

A Figura 19 mostra as dilui¢des do OE de pau rosa preparadas em 24 pogos. A concentragdo
maxima iniciou com 200 puL da esquerda para direita, feita com diluicdo de 50 % em 24 pocos.
Cada letra equivale a uma concentragdo diferente do OE conforme Tabela 5.

A amostra testada do OE de pau rosa foi testada em todos os microrganismos apresentados
na Tabela 10 e apresentou atividade antimicrobiana conforme os valores apresentados de

concentra¢do para cada uma delas.

Tabela 10 - Resultados de CIM (%) e CBM (%) do ensaio antimicrobiano para os diferentes

microrganismos gram positivo € gram negativo.

Microrganismos Gram CIM (%) CBM (%)
P. aeruginosa Negativo 0,38 0,75
E. coli Negativo 1,50 3,00
S. aureus Positivo 0,38 0,75
E. feacalis Positivo 0,38 0,75
B. cereus Positivo 0,38 0,75
C. parapsilosis Positivo 0,38 0,75

Os resultados dos testes mostram que o 6leo pau rosa possui atividade antimicrobiana,
promovendo a morte celular (atividade bactericida e fungicida) das bactérias P. aeruginosa, S.

aureus, E. feacalis, B. cereus e da levedura C. parapsilosis, em todas as concentracdes testadas
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(Tabela 10). Para a bactéria E. coli o 6leo essencial apresentou atividades de inibicdo em
concentragdes mais elevadas de 1,5 % (CIM) e 3,0 % (CBM) (Figura 20). Este comportamento
obtido para a E. coli é relatado em outros estudos apresentados na literatura, decorrente da

resisténcia relacionada a sua parece celular e camada lipidica.

Figura 20 - Contraprovas das amostras da dosagem minima inibitoria. a) 3 %; b) 1,5 % de OE,

seta em verde: indica crescimento da E. coli.

Vale ressaltar que as bactérias E. coli e P. aeruginosa sao bactérias Gram-negativas. Como
apresentado pela literatura, geralmente, os OE sdao mais eficazes contra bactérias Gram-positivas,
pois as bactérias Gram-negativas possuem uma membrana externa composta por uma dupla
camada de fosfolipidios, além do peptidoglicano, que protegem as bactérias de rupturas
ocasionadas pela maioria dos OE antimicrobianos. Sendo assim, os resultados obtidos com o OE
de pau rosa, provavelmente, estdo relacionados com as propriedades especificas presentes na
estrutura da parede, de modo a facilitar ou impedir a agdo do 6leo (PROCHNOW et al., 2016;
SEOW et al., 2014; VOLLMER et al., 2008; ESMAEILI et al., 2020).

Todavia, observou-se excelentes propriedades de inibi¢do contra todas as cepas testadas,
na grande maioria das concentragdes utilizadas, o que destaca a eficiéncia deste 6leo. Chen et al.,
(2020) constatou que o linalol proporciona danos a parede celular, assim como disturbios
metabolicos que afetam diretamente no metabolismo dos aminoécidos, ocasionando a morte
celular. Além disso, Gao et al. (2019) relatou a eficacia do linalol como agente anti-listerial, por

agir de forma eficiente contra formas planctonicas e outros biofilmes.
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4.5.2 Atividade antimicrobiana dos filmes de hidrogel

Ambos os filmes H3%OE e H5%OE produzidos neste trabalho apresentaram atividade
contra P. aeruginosa, E. Coli e S. aureus conforme evidenciado pelos halos de inibi¢ao apds 24
h. O volume de OE liberado durante o teste em 24 h foi suficiente para formar zonas de inibi¢ao
de 17 mm e 15 mm para P. aeruginosa, 35 mm e 41 mm para E. coli, 32 mm e 35 mm para S.
aureus, respectivamente, conforme Figura 21.

Sarrazin et al. (2016) verificou que OE de pau rosa apresentou atividade bactericida
contra 86% dos microrganismos testados. Além disso, o halo de inibi¢do para Streptococcus
pyvogenes (ATCC 19615) foi superior a 40 mm de diametro e para as demais cepas de
microrganismos, apresentou halos inibi¢do variando de 8,8 a 38,4 mm de diametro. Teles et al.
(2021) evidenciou atividade bacteriana contra cepas gram-positivas (Staphylococcus aureus) e
gram-negativas (Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e Salmonella sp.). Bactérias gram-
positivas exibiram o maior halo de inibig¢do tanto do 6leo essencial quanto do linalol. O halo de

inibi¢do perante P. aeruginosa e E. coli foram de 13 mm e 15 mm, respectivamente.

Figura 21 — Atividade antimicrobiana dos filmes de hidrogel (a) H3%OE e (b) H5%OE contra
P. aeruginosa; ¢c) H3%OE e d) H5%OE contra E. coli; e) H3%OE e f) H5%OE contra S. aureus.

Os dleos essenciais, principalmente por meio de seus compostos fendlicos, interagem
fortemente com os lipidios da membrana celular, aumentando a permeabilidade da membrana,

perturbando as estruturas celulares originais, quebrando a homeostase e causando o
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deslocamento de ions e contetudo citoplasmatico (SEOW et al., 2014; SALVIA-TRUIJILLO et
al., 2015).

Portanto, o encapsulamento de OEs em nanoemulsdes, a0 mesmo tempo em que aumenta
a dispersibilidade em matrizes poliméricas e melhora a estabilidade fisico-quimica dos OE,
apresentam um efeito significativo em sua intera¢do com células microbianas, bem como em sua
atividade biologica (DONSI & FERRARI, 2016).

Goticulas da nanoemulsdo, devido ao seu tamanho e a exposi¢cao dos grupos hidrofilicos
das moléculas emulsificantes, podem ser transportadas de forma eficiente através das proteinas
da membrana externa, permitindo uma entrega efetiva de OEs também para a membrana celular
de bactérias Gram-negativas. Por esta razdo, a comparagdo da atividade antimicrobiana de
nanoemulsdes de OE contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas ndo apresenta diferengas
significativas (WU et al., 2014). Outros resultados da literatura mostram que, da mesma forma,
nenhuma diferencga significativa foi observada na cinética de inativacao do eugenol encapsulado
contra L. monocytogenes ¢ E. coli (SHAH et al., 2013). Por outro lado, Lactobacillus delbrueckii
(Gram-positiva) exibiu maior resisténcia que E. coli a diferentes OEs encapsulados, como 6leo
de melaleuca (DONSI et al.,2011), sugerindo que as nanoemulsdes afetam também outras vias
de inativagdo bacteriana.

O espectro da atividade antimicrobiana, dos OEs encapsulados em sistemas de
nanoemulsdo sao geralmente mais amplos e mais fortes do que para OEs livres. A formulagao da
nanoemulsdo, o tamanho médio da gota e a carga superficial, de fato, influenciam o transporte
de OEs para a membrana celular, bem como sua interagdo com os multiplos sitios moleculares
na membrana celular microbiana. No entanto, nanoemulsdes em alguns casos também sdo
relatadas para inibir a atividade antimicrobiana dos OEs (DONSI & FERRARI, 2016).

A literatura relata que as formulagdes de nanoemulsdo, que causaram uma reducdo
mensuravel na inatividade microbiana em rela¢do aos OEs livres, geralmente envolvem o uso de
macromoléculas como emulsificantes, com os quais o OE preferencialmente interage (SANLA-
EAD etal., 2013).

Por exemplo, nanoemulsoes de o6leo de hortela-pimenta estabilizadas por amido
modificado (LIANG et al., 2012) ou eugenol nanodisperso (SHAH et al., 2013) exibiram menor
atividade antimicrobiana do que compostos nao encapsulados. Outras macromoléculas
contribuiram para aumentar a atividade antimicrobiana, como 6leo de tomilho emulsionado por
caseinato de sodio (XUE et al., 2015), ou 6leo de capim-limao emulsionado por uma combinagao

de Tween 80 e alginato de sddio (SALVIA-TRUJILLO et al., 2014).
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Além disso, as nanoemulsdes permitem dispersar os OEs na fase aquosa em uma
concentragcdo maior do que sua solubilidade em agua. Portanto, quando a concentragdo minima
de inibicdo do OE estd acima de sua hidrossolubilidade, o uso de nanoemulsdes aumenta a

atividade antimicrobiana resultante (DONSi etal., 2011; LIANG et al.,2012).

4.5.3 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Na Figura 22 observa-se que todos os filmes apresentam uma superficie lisa e homogénea,
sem porosidade na superficie ou presenga de separagdo de fase, indicando a formag¢ao de matrizes
compactas. Mesmo nos filmes com a presenca do 6leo também nao foi evidenciada separagao de
fase. Estas caracteristicas sdo esperadas para filmes de matriz celulosica, como apresentam
diversos trabalhos na literatura (Nunes et al. (2018). Em geral, os filmes em que nanocapsulas de
6leos, por emulsdo ou capsulas solidas, sdo incorporadas a matriz de celulose ¢ esperada a
formacao de voids, tanto em sua superficie quanto no interior da matriz. Estes voids podem ser
decorrentes da evaporagdo do ativo, no caso de alguns O6leos essenciais que possuem

componentes volateis com baixo ponto de ebuli¢do e pressdo de vapor.

Figura 22 - Micrografia obtida por MEV da superficie dos filmes: a) H3%; b) H5%; c) H3%OE;
d) H5%OE.
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Nunes et al. (2018) evidenciou uma diferenca significativa nas estruturas dos filmes apos
adicdao da nanoemulsdo. Em adi¢do a irregularidade do filme, também se observou a presencga de
poros tornando-os mais susceptiveis a passagem de vapores de 4dgua e resisténcia menores.
Saranti et al (2021) demonstrou que a nanoemulsdo de dleo essencial de pimenta-do-reino
provocou alteracdes na microestrutura dos filmes indicando, segundo Atarés, Bonilla & Chiralt

(2010), a separacgdo das gotas de 6leo da solugdo aquosa.
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Geralmente, filmes a base de nanoemulsdo experimentam uma reorganiza¢do em sua
microestrutura em razao dos componentes com carater hidrofobicos em uma matriz hidrofilica
originando uma estrutura em bicamada (ACEVEDO-FANI et al, 2015; NUNES et al., 2018;
CORDOBA et al., 2017).

4.6 Tamanho da particula

A anélise de DLS indica o resultado de distribuicao de tamanho de particulas em solugao
diluida. Este ¢ um pardmetro fornecido para sistemas monodispersos medidos por esta técnica.
Segundo a literatura, este ¢ o valor maximo do pico da distribuicao de tamanho de particulas
(FANI et al., 2015). A nanoemulsdo preparada para este estudo foi obtida com um tamanho
médio (z) de 122 nm, com PI de 1,452.

A nanoemulsdo preparada em meio aquoso, com o reagente surfactante, proporcionou
formacgdo de um sistema micelar promovendo o encapsulamento das nanogoticulas de OE. O
processo de encapsulamento por emulsdo em alta rotagdo (12000 rpm), como utilizado neste
estudo, promove a formacao de nano goticulas de 6leo em meio aquoso. Este sistema (6leo/agua)
quando na presenca de um agente surfactante (molécula formada por uma cauda apolar e uma
cabeca polar) em condig¢des ideais de concentracao (CMC, concentragao micelar critica), resulta
na formacao das micelas. Este sistema micelar, por sua vez, engloba e transporta em seu interior
o principio ativo, disperso em um meio aquoso (MANIASSO, 2001).

A finalidade deste sistema € proporcionar a liberagdo controlada do 6leo essencial quando
adicionado ao filme de hidrogel. Como mostram os estudos apresentados na literatura, as
nanocapsulas de oleo, possivelmente, podem ser alocadas nos intersticios na rede entrecruzada
das cadeias de celulose. Sendo assim, podendo conferir ao filme hidrogel a propriedade de
atividade antimicrobiana. Este sistema vem sendo amplamente estudado e apresentado na
literatura como nanocépsulas poliméricas transportadoras de principios ativos diversificados,
preparados por agitacdo mecanica de alta rotagao.

O desenvolvimento deste estudo possibilitou desenvolver um sistema de encapsulamento
do principio ativo em meio aquoso, decorrente da combinagdo de um agente surfactante e de um
sistema de agitagdo mecanica de alta rotag@o e cisalhamento. Este sistema, quando preparado em
condig¢des ideais de proporcoes de surfactante e 4gua, pode resultar em uma emulsdo de nano
capsulas de OE que permanecem estaveis por um periodo maior. Desta maneira sua aplicagdo
pode se estender para diversos tipos de matriz, liquida, gel ou sélida (JUFRI, MAHDI, et al.
2022; SPINELLI et al. 2010; ASMAWATI, et al. 2014).
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A literatura considera nanoemulsdes, contendo 6leo em 4gua, as quais sdo constituidas
por goticulas de 6leo (encapsuladas) com tamanho médio de 20 a 200 nm. Estas podem estar
dispersas em meio aquoso e estabilizadas por uma camada tensoativa (SAGALOWICZAND &
LESER, 2010; DONSI & FERRARI, 2016; FLORES et al., 2011; NUNES et al., 2018).

4.7 FTIR
A presenca das reticulagdes de éster nos filmes H3%OE e H5%OE foi confirmada a partir
da analise de FTIR. A Figura 23 exibe os espectros FTIR do OE de pau rosa, p6 de CMC, acido

citrico e dos filmes de hidrogel H3%OE e H5%OE.

Figura 23 — Espectros de FTIR do OE de pau rosa, CMC, Acido citrico e dos filmes de hidrogel
H3%OE e H5%OE.
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O espectro de CMC mostrou os picos caracteristicos em 3450 cm ™! (alongamento O-H),

2920 cm! (estiramento C-H), 1582 cm™! (estiramento C=0) e 1051 cm ™! (estiramento C-O). O

1

espectro do 4cido citrico mostrou picos agudos em 1744 cm™' e 1693 cm™! (ambos com

estiramento C=0), 1199 cm ™' (estiramento C-O) e 786 cm ! (estiramento C-C).
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O espectro do OE de pau rosa apresentou vibragdes de estiramento C-C, C-O, C-H e O-
H, correlacionados aos picos em 996, 1450, 2972, 2929 e 3406 cm’!, respectivamente. Estas
bandas estdo relacionadas ao seu componente majoritario, o linalol. A banda alargada na regiao
de 3406 cm! corresponde ao estiramento simétrico do grupo OH e os dois picos em 2929 cm™! e
2972 cm! correspondem ao estiramento C-H de cadeia alifitica. Os picos entre 1115 cm™ e 900
cm’! correspondem as ligagdes C-H, estruturas de grupos alcool (OH) e liga¢des de grupos C-O
de compostos aromadticos (JABIR et al., 2018; CAMPIANI et al., 2021).

Nos espectros de todos os filmes de hidrogel, o pico carbonilico do acido citrico, que
aparece inicialmente em 1693 cm™ foi deslocado para 1744 cm™ (no filme hidrogel apds
entrecruzamento, Figura 23), o que indica a existéncia de uma ligagdo éster junto com o acido
carboxilico livre, isto ¢, indica a presenga de reticulacoes de éster nos filmes (REDDY & YANG,
2010; GHORPADE et al., 2019; JABIR et al., 2018). O pico em 1582 cm™ representou o
alongamento C=O do grupo carboxilato da CMC.

O deslocamento no pico de carbonila identificado nos espectros para os filmes de
hidrogel, entrecruzados pela acao do acido citrico, também podem ser observadas na Figura 23.
Verificou-se que a intensidade do pico correspondente a carbonila, em 1051 cm™ da amostra de
CMC, desloca para 1021 cm! a medida as cadeias de CMC sdo entrecruzadas (H3%OE e
H5%OE). Esta alteracdo pode sugerir um aumento no teor de grupos carboxila ou um aumento
na reticulacao dos filmes de hidrogel a medida que a concentragdo do acido aumenta.

Os picos correspondentes ao OE de pau rosa puro em 3406, 2974, 1450 e 996 cm™.
Quando o OE ¢ adicionado aos filmes de hidrogel de CMC as bandas sdo sobrepostas pelas
bandas caracteristicas da celulose. A sobreposicdo de picos e eventos € regularmente apresentada
quando os componentes apresentam grupos de absor¢cao na mesma regido. Além disso, devemos
considerar que a celulose estd em propor¢do muito maior que o OE. Regularmente, esta
sobreposi¢ao de eventos ¢ observada em resultados apresentados na literatura (XIAO et al.,

2017).

4.8 Analise Térmica

O comportamento de degradagao térmica de CMC puro, do OE, dos filmes de hidrogel
(H3% e H5%) e filmes de hidrogel com as nanocapsulas (H3%OE e H5%OE) foram verificados
por analise termogravimétrica (TGA/DTG), conforme Figura 24. A Tabela 11 mostra os estagios

de decomposi¢do e perda percentual de massa para os materiais estudados.
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Figura 24 - Curvas de TGA obtidas para CMC, OE de pau rosa, filmes H3%, H5%, H3%OE e
H5%OE, respectivamente.
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Figura 25 - Curvas de DTG obtidas para CMC, OE de pau rosa, filmes H3%, H5%, H3%OE e
H5%OE, respectivamente.
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Tabela 11 - Resultados da andlise termogravimétrica, perda de massa (%) em funcdo da

temperatura (°C).

Intervalo de

Temperatura 22-180°C 250 -320°C 320-450°C Em 450 °C
Amostras Perda de Massa (%) Massa Residual (%)
OE pau rosa 89 7 1
CMC 18 37 36 45
H3% 19 43 7 30
H5% 22 36 10 33
H3%OE 16 35 8 37
H5%O0E 18 34 9 39

Observou-se que OE apresentou um unico evento de degradacdo térmica entre 22 °C e
180 °C, com perda de massa de 89 %, o que pode indicar sua temperatura de volatilizacao,
seguida de degradagdo térmica. Esses resultados sdo consistentes com as observagdes da
literatura (RAO etal., 2019; SATHASIVAM et al., 2018). Isso mostra a necessidade de preservar
OEs durante o preparo das amostras para que suas propriedades antimicrobianos seja efetiva
(REYES-JURADO et al., 2019). Sendo que o valor residual obtido foi de 6,89 %, em
temperatura de aproximadamente 190 °C. Estes dados mostram a excelente propriedade térmica
dos 6leos essenciais em altas temperaturas.

Para CMC puro foi observado dois picos de perda de massa no grafico TGA/DTG,
Figuras 23 e 24 (Tabela 11). O primeiro esta relacionado a perda de 4gua correspondente a
remogao das moléculas intermoleculares e intramoleculares (abaixo de 100 °C). A introdugao de
grupos carboximetil de sodio (Na'/CM") aumenta a absor¢do de dgua quando comparado a
celulose pura, devido a formacao de pontes de hidrogénio entre esses grupos polares hidrofilicos
com as moléculas de agua. Isso também foi verificado por Capanema et al. (2018), Neto et al.
(2005), Li et al (2009) e Mali et al. (2018). O segundo pico de perda de massa, em 288 °C, esta
relacionado a degradagdo térmica das cadeias de celulose (Figura 24). O resultado de estabilidade
térmica da CMC-Na estd de acordo com os resultados apresentados pela literatura, com uma
porcentagem de massa residual de aproximadamente 36 %, correspondente ao teor de cinzas
desta amostra.

Para os filmes de hidrogéis, reticulados com acido citrico e sem nanocéapsulas de OE, foi

observado a redu¢do da perda de massa associada a remog¢do de adgua entre 250 °C e 370 °C
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atribuida a degradagdo térmica de grupos carboxila. De acordo com Raucci et al. (2015), a
reticulagdo do CMC com 4acido citrico ocorreu com o consumo de grupos hidroxila, resultando
em menos grupos hidrofilicos disponiveis para interagir com as moléculas de agua. A segunda
fase ¢ a degradacao das cadeias poliméricas. Além da reticulagdo no filme o tornar mais estavel
em altas temperaturas.

Existem trés estagios de perda de massa observadas nos termogramas de filmes de
hidrogéis com nanocapsulas de pau rosa com diferentes percentuais de perda de peso. A perda
de peso inicial ¢ devido a evaporacdo da dgua e/ou moléculas volateis. O segundo estagio de
perda de peso foi observado entre 250 °C e 320 °C que indica a existéncia de um processo de
degradacao quimica que pode estar relacionado a desintegracdo das interacdes das cadeias
poliméricas, como pontes de hidrogénio. O terceiro estadgio esta ligado a presenga do OEs. Em
comparagdo com o OE puro, ¢ possivel observar uma temperatura mais elevada (em torno de 20
°C) para o inicio do processo de degradacdo do oleo. Isso sugere que as capsulas protegem o OE
da degradacao térmica. Shetta, Kegere, & Mamdouh, 2019 estudaram o encapsulamento do OE
de ché verde com quitosana e mostraram que o encapsulamento poderia melhorar a estabilidade
térmica e proteger os compostos ativos, aumentando as propriedades antibacterianas.

E importante ressaltar que durante o desenvolvimento das nanocapsulas foi utilizada a
mistura de OE, Tween 80 e dgua. Assim, esses resultados podem ser explicados pela presenca da
agua residual aprisionada. Durante o aquecimento térmico, a estrutura polimérica torna-se mais
ductil, e os compostos volateis comegam a evaporar, o que explicaria essa pequena diferenca,
principalmente para o OE de pau rosa que apresenta como composto principal o linalol, que
possui estrutura alcodlica.

As curvas TGA e DTG dos hidrogéis H3%, H5%, H3%OE e H5%OE foram semelhantes
as observadas para membranas CMC (com ou sem nanocapsulas) com uma perda de massa
essencialmente associada a remocao de agua entre até 180 e 230 °C seguida de degradagdo do
polimero, conforme Figura 25.

Todas as amostras foram analisadas por DSC. Os resultados sdo apresentados na Figura
26. Os eventos observados estdo de acordo com os eventos térmico descritos previamente por
TGA/DTG.

Para o 6leo essencial um unico evento endotérmico € observado em entre 50 e 100 °C,
correspondente a degradacao do 6leo.

A Figura 26b mostra a estabilidade térmica da CMC pura, com o evento endotérmico

abaixo de 100 °C. Os eventos exotérmicos em 300 e 400 °C sdo correspondentes & decomposi¢ao
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seguida da degradacdo térmica. Os eventos estdo de acordo com os eventos observados
previamente, que identificam a estabilidade térmica da CMC.

Os filmes de hidrogel apresentam o primeiro evento correspondente a perda de massa de
agua intermolecular. A intensidade dos picos endotérmicos reflete a porcentagem de perda de
massa calculada em DTG (Tabela 11). Para os filmes sem a presenga de OE a porcentagem de
perda de agua € ligeiramente maior, aproximadamente 2 %, a mais que os filmes com OE. Este
fato pode estar correlacionado a retengcdo das moléculas de agua na rede polimérica ou a ligacao

a grupos polares do OE, dificultando a retirada de 4gua na etapa inicial.

Figura 26 - Curvas de DSC obtidas para a) OE; b) CMC; c¢) filmes H3%, H5%, d) H3%OE e
H5%OE.
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Os filmes entrecruzados apresentaram um aumento das temperaturas de decomposi¢ao,
possivelmente decorrente do entrecruzamento das cadeias de CMC. Consequentemente, a

estabilidade térmica dos filmes aumentou, tanto pela reticulaciao, quanto pela presenca do OE na
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rede polimérica. Resultados semelhantes foram relatados por Su et al. (2010), onde o filme misto
de isolado de proteina de soja (SPI)/CMC refletiu o aumento no valor de estabilidade térmica,

devido a reticulacdo nas misturas.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Neste estudo, os filmes de hidrogel de CMC com atividade bactericida decorrente das
propriedades dos 6leos essenciais nanoencapsulados em sistema de emulsdo apresentaram
resultados promissores.

As anélises de intumescimento demonstraram que os hidrogéis entrecruzados com acido
citrico foi eficiente, mantendo a estabilidade do filme em meio aquoso por longo periodo, de até
7 dias. Além disso, apresentaram elevados valores de grau de intumescimento, chegando até
3800% para os filmes com 3 % de 4cido citrico, e até 1500 % para os filmes com 5 % de acido
citrico. Esta variacdo estd diretamente correlacionada ao grau de reticulacdo promovida pelo
acido citrico. Outro parametro relevante para o aumento da porcentagem de dgua absorvida por
estes filmes € a presenca do OE na rede polimérica, possivelmente aumentando a presenca de
grupos polares livres. Os resultados obtidos no ensaio de intumescimento foram utilizados para
o estudo do processo difusivo, baseado no modelo de Fick, apresentando coeficientes difusivos
entre 0,152.10° m¥/s ¢ 1,63.10% m?/s.

O ensaio de liberagdo controlada do OE em meio aquoso, mostrou que o sistema de
encapsulamento de OE em emulsdes ¢ eficiente, decorrente da liberagdo gradativa e continuo. O
volume de 6leo liberado em 24 h foi de 12,54 mL/L, sendo este um dado relevante para o estudo
de filmes ativos e a compreensdo dos resultados para os testes bioldgicos; visto que, transcorre o
crescimento microbiano ocorre nas primeiras 24 h, depois de inoculado. A andlise de DLS
caracterizou o tamanho médio das nanocapsulas em emulsdo em 122 nm, como resultado do
procedimento adotado para este estudo.

Os testes antimicrobianos, em geral, mostraram que tanto o OE de pau rosa puro, quanto
em filmes de hidrogel apresentaram excelentes resultados de atividade antimicrobiana,
principalmente contra E. coli e P. aeruginosa, bactérias Gram-negativas. Os valores de CIM e
CBM e zona de inibi¢do para os filmes evidenciaram o comportamento de atividade.

A analise FTIR possibilitou a caracterizagdo quimica, elucidando a presenca dos
principais grupos quimicos e reticulacdo. As analises térmicas (TGA/DSC) corroboraram para
avaliacdo da estabilidade térmica dos filmes com relacdo a presenca de dleo e o grau de
reticulacdo, mantidas em até cerca de 300 °C. O MEV apresentou caracteristicas morfoldgicas
dos filmes, quanto a uniformidade e homogeneidade da superficie, sem a presenca de vazios
(voids).

Sendo assim, este trabalho evidencia diversas possibilidades de valorizagdo de produtos

naturais, como o 0leo essencial da arvore do pau rosa coletado na regido Amazonica, bem como,
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o acido citrico e a celulose oriundos de fontes renovaveis, os quais podem ser potencialmente
adequados para o preparo de filmes curativos dérmicos. Esta possibilidade ¢ evidenciada pelo
comportamento de intumescimento, de suma importancia para promover um ambiente imido
auxiliando no processo de cicatrizagdo de feridas, e a liberacao gradativa do principio ativo no

combate ao crescimento de fungos e bactérias.
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