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RESUMO

O objetivo deste estudo é a sintese de Nanoemulsdes com Nanoparticulas
Magnéticas funcionalizadas com Oleo de Copaiba bem como sua caracterizagdo. As
Nanoparticulas produzidas foram o Acetato de Zinco e o Sulfato de Zinco usando o método
de coprecipitacdo. Foram obtidas 12 formulacbes com concentracdes varidveis de
Nanoparticulas.

Apos as Nanoemulsdes serem produzidas, foram realizadas medidas para avaliar
as caracteristicas fisico-quimicas: pH, Condutividade, Viscosidade, Densidade, Estresse
Térmico, Centrifugacdo Térmica, Avaliacdo Macroscopicas, a obtencdo de imagens por
Microscopia Optica, Microscopia Eletronica de Transmissdo (MET), Microscopia Eletronica

de Varredura (MEV), anélises em EPR e Potencial ZetaSizer.

Com as medidas realizadas, pode-se constatar a influéncia da concentragdo das
Nanoparticulas nas avaliacbes de estabilidade das formulagGes, e o potencial uso em

tratamentos de lesGes cutaneas.

Palavras-chave: Nanoparticula magnética, Oleo de copaiba, nanoemuls3o.
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ABSTRACT

The aim of this study is the synthesis of Nanoemulsion preparations with Magnetic

Nanoparticles functionalized with Copaiba oil and its characterization. The nanoparticles

were produced Zinc Acetate and Zinc Sulphate using the coprecipitation method. 12

formulations were obtained with varying concentrations of nanoparticles.

After nanoemulsions be produced, measurements were performed to evaluate the physical and

chemical characteristics : pH , conductivity , viscosity , density , thermal stress , Spin

Thermal, macroscopic evaluation , obtaining images for Optical Microscopy , Transmission

Electron Microscopy (MET). Scanning Electron Microscopy (MEV), analysis in EPR and

potential ZetaSizer.

With the measures taken, it can be seen the influence of the concentration of nanoparticles in

the ratings stability of the formulations, and the potential use in skin lesions treatments.

Keywords: magnetic nanoparticle, copaiba oil , nanoemulsion.
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CAPITULO 1
1. Revisao Bibliografica

As aplicagbes de nanoparticulas funcionalizadas magnéticas funcionalizadas
com diversas coberturas (proteinas, Oleos, acidos biocompativeis), vdo desde a escala
manométrica para micrométrica e estdo em crescente uso na area farmacologica e aplicacdes
médicas [1]. Trata-se de nanoparticulas (NP) com tamanhos menores do que 100 nanémetros
(nm) que apresentam propriedades fisico-quimicas especificas, que as diferenciam de
materiais com tamanhos maiores. A sua composicao quimica é, principalmente, 6xido de
ferro (ferritas de cobalto, zinco, niquel, magnetita e maguemita) que pode ser funcionalizado
dependendo da aplicacéo.

As emulsBes sdo amplamente empregadas como veiculos nas industrias cosmética e
farmacéutica por apresentarem vantagens como a veiculacdo de farmacos ou ativos
hidrofilicos e lipofilicos na mesma formulacéo, além de possibilitarem o controle de aspectos
sensoriais adaptados as necessidades da via de administracdo para as quais se destinam [2].
Nanoparticulas Lipidicas Sélidas (NLS), séo sistemas de liberacdo de farmacos cuja matriz é
constituida por lipidios sélidos e, ao contrario dos lipossomas, possuem excipientes bem
tolerados pela pele, podendo ser empregadas em matérias-primas para o desenvolvimento de

formulacBGes cosmeticas e farmacéuticas. Dentre as vantagens de seu uso, podemos citar a



capacidade de protecdo quimica de componentes labeis, possibilidade de liberacdo controlada
e aumento da superficie de contato de substancias encapsuladas ao extrato cérneo, além da
néo utilizacdo de solventes organicos para sua producéo e facilidade de aumento de escala [3].

Os oOleos vegetais sdao comumente incorporados em formulagdes cosméticas
emulsionadas, como dispersdes de duas fases liquidas imisciveis entre si, que com um
tensoativo tornam-se estaveis [4]. S&o compostas basicamente de trés componentes: agua,
6leo e tensoativo, cujas propriedades fisico-quimicas podem afetar o comportamento do

sistema [5]. (Figura 1).

(a) (b)
oleo | dleo |
) s 4o
igma Surfactante J,aigua J)

Cisalhamento
(c) | (d)

lae®| O [& o

G]:i.hulos 0 O
LO O mor 474
0%0d 040

Figura 1: Representacdo esquematica do processo de formacdo das Nanoemuls6es adaptado de [17].
As nanoemulsdes com o diametro de goticulas variando entre 20 e 300 nm s&o mais
vantajosas em relacdo as demais nanoemulsGes por apresentarem maior estabilidade frente a

cremeacéo e sedimentacdo, utilizarem baixa concentracdo de tensoativos, serem transparentes
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e fluidas e aumentarem a molhabilidade, espalhabilidade e penetracdo devido a baixa tensédo
interfacial [6]. S&o consideradas sistemas metaestaveis, ou seja, estaveis por longo periodo de
tempo, cuja estrutura depende do processo de preparo e da estabilizagdo estérica quando se
emprega tensoativos nao-iénicos e/ou polimeros na preparacéo [7].

Para o desenvolvimento das nanoemulsdes, é necessario levar em consideracdo alguns
quesitos destacados por [8; 9]; como a selecdo de uma composic¢do adequada, controlando o
fim da adicdo dos componentes e aplicando o corte de uma forma que rompa eficazmente as
goticulas, através da forca de cisalhamento.

O oleo-resina de copaiba, que é composto por mais de setenta tipos de moléculas do tipo
terpenos e flavonoides é obtida através do caule da arvore (Copaifera sp.) [11] de tal forma
que pode ser usado no desenvolvimento de col6ides magnéticos, polimeros e nanoemulsdes
magnéticas. Estudos demonstram que o OGleo de copaiba possui propriedades
antiinflamatdrias, antimicrobiana e citotdxica, bem como uma funcdo protetora de feridas
cutaneas, acdo sobre lesdes de pele como cortes ou micoses diversas, sdo utilizados dxido de
zinco [12]. No caso da nanoemulsdo magneética desenvolvida para esta pesquisa,
nanoparticulas de zinco foram funcionalizadas com 6leo de copaiba e suspensas adicionando
tensoativos, para determinacdo de seu potencial, estabilidade e viabilidade para tratamentos

similares futuros [13]. 21



Na literatura cientifica, poucos sdo os trabalhos que relatam o desenvolvimento de
férmulas de nanoemulsBes associadas a nanoparticulas magnéticas em escala manométrica
[34]. Nesta pesquisa, foram sintetizadas nanoemulsées pelo método da coprecipitacdo em alta
temperatura, adicionando-se 6leo de copaiba para funcionalizacdo das mesmas, seguindo a
metodologia proposta por [33]. As amostras, elaboradas com base em uma metodologia
especifica [81], foram caracterizadas quanto a estabilidade fisica e submetidas a analise macro
e microscopica e a técnicas de avaliacdo de viabilidade para uso em tratamento de lesdes
cuténeas.

1.2 Introducéo

Nanoemulsdo sdo parte de uma ampla classe de col6ides dispersos multifasicos [13].
Sao constituidas por glébulos entre 20 a 500 nm, ou seja, com distribuicdo granulométrica
entre microemulsGes e macroemulsées ou emulsdes classicas [14]. As nanoemulsdes sao
obtidas, aplicando-se altas intensidades de agitacdo para dispersar uma fase liquida fundida
em um dispersante quente, com adi¢cdo de tensoativo, e com resfriamento subsequente para
obter o nucleo solido [15]. Podem apresentar aparéncia translicida quando o tamanho do
gldbulo é inferior a 200 nm, ou leitosa quando o tamanho é de 200 a 500 nm [16].

As nanoemuls@es sdo preparadas por uma variedade de lipideos e sdo estabilizadas por

tensoativos biocompativeis (Figura 1), podendo ser anidnicos, catidnicos ou ndo iénicos [19].
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Vaérios fatores podem influenciar a obtencéo de particulas em diferentes didmetros tais como:

concentracdo de farmaco e polimeros, quantidade de tensoativo, concentracdo de 6leo na fase

organica e velocidade de difusdo da fase organica na aquosa [18].

A inerente estabilidade das nanoemulsdes esta relacionada ao emprego de tensoativos

ndo-idnicos e/ou polimeros que conferem estabilizacdo estérica entre os glébulos, reduzindo a

possibilidade de coalescéncia, bem como pela superacdo da forca da gravidade atuante nesses

glébulos pelo movimento browniano, presente em sistemas, evitando assim processos de

instabilidade [20].

Cinco fendmenos de instabilidade quimica podem ocorrer nas emuls@es: cremeacao,

floculagéo, coalescéncia ou coalescéncia parcial, inversdo de fases e Ostwald ripening [21].

Os sistemas de Nanoemulsdes, assim como Microemulsdo sdo importantes para a

formulacdo de produtos cosméticos da pele e produtos para saude por apresentar as seguintes

caracteristica [22]:

e Tamanho da Particula: apresentam tamanho muito reduzido, entre 20 a 500

nm, e isso causa reducdo da forca gravitacional e consequentemente o

vencimento desta forca pelo movimento browniano indica que ndo ocorrerdo

processos de cremagem ou sedimentacdo; evita a floculagdo mantendo o

sistema disperso; evita 0 processo de coalescéncia: a espessura da pelicula

23



evita qualquer ruptura ou espessamento do filme entre as particulas; permite a
deposicédo uniforme nos substratos.

e Sistemas de Liberacdo: sistemas encapsulados para veicular compostos
lipofilicos.

e Baixa Concentracdo de Tensoativos (5,0 a 10,09%): ao contrario das
microemulsdes, ndo necessitam de alta concentracdo de tensoativos (Figura 2).

e Aspecto Sensorial: apresentam transparéncia ou fluidez, caracteristicas muito
valorizadas em produtos cosméticos.

e Baixa Tensdo Superficial: aumentam a molhabilidade, espalhabilidade e

penetracao.

]
parte apolar i
solavel em dleo |

parte polar
soluvel em agua

Figura 2: Representacdo esquematica de uma molécula de tensoativo com suas partes apolar e polar [23].

O surfactante ndo podera resultar na formagéo de fases cristalinas de liquidos liotropicos

“microemulsdo” e devera ser em quantidade que permita o revestimento na area de superficie

24



das goticulas em nanoescala durante a emulsificacdo inibindo, desta forma, a coalescéncia

induzida por tensdo de corte [23]. A fase de cisalhamento deve ser aplicada para romper as

gotas em microescalas em nanogotas pois, o nivel de tensdo deve atingir a pressao de Laplace

de goticulas com tamanho desejado, geralmente de 10 a 100 nm.

As emulsdes de globulos nanométricos (10 a 100 nm) sdo formadas aplicando alta

quantidade de energia envolvida na formacéo de interfaces altamente curvas devido a pressao

de Laplace [24] e sua elaboracdo é formado por estresse mecanico [25] sendo seu sistema

cineticamente estaveis [16].

A granulometria do sistema também previne o fenbmeno da coalescéncia, pois esses

glébulos ndo sdo facilmente deformaveis. A grande espessura do filme interfacial, relativo ao

tamanho do gldbulo, previne que a diminuigdo natural deste filme seja suficiente para causar

rompimento do glébulo [22;26].

O farmaco ou Oleo, pode ser encontrado no nucleo na parede lipidica ou disperso

homogeneamente na matriz lipidica (Figura 3) [27; 28]. Podem ocorrer também, situagdes

em que o farmaco fica aderido na superficie da particula [29].
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Figura 3: Representacdo esquematica de nanocapsulas e nanoesferas polimérias. a) farmaco dissolvido no
nacleo oleoso das nanocépsulas; b) farmaco adsorvido & parede polimérica das nanocapsulas; c) farmaco retido
na matriz polimérica das nanoesferas; d) farmaco adsorvido ou disperso molecularmente na matriz polimérica

das nanoesferas, adaptado [30].

1.3 Metodo de obtencéo de Nanoparticulas magnéticas e Nanoemulsées
Na literatura cientifica sdo encontradas algumas formas de sintese de nanoparticulas
dentre as quais: irradiacdo de ultrasson, coprecipitacdo quimica, o método sol-gel, a
sintese assistida por micro-ondas [31; 32]. A técnica de coprecipitacdo quimica de
destaca pela simplicidade, rapidez e controle do tamanho das particulas e consiste
basicamente numa reacdo entre o precursor e 0 mineralizante (uma base), sob
aquecimento e agitacdo [33]. Trata-se de uma mistura de sais em ambiente aquoso seguido

de precipitacdo de um hidroxido, esse método consiste de dois processos: a nucleacéo
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(formacéo de centros cristalizacdo) e o crescimento subsequente das particulas. Quando a

nucleacdo predomina, o resultado € um numero grande de particulas pequena [34; 35].

Existem duas formas de emulsGes simples (Figura 4), do tipo 6leo em &gua (O/A), na

qual as goticulas do 6leo estdo dispersas na dgua e a do tipo dgua em 6leo (A/O) na qual

as goticulas da agua estdo dispersas em Oleo [21]. Para que ocorra a obtencdo de

nanoemulsdes estaveis, é necessario que duas condigdes sejam mantidas: a agitacdo para

que ocorra a dispersdo de um liquido no outro e a presenca de um ou a combinacdo de

agente emulsificantes para estabilizar o sistema [36; 21] o objetivo principal é assegurar

uma interacdo entre o0 6leo e a agua, reduzindo a tensdo interfacial do sistema, impedindo

assim que a coalescéncia das gotas ocorra [37; 38]. S&o considerados sistemas bifasicos

liquido-liquido, constituidos geralmente por uma fase aquosa e por uma fase organica

[39].

AIO QIA

Figura 4: Representacdo esquematica mostrando os glébulos das emulsdes dleo/agua (o/a) e agua e 6leo (a/o)

[40].

27



O balanco hidrofilicolipofilico do tensoativo (HLB), é um sistema arbitrario que
atribui um nimero a um componente ou mistura de componentes que se deseja emulsionar e,
baseado nele, pode-se escolher o melhor conjunto de emulsionantes [39]. Trata-se de
parametros criados por [41] em uma escala de HLB variando entre 0 e 20, sendo o valor de 10
o limite entre os sistemas lipdfilos e hidrofilos. A aplicacdo de cada tensoativo esta
relacionada com o valor do seu EHL, sendo que o0s que apresentam baixo EHL, séo indicados
para emulsfes agua em Gleo (A/O) e aqueles com valores intermediarios sdo recomendados

para sistemas 6leo em agua (O/A) [41; 42; 43; 44].

1.4 Oleo de Copaiba

A copaiba é encontrada no sul da Floresta Tropical, particularmente no Brasil e ocorre
predominantemente na regido Amazonica [45]. As arvores sdo de crescimento lento,
alcancando de 25 a 40 metros de altura, podendo viver até 400 anos [46]. A floracdo e
frutificagdo ocorrem a partir dos 5 anos ap6s o plantio onde, a floracdo ocorre no periodo
entre outubro e julho e a frutificacdo entre junho e outubro dependendo da regido e do clima
local [47].

Séo classificadas e distribuidas em 72 espécies ja identificadas (Figura 5), sendo que em

terras brasileiras ja foram encontradas 16 espécies [48; 49]. A copaiba (Copaifera sp.),
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pertencente ao género Copaifera da familia das Leguminosas-Caesalpiniaceas, é utilizado na
medicina popular brasileira como anti-inflamatério das vias superiores e urinérias, tendo
aplicacdo mais ampla como do antisséptico [47]. O 6leo é um recurso medicinal alternativo e
ja esta incorporado a uma cultura, pelas populagdes ribeirinhas, tanto para uso quanto para

atividade terapéutica.

' ‘ v 5
e e 7
A o
\ M{:;“:.T// Reino: Plantae
W UL 0 Classe: Pteridophytae
A '\—\&_ ‘%0 Ordem: Angiospermae

Sub — Ordem: Dicotiledonea

- 3 &% ) ( \W Familia: Leguminosease
3. o S Abd \\ Sub — Familia: Caesalpinoideae

W Género: Copaifera
Espécies:
C. offcinalis
OH C. langsdorffii
C. multifulga
C. reticulata

i C. cearensis
Acido Copalico

Figura 5: Imagem e classificacdo da Copaiba. Fonte:https://www.google.com.br/adaptado [50].

A planta é constituida por sesquiterpenos e diterpenos (Figura 6) que Sdo responsaveis
pelo aroma e atividade antiinflamatdria [51; 45]. Nos 6leos de copaiba, poucos constituintes
ativos identificados foram testados isoladamente, como o B-bisabolol (anti-inflamatorio) e o
Beariofileno (bactericida, antitumoral e anti-inflamatorio) (Figura 6). E erroneamente
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chamado de balsamo da copaiba, apesar de ndo ser um balsamo verdadeiro uma vez que nao

apresenta na sua composicao acido benzdico ou cinamico [46].

CHy
NN
=
CH,
HyCom!
CH,
[Fhisabolol [-eatiofileno
(A) (B) ©) (D)

Figura 6: Arvore Copaiffera sp. (A), folhas e frutos (B) e constituintes ativos de sesquiterpenos presentes em

6leos de copaiba (C) e (D), adaptado [47].

Estudos realizados por [52] mostraram que o 6leo de copaiba também possui efeitos

antifangicos apresentando uma boa atividade contra algumas espécies, como Aspergillus

flavus e Candida parapsilosis. O oOleo tem fungcdo medicinal como antibidtico e

antiinflamatorio, sendo usado como cicatrizante de feridas e Ulceras, contribuindo no

tratamento de dermatoses e psoriase [53; 54].

O oOleo-resina pode ser obtido (Figura 7), através da perfuracdo no tronco da

copaibeira [55; 56; 47; 57]. O oOleo extraido pode variar em relacdo a concentracdo e
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natureza dos diterpenos e sesquiterpenos presentes [47; 58; 55], de acordo com variagdes de

espécies, fatores biologicos como insetos e fungos ou fatores abidticos (solo, temperatura,

luminosidade, disponibilidade de &gua), embora alguns indicarem que ndo tenham

apresentado diferenca significativa na composicdo de 6leos extraidos das mesmas arvores, em

épocas sazonais diferentes [59; 60; 61; 58].

Figura 7: Método de extracdo do 6leo de copaiba-adaptado [55].

O oleo de copaiba tem sido utilizado por mais de 500 anos na medicina tradicional

popular, com uma grande diversidade de aplicacbes importantes tais como antitumoral,

antiinflamatdria, antimicrobiana contra uma grande diversidade de microrganismos, apresenta

um potencial de uso como agente fungistatico em curto periodo de tempo [55; 52] e

cicatrizante sobre diferentes tecidos do corpo [62; 63].
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1.5 Acetato de Zinco (CH3;CO,), Zn,H,0 ) e Sulfato de Zinco (ZnSO,)

O Zinco é um metal que intervém no metabolismo de proteinas e &cidos nucleicos,
estimula a atividade de mais de 100 enzimas, colabora para o funcionamento do sistema
imunolodgico e € necessario para a cicatrizacao dos ferimentos. Em feridas de ratos diabéticos
tratados com suplementos a base de zinco, constatou-se a eficacia no processo de cicatrizacao
de feridas cuténeas [64]. Ultilizando-se 6xido de zinco para tratamento endodontico, é
possivel constatar que 0 mesmo funciona como substancia capeadora mantendo a vitalidade
da raiz [65]. O oxido de zinco estimula a cicatrizacdo de feridas [66] possuindo também
atividade antiinflamatéria pois é essencial para a enzima antioxidante SOD-1 (superoxido
dismutase citosélica), responsavel por reduzir o radical superoxido a peréxido de hidrogénio e
oxigénio [67]. O mesmo autor evidencia que a suplementa¢do com zinco quando comparada
ao uso de antibidtico administrado por via oral apresenta a mesma acao terapéutica.

O sulfato de zinco é um cristal ou grénulo incolor e inodoro, soltvel em agua e, em
meio aquoso, possui pH 4,5 e formula quimica é ZnSO,.7H,0. Alguns trabalhos referem
eficacia terapéutica com sulfato de zinco na alopecia (perda de cabelo), prurido urémico,
leishmaniose cutanea, perifoliculite capitis [68] e acne inflamatdria [69]. A suplementagéo
com zinco reduz os niveis teciduais de citocinas inflamatdrias em quadros diarreicos [70].

Em varios estudos nos EUA e outras regides, uma pequena proporcao de criancas com idade
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superior a 4 anos apresenta uma baixa concentracdo de zinco, associado a falta de apetite,
atraso no crescimento e prejuizo no paladar (hipogeusia). O tratamento com zinco melhora o
apetite, o paladar se torna normal e ocorre o0 retorno ao crescimento, melhora na imunidade

mediada por células e na cicatrizacdo de feridas [71].

1.6 Tensoativos Lipofilicos e Hidrofilicos

O tensoativo, por apresentar caracteristicas hidrofilica e lipofilica na mesma molécula,
nunca apresenta total estabilidade na sua dissolugdo, seja em meio polar (dgua) ou apolar
(6leo). E essa instabilidade que proporciona aos tensoativos caracteristicas diferenciadas dos
outros compostos [23]. Na Figura 8, estdo definidos os tipos de tensoativos, onde a
polaridade é a principal caracteristica a ser levada em conta quando se escolhe para uma

determinada aplicagéo.

~ OO
l T

Regi&o hidrofobica Regido hidrofilica
Catibnicos: em solucdo aquosa, dissociam-se formando Anfétero:  formas catibnicas e  anidnicas
fons com deficiéncia de elétrons [72]. compartilham a mesma cadeia hidrofilica [74].
Anidnicos: dissociados em solugdo aquosa, formam ions Né&o-idnico: nao formam ions em solucgéo (ndo sofre
com excesso de elétrons nas suas regides polares [73]. dissociacdo). Séo derivados de alcoois graxos, por
exemplo, e ndo sofrem influéncia do pH [72].

Figura 8: Estrutura da molécula de tensoativos e seus diferentes tipos.
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1.7 Tensoativo Hidrofilico (ndo idnico)

Os tensoativos ndo ibnicos, por ndo possuirem carga verdadeira, formam
goticulas que nao apresentam dupla camada elétrica e a estabilizacdo das emulsdes ocorrem
pelo impedimento estérico de suas moléculas com partes polares, geralmente, longas [24]. O
tensoativo de escolha para as formulagdes foi o Polissorbato 20, denominado Monolaurato
de Sorbitano etoxilado 20 OE -sigla Tp20, apresenta Massa Molar (g/mol) de 1.227,54 g/mol
e comercialmente é chamado de Tween 20.

Trata-se de tensoativos ndo i6nicos do grupo dos polioxietileno-sorbitanos (Tweens)
gue tém se mostrado promissores em combinacdo com os fosfolipideos, pois levam a
formacdo de filmes mistos compactos, conferindo maior estabilidade a formulacdo [75; 76;
77].
1.8 Tensoativo Lipofilico

O é&cido oleico é um acido gordo que ocorre naturalmente em varias gorduras
animais e 6leos vegetais. E um 6leo inodoro e incolor, apesar de apresentar uma coloracio
amarelada em algumas amostras comerciais. Trata-se de um acido carboxilico, pois possui um
grupo funcional COOH, é considerado um &cido gordo de cadeia longa, possuindo 18
carbonos na sua estrutura [78] que participa do nosso metabolismo, desempenhando um papel

fundamental na sintese de horménios [79]. E utilizado na sintese das nanoemulsdes pois
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ajuda a manter a integridade dos globulos e a aglomeracdo das nanoparticulas [80].

Apresenta Massa Molar (g/mol) 282,4614 e denominacio quimica Acido cis-9-octadecendico.
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CAPITULO 2 - MATERIAIS E METODOS
2.1 Material
As Ferritas de Acetato de Zinco e Sulfato de Zinco foram sintetizadas separadamente

utilizando os materiais listados abaixo. As Nanoemulsdes foram desenvolvidas em fase
distinta de preparacéo, utilizando reagentes e equipamentos descritos a seguir.
2.1.1 Matérias-primas, Reagentes, Solventes

- Agua destilada

- Hidroxido de Soédio (micropérolas)

- Acetato de Zinco

- Sulfato de Zinco

- Oleo de Copaiba

- Cloreto de Ferro

- Polissorbato 20 (Tween 20)

- Acido Oléico
2.1.2 Vidrarias, acessorios e equipamentos

- Cadinho e pistilo

- Pipetas de Pasteur

- Tubos de centrifuga
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- Tubos de ensaio

- Tubos de sonicagao

- Béquer de 500 mL

- Béquer de 1000 mL

- Bastdo de vidro

- Homogeneizador elétrico

- Agitador magnético, TE085

- Analisador de particulas Malvern, Zetasizer Nano ZS

- Balanca analitica — Mod. H51

- Microscopio éptico marca Olympus

- Centrifuga Fanen, Excelsa Mod. 206 BL

- pHmetro de bancada. Digimed-Mod. DM-23

- Ultrassom, Unique Ultrasonic Cleaner, Mod. VSC 28002

- Vortex QL-901

- Condutivimetro
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2.2 Métodos

As etapas de sintese das Ferritas de Zinco foram separadas em etapas de preparagdo da

base, preparacdo dos sais em diferentes proporgdes e preparacdo das nanoemulsdes que seréo

descritas a seguir.

2.2.1 Preparacédo da Base

Para preparacdo da base, foi utilizado o Hidréxido de Sodio (NaOH) em forma de

lentilhas, com PM= 40,00 e &gua destilada. Foram pesados 144, 052 g de Hidroxido de Sodio

em lentilhas e adicionado agua destilada até completar um volume de 600ml com pH 7,0. Em

seguida foi feito o aquecimento até atingir uma temperatura de 65 °C. A solucdo resultou em

um liquido transparente (Figura 9).

N N

144,052 g Agua destilada
Hidroxido de Sodio

600 m| Hp

Aquecimento a temperatura superior a 65°C

A solugao ficara transparente.

Figura 9: Procedimento para sintese e aquecimento para preparacédo da base.
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2.2.2. Preparacao dos Sais

A preparagdo dos sais para obtencdo de Ferrita de Zinco foram utilizados o

Cloreto de Zinco (FeCl3.6H,0) PM= 270,30, Sulfato de Zinco (ZnSO,4.7H,;) PM= 287,56,

Acetato de Zinco (C4HgO4Zn.,H,0) PM= 219,49. Na balanca de precisdo, apos ter sido

calibrada, foram realizadas as pesagens dos seguintes solidos: Hidréxido de Sédio, Cloreto de

Zinco, Sulfato de Zinco e Acetato de Zinco. Para a separacao, pesagens e homogeneizagao foi

necessario o uso das seguintes vidrarias: béquer (100 mL, 300 mL, 1000 mL), erlemeyer

(1000 mL), espatula de metal, termbmetro, tiras para mensurar o pH. Aquecedor, Ultrasson e

homogeneizadores mecanicos (Figura 10). Os usos de imds foram necessarios para a

sedimentacgdo das nanoparticulas.

Figura 10: Equipamentos utilizados para sintese de Nanoparticulas, A) Balanca de Precisdo, B) Aquecedor

Magnético, C) Ultrasson.
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Acetato de Zinco na proporc¢éo 1:2

Foram pesados 10 g de Cloreto de Ferro e adicionados 20 g de Acetato de Zinco.

Adicionou-se agua destilada até cobrir a superficie. A mistura foi aquecida até atingir a

temperatura de 60 °C e ainda em processo de aguecimento, adicionou-se a base também a

temperatura aproximada de 80 °C. Ap0s observar a precipitacéo, a solucao foi colocada sob

ima para ocorrer precipitacdo (Figura 11). O pH mensurado foi de 2,0.

/\ M1: 10 g de Cloreto de Ferro

P ZnFe204
/\ M2: 20 g de Acetato de Zinco

[}* '''''' =7 M3: Agua destilada até cobrir os sais.
' \i/ i .:’ \

Figura 11: Processo de sintese da Ferrita de Acetato de Zinco.
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Sulfato de Zinco na proporc¢éao 2:1

Foram pesados 20 g de Cloreto de Ferro e adicionados 10 g de Sulfato de Zinco (PM=
287,56). A mistura dos sais foi coberta com &gua destilada até a superficie e levada ao
aquecimento atingindo temperatura de 80 °C. O pH mensurado foi de 14. Foi adicionado a
mistura parte da base, cerca de 150 mL, ainda em processo de aquecimento atingindo 70 °C
(Figura 12). Apo6s observar a precipitacdo, a solucdo foi colocada sob um ima por

aproximadamente 12 horas.

M2: 20 g de Cloreto de Ferro

r ﬂm 10 g de Sulfato de Zinco

“““ 2 M3: Agua destilada até cobrir os sais.
. »'.’:i“" ““ Acrescentar a Base

ZnFe204

s

Figura 12: Processo de sintese da Ferrita de Sulfato de Zinco.

41



2.2.3 Obtencao do 6leo de Copaiba
O dleo de copaiba utilizado para o desenvolvimento das formulagGes foi extraido
manualmente da espécie Copaifera langsdorfii, que apresenta como caracteristicas fisicas de
liquido translicido, de viscosidade moderada e coloracdo variavel, de amarelo escuro a
marrom claro.
2.2.4 Tensoativos utilizados
Foram utilizados como surfactantes o Acido Oleico (Monooleato de Sorbitano) e
Tween 20 (Polissorbato 20). Para manter a estabilidade, das nanoemulsdes, foi necessaria a
realizacdo dos testes de estabilidade, que serdo mostrados posteriormente.
2.3 Preparo das Nanoemulsoes
2.3.1 Sintese das formulaces
As formulagbes de Nanoemulsdes foram desenvolvidas baseadas no método
utilizado por [81; 82; 83]. Ambas as fases oleosas e aquosas foram aquecidas a temperatura
de 75+ 2 °C. A fase aquosa foi adicionada a fase oleosa sob agitacdo continua até o
resfriamento em temperatura ambiente a 25+3 °C.
A fase oleosa, representada pelo 6leo de copaiba, foi adicionado a tensoativos e

homogeneizada por agitagdo manual. Em seguida, a fase aquosa (dgua destilada) foi

42



adicionada a fase oleosa para homogeneizacao por agitacdo manual em temperatura ambiente
(252 °C).

A formulacéo para determinagdo do EHL (equivalente hidrofilico lipofilico) do
6leo de Copaiba foi obtida pelo protocolo utilizado por [81; 83] onde o EHL que determina a
estabilidade da nanoemulsao formuladas com Tween 20 e Span 80 foram entre 12,7 € 15,7. O
EHL do polissorbato 20 (tween 20) € de 16,7. Os polissorbatos (tweens) tem valores
compreendidos entre 9,6 e 16,7 [84].

Para calcular a proporc¢éo utilizada de tensoativos lipofilicos e hidrofilicos foi

utilizada a equacéo 1 e 2.

A+B=100 Equagio 1
EHLAx0,01.A + EHLg x 0,01.B= EHLR Equacdo 2
A= porcentagem do tensoativo hidrofilico;
B=porcentagem do tensoativo lipofilico
EHLA=Equilibrio Lipofilico de A;

EHLg= Equilibrio Hidrofilico de B;

Oleo de Copaiba...........cceverveeeereeeereeeereees 10,0%

TWEEN 20......ciiiiiiiiie e A% onde: A+B=12,7%
ACIO OIBICO. .......ecveeceeee e, B%

Agua destilada.............cccoeovveeiresireeeeeeres 77,3%
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Foram obtidas 12 formulacdes com a mesma composicao e quantidade de agua
destilada, tensoativos e Oleo de Copaiba diferindo-se, apenas, na concentracdo de

Nanoparticulas como estabelecido nas Tabelas 1 e 2.

Tabela 1: Composicgéo das diferentes formulacdes de 6leo de copaiba, Polissorbato 20, Acido Oléico, agua

destilada e nanoparticulas.

Formulagdes OCO/ml AP/mlgsp  Tp20+TAO/ml  NANOP/g
Acetato de Zinco 1 10,0 100,0 12,7 0,005
Acetato de Zinco 2 10,0 100,0 12,7 0,01
Acetato de Zinco 3 10,0 100,0 12,7 0,03
Acetato de Zinco 4 10,0 100,0 12,7 0,05
Acetato de Zinco 5 10,0 100,0 12,7 0,1
Acetato de Zinco 6 10,0 100,0 12,7 1

Legenda: OCO - 6leo de copaiba; AP — &gua purificada; Tp20 — polissorbato 20; Tao — &cido oleico; Nanop —

nanoparticula de acetato de zinco.

Tabela 2: Composigéo das diferentes formulacdes de 6leo de copaiba, Polissorbato 20, Acido Oléico, 4gua

destilada e nanoparticulas.

Formulagtes OCO/ml AP/ml g.s.p Tp20+TAO/ml NANOP/g
Sulfato de Zinco 1 10,0 100,0 12,7 0,005
Sulfato de Zinco 2 10,0 100,0 12,7 0,01
Sulfato de Zinco 3 10,0 100,0 12,7 0,03
Sulfato de Zinco 4 10,0 100,0 12,7 0,05
Sulfato de Zinco 5 10,0 100,0 12,7 0,1
Sulfato de Zinco 6 10,0 100,0 12,7 1

Legenda: OCO - 6leo de copaiba; AP — agua purificada; Tp20 — polissorbato 20; Tao — &cido oleico; Nanop —

nanoparticula de Sulfato de Zinco.
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O procedimento do uso de ultrassom para a preparacdo de nanoemulsdes

(Figura 13) geralmente consiste em primeiramente conduzir o fluido atraves de um orificio de

didmetro reduzido com pressdo moderada e orientado em dire¢do a uma lamina vibratoria, na

qual sofre impacto [84].

| »

Amostras com Acetato de Zinco Amostras com Sulfato de Zinco

Figura 13: Procedimento utilizando dispositivos mecénicos de alta energia para producdo de nanoemulsdes: A)
Incorporar Oleo em agua; B) Misturador de alta velocidade; C) Homogeneizador de Membrana; D) Ultrasson -

homogeneizador de Alta Pressdo; E) Obtencéo das Nanoemulsées O/A (adaptado de [85, 86].
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CAPITULO 3 - TECNICAS DE CARACTERIZACAO

A caracterizagdo das nanoemulsdes foi realizada seguindo o0s seguintes
parametros: potencial zeta/sizer, valor do pH, viscosidade, condutividade, densidade, cor,
centrifugacdo, estresse térmico e espectroscopia de Ressonancia Paramagnética Eletronica
(EPR). Foram também realizadas analises em microscopia Optica, eletronica de transmisséo e
de varredura.

3.1 Avaliacédo Macroscopica

Esta avaliacdo seguiu a metodologia adotada por [87], onde foram avaliados
sinais de instabilidade ap6s vinte e quatro horas de realizacdo do preparo das formulages.
Foram analisados sinais de cremeacdo ou de separacdo de fases, além de aspectos fisicos
como translucéncia, fluidez e reflexo azulado.

3.2 Testes de Estabilidade
e Cor
Observacdo da variacdo de cores entre as formulacdes quanto a serem opacas

ou translicidas.
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e Teste de Centrifugacéo

Foram colocadas em tubos de vidro graduado 5 g de cada amostra e submetidas

a centrifugacdo nas velocidades de 980 rpm, 1800 rpm e 3000 rpm, de acordo com o

protocolo estabelecido pela [88].

e [Estresse térmico

Foram colocadas em diferentes frascos, 10 g de cada amostra. Os frascos foram

submetidos a aquecimento na faixa de 5 °C a 50 °C, aumentando a temperatura de 5 em 5 °C

até atingir a temperatura final de 50 °C. As amostras foram analisadas quanto a ocorréncia ou

ndo de separacdo de fases ou modificacBes. Para aquecimento, utilizou-se aparelho de banho

ultratermostatico (Nova Técnica Modelo 281 NT).

e Granulometria/Potencial Zeta

Foram empregados testes para identificar o diametro das particulas, indice de

polidispersividade (IPD) e potencial zeta. Os experimentos foram realizados usando o

aparelho Zetasizer/Nanoseries Z590 da marca Malvern, do Instituto de Biologia da UnB.

e Determinacao do valor do pH

Para a determinacdo do pH das amostras, foi utilizado o peagdbmetro marca

Analion, modelo PM-608. A avaliacdo foi feita antes e depois as formulagdes serem

submetidas ao estresse térmico. 47



e Condutividade
Para a avaliagdo da condutividade, as nanoemulsdes a temperatura de 25+2 °C
foram separadas em diferentes frascos e adicionado o eletrodo diretamente nas amostras. Foi
utilizado um condutivimetro (Digimed, Modelo CD-20) calibrado com solucédo de KCI 0,1N
[89; 44].
e Viscosidade
Para a avaliacdo da viscosidade, foi realizada a analise por método manual,
depositando-se fracdo da formulacdo em funil de acrilico, cronometrando-se o tempo de
escoamento.
e Densidade
Para obtencdo dos valores de densidade, utilizou-se a massa de cada
formulacédo, em relacdo ao volume total da solucédo obtida de 50 mL (D=m/V).
3.3 Analises Microscopicas
e Microscopia Optica
Para a analise microscopica, foi utilizado um microscépio Optico da marca
Olympus CX-31, para a observacdo da homogeneidade e morfologia da disperséo. Uma gota
de cada formulagéo foi colocada sobre uma lamina de vidro para microscopia e recoberta com

uma laminula. Todas as laminas foram analisadas na objetiva de 40x.
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e Microscopia Eletrénica de Varredura e de Transmissdo (MEV e MET)

As amostras foram analisadas no Microscopio Eletrénico de Transmissdo e

Varredura do Instituto de Biologia da UnB. As amostras foram diluidas de 1:1000 em agua

destilada. Em seguida foram colocadas na placa para secagem em temperatura ambiente por

12 horas.

3.4 Ressonancia Paramagnética Eletronica (EPR)

Todas as amostras foram medidas em EPR BRUKER modelo ELEXSYSII E580

para detectar o comportamento paramagnético das nanoparticulas inseridas nas formulagdes.

Foram realizadas avaliacGes quanto a variacdo da ressonancia com o comportamento de linha

de ressonéncia nas diferentes amostras comparadas com Acetato de Zinco e Sulfato de Zinco.

As andalises foram realizadas no Instituto de Fisica no Laboratério de Ressonancia

Paramagnética Eletrénica da UnB.
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CAPITULO 4 — RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo apresentamos os resultados das medidas de caracterizagéo fisica
das amostras, sendo elas: Teste de Centrifugagdo e Estresse Térmico, Potencial Zetasizer, pH
e variaches apoOs Estresse Térmico, Condutividade, Viscosidade, Densidade, Analises
Macroscopicas, Anélises em Microscopia Optica, Microscopia Eletrénica de Transmissao,
Microscopia Eletrénica de Varredura e por EPR.
4.1 Caracterizacdo das Amostras de Nanoemulsdo

Foram obtidas 12 formulagdes dividas em dois grupos (Figura 14):
FormulagGes com Acetato de Zinco e Formulagbes com Sulfato de Zinco. As mesmas
diferenciam-se pela concentragdo das nanoparticulas: 0,005 g, 0,01 g, 0,03g,0,059,0,1ge 1
g. A medida que a concentragdo aumenta, a coloragcdo e viscosidade das nanoemulsdes
também alteraram e isso também afeta a estabilidade quanto a floculacdo e cremeacéo

apresentada nas analises microscopicas.

Figura 14: Imagens das 12 formulagOes obtidas, a esquerda com Acetato de Zinco e a direita com Sulfato de

Zinco e 6leo de Copaiba.
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4.2 Teste de Centrifugacéo e estresse téermico

Apbs o teste de centrifugacdo e analise macroscopica das nanoemulsdes,

evidenciou-se a separacéo de fases na velocidade de 980 rpm a partir da concentracdo de 0,1 g

para formulagdes com Acetato e na mesma velocidade em concentragdes 0,05 g para Sulfato

de Zinco. Isso comprova que as amostras com Acetato mantiveram sua estabilidade a esta

velocidade em um maior nimero de formulacdes. A partir da velocidade de 1800 rpm, todas

as formulagOes apresentaram-se levemente modificadas e na velocidade de 3000 rpm todas as

formulacdes sofreram separagdo de fases (Figura 15).

Separacéo fases

[ Cremeacéao ]

Figura 15: Aspecto das amostras apresentando Separagdo de Fases e Cremeacao ap0s Centrifugacéo.

Todas as amostras compostas por nanoparticulas de Acetato e Sulfato de Zinco

apresentaram-se estaveis a temperatura limite de 40 °C (Tabela 3). Quando submetidas ao

estresse térmico, duas delas apresentaram modificacdes a temperatura de 45 °C: Uma, nas
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formulacGes de Acetato com concentracdo de 0,1 g e 1,0 g e uma amostra nas concentracoes

de 0,05 g, 0,1 g e 1 g, para formulagbes desenvolvidas com Sulfato de Zinco. Estudos

realizados por [81] demonstraram equivalente resultado com nanoemulsdes de 6leo de

gergelim, assim como em nanoemulsdes formuladas a partir de 6leo de maracuja e lavanda,

que ndo ocorreram modificacdes quando submetidas a temperaturas de até 65 °C [44;81].
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Tabela 3: Centrifugacéo e Estresse Térmico das Nanoemulsées com Oleo de Copaiba no valor de EHL 12,7.

FORMULACAO Centrifugac&o Estresse térmico (°C)
rpm
5°C 15°C  20°C 25°C  30°C 35°C 40°C 45°C 50°C
980 1800 3000

A 0,005 N LM M N N N N N N N N LM
A 0,01 N LM M N N N N N N N N LM
A 0,03 N LM M N N N N N N N N LM
A 0,05 N M M N N N N N N N N LM
A0,1 LM M M N N N N N N N LM M
Al M M M N N N N N N N LM M
S 0,005 N LM M N N N N N N N N LM
S0,01 N LM M N N N N N N N N LM
S0,03 N LM M N N N N N N N N LM
S 0,05 LM LM M N N N N N N N LM M
S0,1 M M M N N N N N N N LM M
S1 M M M N N N N N N N LM M

Legenda: N — normal; LN — levemente modificada; M — modificada.
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4.3 Potencial ZetaSizer

Os dados apresentados sdo a relacdo do didmetro meédio Dy, indice de
polidispersidade (PDI) e potencial zeta (PZ) das concentracdes formuladas a temperatura
ambiente a 25 °C para nanoemulsbes a base de ACTZn (Tabela 4). As medidas foram
realizadas ap0s um periodo de 6 meses da sintese.

Na Tabela 4 observa-se que Dy e PDI decrescem com a concentracdo de
nanoparticulas na nanoemulsdo. J4 o PZ aumenta com a concentracdo de nanoparticulas na
nanoemulsdo de ACTZn. Este comportamento sugere que hd uma boa estabilidade da
nanoemulsdo de ACTZn. A medida do PZ ndo houve grandes alteracfes, em média o valor foi

de + 30, sendo bom indicativo de estabilidade para ACTZn [90].

Tabela 4: Dy, PDI e Potencial Zeta (PZ) de amostras formuladas com Acetato de Zinco.

A 0,005 941,8 -29,7
1107 0,976 -29,8

1190 0,824 -30
A 0,01 669,2 0,845 -33,2
708,8 0,849 -32,7
593,7 0,685 -33.4
A 0,03 570,3 0,223 -32,6
561,3 0,148 -31,1

589,8 0,177 -32
A 0,05 480,9 0,383 -31,1
636,6 0,112 -31,6
631,8 0,105 -30,6
A01 717,6 0,127 -33,7
830 0,098 -33,4
808,7 0,101 -33,9
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Al 276,1 0,395 -38,7
412,5 0,116 -39,6
381,6 0,217 -38,4

Na Tabela 5 observa-se que Dy, sofre uma flutuacdo de valores maiores para valores

menores com 0 aumento da concentracdo de nanoparticulas na nanoemulsdo de SULZn. Por

outro lado, observa-se que o PDI decresce continuamente com a concentracdo de

nanoparticulas na nanoemulsdo de SULZn. Todavia o PZ sofre flutuacdo com o aumento da

concentragdo entre - 38,5 % e - 0,211 %. Sugerindo uma instabilidade na nanoemulséo

SULZn.

Tabela 5: Dy, PDI e Potencial Zeta (PZ) de amostras formuladas com Sulfato de Zinco.

Zn 0,005 1128 0,992 -34,3
696.7 0,617 -38,5
731,4 0,675 -36,4
Zn 0,01 419,4 0,695 -0,211
428,6 0,603 -0,365
454,3 0,511 -0,296
Zn 0,03 446,1 0,564 -32
484,6 0,557 -33.3
4444 0,547 -32,6
Zn 0,05 623,4 0,297 -29
625,2 0,436 -30
618,3 0,451 -29,2
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Zn0,1 755,3 0,149 -28,6

782,4 0,054 -29,3
674,5 0,211 -28,3
Znl 693,9 0,083 -29,2
716,8 0,068 -28,5
698,3 0,133 -27,8

As anédlises comparativas de Dy, PDI e PZ nas amostras de Acetato e Sulfato de
Zinco dispersas em meio aquoso, demonstram que o Dy, tem valores considerados maiores do
gue os da nanoemulsdo em ambos os casos (Tabela 6). O PZ nas Nanoparticulas nao

suspensas foi baixo, em torno de -14,4 mV.

Tabela 6: Dy, PDI e Potencial Zeta (PZ) de amostras formuladas com Sulfato de Zinco.

Acetato Zn Puro 2789 0,965 -15,3
2338 0,845 -14,1
2202 0,529 -13,9
Sulfato de Zn Puro 781,8 0,714 -13,8
700,3 0,382 -14,4

689,6 0,554
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4.4 PH e variacdes apds estresse térmico

O valor do pH é um parametro de monitoramento da estabilidade em emulsdes,
pois alteracBes no seu valor indicam a ocorréncia de reacGes quimicas ou crescimento
bacteriano, que podem comprometer a qualidade do produto final [44]. Em nanoemulsdes
formuladas com Oleos vegetais, é natural que ocorra uma diminuicdo do pH em decorréncia
da hidrolise dos ésteres de acidos graxos, que geram acidos graxos livres, reduzindo o pH do
meio [92].

As amostras ndo apresentaram alteracBes significativas de pH apo6s serem
submetidas ao estresse térmico (Figura 16), independentemente de serem constituidas por
acetato ou sulfato de zinco. Em um estudo realizado [81] em nanoemulsdes formuladas com
6leo de gergelim e framboesa, o pH diminuiu progressivamente para menos que 4,0, devido a
degradacdo quimica dos componentes como liberacdo de acidos carboxilicos na fase oleosa e
tensoativos. As emulsdes preparadas com 0Oleos vegetais podem exibir um decréscimo do pH
devido a hidrélise dos ésteres de acidos graxos em acidos graxos livres que é o produto
majoritario de degradacdo [93]. As nanoemulsdes preparadas com Oleo de Copaiba
mantiveram estaveis os valores do pH até 90 dias.

A pele apresenta pH levemente acido (4,6 — 5,8), que contribui para que ocorra

protecdo bactericida e fungicida em sua superficie [94] e todas as amostras formuladas, caso
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seja utilizada para testes in vivo, apresentam um pH compativel com a pele. A determinacéo e

o controle do pH cuténeo, sob o ponto de vista cosmético e/ou dermatoldgico, sdo de extrema

utilidade, uma vez que o contato com substancias agressivas, como detergentes, costuma ser

frequente, ou até mesmo para evitar a utilizacdo de produtos topicos inadequados [95].

6,5
6,0 F

55F

(u.a.
@®

40}
°® —&— pH Formulagéo

e, —e— pH apds estresse térmico

b —»— pH apods 90 dias

3,0 1 " 1 M 1 M 1 4 1 " 1 M
o0 02 04 06 08 1,0 1,2

Concentracao ACTZn (g/ml)

3,5F

Figura 16: Valor da variagdo do pH das amostras de ACTZn.

A Figural8 ilustra o valor de pH das nanoemulsdes em temperatura ambiente

(25°C) mostra que o pH aumenta com a concentracdo de nanoparticulas nas nanoemulsdes.

Pode-se observar que ndo ocorre variagdes entre as amostras de ACTZn e SULZn (Figura 17).

58



O valor do pH ap6s 90 dias ndo houve alteragdes significativas e os valores apds estresse

térmico diminuiram para as amostras ACTZn e SULZn.

2,9
L )
5,0- )
4,54 |
<
240{ H
o
= ' [> >
3,5- ’
—&— pH Formulacgéo
—e—pH 90 Dias
3,01 —»— pH apos Estresse Térmico
! L] 1 T T
0,0 0,5 1,0
Concentragao SULZn (g/ml)
Figura 17: Valor da variacdo do pH das amostras SULZn.
4.5 Condutividade

A Figura 18 apresenta os valores da Condutividade em relagdo a concentragéo,

confirmando a queda no valor da condutividade em relacdo ao aumento das concentracdes de

Nanoparticulas em ambas as amostras de Acetato e Sulfato. Os valores obtidos de

condutividade térmica foram pouco alterados com o aumento da concentracdo das amostras

de Acetato de Zinco e se apresentaram estaveis nas amostras formuladas com Sulfato de

59



Zinco. Como a quantidade de Oleo presente é a mesma, acredita-se que os valores, pouco

alterados, se deva a concentracdo de Nanoparticulas inseridas em cada amostra, ja que, 0s

valores de condutividade elétrica s@o proporcionais a quantidade de 6leo essencial contida na

formulacéo pois, quanto maior € a quantidade de 6leo, menor é a tendéncia de ocorréncia de

dispersdo de conducdo da corrente elétrica [44]. Pode ser considerado um parametro

indicativo de instabilidade e influenciar na granulometria das emulsdes, uma vez que 0

aumento pode estar relacionado com a coalescéncia e a diminuicdo com a agregacdo dos

gldbulos [96].

13 F F
i —&— Condutividade Acetato Zn
12+ —e— Condutividade Sulfato Zn
e 11F +
= I
g 10F
.'9 s
= 9} |
3 3
2
s 8F [
O I
7+
6 1 M [ M 1 2 1 2 1 2 1

o0 02 04 06 08 10 12
Concentracgao (g/ml)

Figura 18: Variacdo nos valores da Condutividade nas diferentes amostras de Nanoemulsao.

60



4.6 Viscosidade

A viscosidade é uma caracteristica importante porque determina a facilidade ou

dificuldade de escoamento. Em nanoemulsdo, quanto maior a viscosidade, maior é a

estabilidade e tempo de vida Util da amostra para testes. Os valores da viscosidade variaram

com o EHL da mistura de tensoativos e pode ser observado um valor minimo para EHL igual

a7,5[97].

As amostras apresentam a mesma quantidade de tensoativos em um EHL

requerido de 12, 7%. A variacdo dos valores de viscosidade esta diretamente associada a

concentracdo de Nanoparticulas presentes em cada amostra onde, as formulacGes que

apresentam maior quantidade para ACTZn e SULZn (A 0,19, A19,S01geS1g

expressam o maior valor de viscosidade.

A Figura 19 representa a concentracdo em funcdo da viscosidade e para

concentragfes abaixo de 0,05 g/mL é aproximadamente constante para as nanoemulsfes

ACTZn e SULZn. Para valores de concentracbes maiores que 0,05 g/mL, a viscosidade

aumenta.

61



7000

[ —e— Viscosidade Acetato Zn @®
6000 - —p— Viscosidade Sulfato Zn

5000

4000

3000

2000

Viscosidade(Pascal/s)

1000

1 4 1 " 1 M 1 4 1 " 1

0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
Concentragao (g/ml)

Figura 19: Valor da Viscosidade das amostras de Nanoemulséo.

A Figura 20 mostra o tempo de escoamento para as amostras de ACTZn e SULZn em
que ambas crescem com a concentracdo. No entanto, a viscosidade aumenta bruscamente para
amostra ACTZn em relagdo a SULZn. Isto sugere que a nanoemulsdo ACTZn apresentam um
coeficiente de viscosidade compativel com a estabilidade. A Figura 20, mostra a relacdo entre
o0 tempo de escoamento e a concentracio para as amostras ACTZn e SULZn. E observado que,
0 tempo de escoamento aumenta consideravelmente para amostra ACTZn em relagcdo a
SULZn. Sugerindo que a nanoemulsdo ACTZn apresentam um coeficiente de tempo de

escoamento maior que a nanoemulsdo SULZn.
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Figura 20: Valor do Tempo de Escoamento das amostras de Nanoemulsdes.

4.7 Densidade

A concentracdo em funcdo da densidade das nanoemulsBes, medidas a 25 °C
apresentadas (Figura 21) possuem valores proximos do componente majoritario, da dgua 1,00
glem®, resultados compativeis com a literatura [97]. Em comparacéo as amostras formuladas
com Acetato de Zinco e Sulfato, houve pouca variacdo nos resultados, porém, as amostras

menos concentradas em Nanoparticulas com Sulfato de Zinco os valores foram um pouco
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inferiores a 1,00 g/cm® mantendo caracteristica de estabilidade. Os valores da densidade e a

curva dos resultados da amostra de Acetato se apresentam consideravelmente maiores.
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0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1.0
Concentracao (g/ml)

Figura 21: Valor da Densidade obtidas das diferentes formulacdes.

4.8 Avaliacdo Macroscopica

A anélise macroscopica das amostras contendo Oleo de Copaiba, apresentaram
aspecto leitoso, coloracdo branca para as que sdo formuladas com baixa concentracdo de
Nanoparticulas e coloragdo parda a acobreada para as amostras formuladas com quantidade

maior conforme Figuras 22 e 23.
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FORMULACOES COM NANOPARTICULAS DE ACETATO

» 0,005 g —
leitosa/sem

cremeacao

0,05 g — leitosa/sem
cremeacao

» 0,01 g — leitosa/sem
cremeacao

0,1 g — leitosa/ sem
cremeacao

0,03 g — leitosa/sem
cremeacao

»

1 g — leitosa/ sem
cremeacao

P

Figura 22: Avaliagdo macroscopica das diferentes Nanoemulsdes formuladas com Acetato de Zinco.
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FORMULACOES COM NANOPARTICULAS DE ZnSO4

0,005 g — leitosa/sem

» cremeacao

0,05 g — leitosa/baixa
cremeacao

» 0,01 g — leitosa/sem
cremeacao

0,1 g — leitosa/sem
cremeacao

» 0,03 g — leitosa/sem
cremeacao

1g — leitosa/ sem
cremeacao

-

Figura 23: Avaliagdo macroscopica das diferentes Nanoemulsdes formuladas com Sulfato de Zinco.

4.9 Microscopia Optica
Com o intuito de observar a homogeneidade das formulagbes obtidas em

diferentes concentragdes (Tabela 7), as emulsdes foram analisadas em microscopio éptico
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Olympus CX31 com aumento de 400X. Para este procedimento, as nanoemulsdes foram
gotejadas em uma lamina de vidro e cobertas com laminulas. As microfotografias foram

capturadas com auxilio de uma cdmera digital Samsung WB250F (Figura 24).

Znso, - 0,005 (CH,CO00),Zn,H,0 — 0,005

Znso, - 0,01 (CH,C00),Zn,H,0—0,01g
2 (o> - . e

Znso. - 0,03

(cu,coohz.-\zﬂzo 0,05g

Znso, - 0,05

ZnSO4 -0,1

(CH,COO0),Zn,H,0—0,1g

(CH,COO0),Zn,H,0— 1g

e
- S A4

Figura 24: Avaliagdo por microscopia dptica das dlferentes Nanoemulsdes formuladas com Acetato e Sulfato de

Zinco.
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Tabela 7: Avaliacdo das caracteristicas Macroscopicas e Microscopicas das diferentes NanoemulsGes

formuladas com ACTZn e SULZn.

FORMULACOES

Caracteristicas Macroscopicas

Caracteristicas Microscdpicas

ZnSO, — 0,005g

Emulséao fluida / leitosa

N4o apresentando Cremeacéo

Glébulos de tamanhos diversos

ZnsO, - 0,01g Emulsdo fluida / leitosa Globulos de tamanhos diversos
N4o apresentando Cremeacéo
ZnS0, - 0,03g Emulsao fluida / leitosa Globulos de tamanhos diversos
Né&o apresentando Cremeacéo
ZnS0O, — 0,05¢g Emulsao fluida / leitosa Globulos de tamanhos diversos
Né&o apresentando Cremeacéo Apresenta cremeacdo
ZnS0,4 - 0,19 Emulsao fluida / leitosa Globulos de tamanhos diversos
Né&o apresentando Cremeagdo Apresenta cremeacdo
Floculagdo
ZnSO, - 1g Gel pastoso / viscosidade Globulos de tamanhos diversos

N4o apresentando Cremeacéo

Apresenta cremeacao

Floculagdo

(CH3COO)ZZI’12H20 - 0,0059

Emulséao fluida / leitosa

Né&o apresentando Cremeacéo

Globulos de tamanhos diversos

(CH4C00),Zn,H,0 — 0,01g

Emulséo fluida / leitosa

Né&o apresentando Cremeacéo

Globulos de tamanhos diversos

(CH4C00),Zn,H,0 — 0,03g

Emulséo fluida / leitosa

Né&o apresentando Cremeacéo

Globulos de tamanhos diversos

(CH3COO)zzn2H20 — 0,059

Emulséao fluida / leitosa

N4o apresentando Cremeacéo

Globulos de tamanhos diversos

Apresenta cremeacéo

(CH3COO)22n2H20 — O,lg

Emulsao fluida / leitosa

N4o apresentando Cremeacéo

Globulos de tamanhos diversos
Apresenta cremeacao

Floculagdo

(CH3C00),Zn,H,0 — 1g

Emulséo fluida / leitosa

Né&o apresentando Cremeacgéo

Globulos de tamanhos diversos
Apresenta cremeacao

Floculagéo

Oleo de Copaiba — 100%

Gel transltcido

Presenga de glébulos — textura fina
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4.10 Microscopia Eletrénica de Transmissao (MET)

A Figura 25 representa fotomicrografias obtidas por MET do puro Oleo-resina
de Copaiba utilizado para desenvolver as nanoemulsées. A imagem A, observa-se as goticulas
com ampliagdo de 25.000 K e em B com a aproximacao de 400.000 K, é possivel identificar o

tamanho variavel entre 5 a 15 nandmetros.

(A) (B)

Figura 25: Gaticulas do 6leo de copaiba. Microfotografias obtidas por MET, com aproximagao de 25.000 K (A)

e 400.000 K (B).

Na Figura 26 (A e B), foram extraidas Fotomicrografias nas Nanoparticulas de

ACTZn (A) e SULZn (B) ndo funcionalizadas para que fossem feitas as comparagdes da

morfologia e tamanho em escala nanométrica. Nas duas Figuras (A e B), as Nanoparticulas
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encontram-se aglomeradas, mas, € possivel a visualizacdo de uma estrutura relativamente

esférica medindo cerca de 20 nandmetros para ambas as amostras.

(A) (B)

Figura 26: Microfotografias obtidas por MET —(A) nanoparticulas de Acetato de Zinco; (B) — nanoparticulas de

Sulfato de Zinco.

Nas imagens obtidas por MET, foram detectadas na formulacdo de ZnSO, em

concentracdo de 0.05 g/mL, a presenca do modelo amorfo tipo Il. S&o obtidos a partir da

mistura de lipidios solidos que ndo recristalizam apds o processo de homogeneizagédo e

arrefecimento da nanoemulsdo. Estes lipidios permitem a preparacdo de particulas solidas

com estrutura amorfa mas ndo cristalina, minimizando a expulsdo do farmaco durante o

armazenamento, pois evita a cristalizacdo formando compostos mais estaveis e

biocompativeis [98; 99].
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Existem também trés modelos que descrevem a incorporacdo de farmacos

(Figura 27) : (i) o modelo do cristal imperfeito (NLC do tipo I), (ii) 0 modelo amorfo (NLC do

tipo I1) e (iii) o modelo multiplo (NLC do tipo IIl) [98].

. Nanocomparti
. . . . mente  oleoso
. contendo
. . . farmaco
o 0 ¢ :
. Farmaco
NLCTipoI NLC Tipo II NLC Tipo ITI

Figura 27: Tipos de Nanoemulsdes segundo os modelos de incorporagdo de fa&rmacos. Adaptado [98].
Na Figura 28, sdo observados globulos da Nanoemulsdo de ZnSO, na
concentracdo de 0,05 g/mL caracteristicos de modelo amorfo e modelo multiplo. A presenga
do revestimento lipidico e a estrutura aglomerada de particulas caracteriza a funcionalizacdo

das particulas.

(A) (B)

Figura 28: Imagens dos glébulos de ZnSO4 na concentracdo de 0,05g. (A) presenca de halo lipidico, (B) NLC

tipo 1. Microfotografias obtidas por MET. 1



Na Figura 29 sdo observadas nanoparticulas com tamanho variavel entre 10 a

15 nanémetros e aglomeradas com formato oval e esférico. A presenca das particulas

aglomeradas pode ser devido ao modo de preparo para anédlise em MET em fungdo da

diluicdo. Neste caso, a diluicdo foi realizada de 1:1000 da amostra original de Nanoemulséo.

(A) (B)

Figura 29: Imagens de nanoemulsdo de ZnSO4 na concentragdo de 1 g/mL,(A) NP com tamanho inferior a 20

nm, (B) NP com formas esféricas e aglomeradas . Microfotografias obtidas por MET.
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Na Figura 30, foram obtidas imagens da Nanoemulsdo de Acetato de Zinco na
concentracdo de 0,05 g/mL com Nanoparticulas de formatos variados, apresentando-se como

esferas, ovais e alongadas e tamanho variando de 20 a 50 nanémetros.

(B)

(A)

Figura 30: Nanoemulsdo de Acetato na concentragdo de 0,05 g/ml. (A) NP com formas distintas entre esféricas

e irregulares, (B) NP com formas esféricas e alongadas. Microfotografias obtidas por MET.

Um outro tipo modelo de incorporacdo de farmaco encontrado, foi o multiplo
do tipo Il (Figura 31) apresentando estrutura esférica com 80 nm. Este modelo é
caracterizado por pequenos nanocompartimentos oleosos dentro da matriz lipidica sélida,
gerados pela separacio de fases. E obtido através da mistura de lipidios solidos com lipidios

liquidos, numa proporgdo onde se excede a solubilidade das moléculas de dleo no lipidio
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solido. Apds a producdo da nanoemulsdo a elevadas temperaturas (80 °C), ocorre o
arrefecimento e as gotas de lipidio alcancam a miscibilidade (cerca dos 40 °C), precipitando
sob a forma de pequenas gotas no lipidio solido fundido [98].

Um problema encontrado quanto aos tipos de nanocompartimentos de
farmacos sintetizados é que com o armazenamento, a estabilidade da disperséo lipidica pode
ser comprometida por diversos fendmenos, como a gelificagcdo, em que ocorre o0 aumento do
tamanho das particulas e as modificacdes lipidicas para estruturas cristalinas mais estaveis

que, em ultima andlise, conduzem a expulsdo do farmaco do sistema transportador [101; 99].

(A) (B)

Figura 31: Nanoemulsdo de Acetato na concentragdo de 1g/ml. (A) Presenca de halo lipidico e (B) aglomerado

de NP. Microfotografias obtidas por MET, com aproximagcéo de 120.000 K.
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4.11 Microscopia Eletrénica de Varredura

A figura 32 apresenta fotomicrografias obtidas por MEV das Nanoparticulas de

Acetato de Zinco e Sulfato de Zinco puras e diluidas de 1:1000 em agua destilada. N&o foi

possivel definir o tamanho médio das estruturas ja que se apresentam aglomeradas devido ao

modo de preparo para analise em MEV pois, as amostras sdo secas a temperatura ambiente, e

conforme a evaporacdo da agua, elas tendem a formar aglomerados [102] ou a diluicéo ser

insuficiente para observar as nanoparticulas afastadas.

(A)

(8)

Figura 32: Nanoparticulas de ACTZn (A) e SULZn (B) diluidas de 1:1000. (A) e (B) textura que confirma a

composicdo da amostra por ZnFe,Q,. Microfotografias obtidas por MEV. 75



4.12 Analises em EPR

As analises de espectroscopia de ressonancia paramagnética eletronica (RPE)
foram realizadas no laboratdrio do instituto de Fisica da universidade de Brasilia - UNB, no
espectrometro de ressonancia paramagnética eletronica BRUKER modelo ELEXSYSII E580
com intensidade modulada, operando na banda-X, frequéncia 9,4 GHz e temperatura
ambiente.

A simples descricdo da ressonéancia associada a concentragdo comega com a
equacdo de ressonancia Herr= oy , entre Hegr € 0 efeito do campo e o local de ressonancia,
onde o, é a frequéncia de micro-ondas, y € a constante giromagnética [104]. O campo efetivo
é essencialmente uma combinacdo do campo externo (Hg) e campo dipolar (Hg). A
contribuico dipolar com 1/d* depende da concentracéo C, onde d é a distancia média entre as
nanoparticulas da nanoemulsdo. A Figura 34 mostra que 0o campo de ressonancia segue um
comportamento linear com a concentracdo de particula na nanoemulsdao conforme Hr=
Ho+bC onde Ho é o campo de ressonancia inicial e tem valores de 3502 G para ACTZn e
3335 G para SULZn. A razdo Hr/C é 131 G para ACTZn e 108,5 G para SULZn sugerindo
que houve um melhor encapsulamento das nanoparticulas ACTZn em comparagdo com a
SULZn na nanoemulséo.

Na Figura 33 ¢é apresentada a largura da linha de ressonéncia em funcéo da
concentra¢do que também apresenta um comportamento linear AHr=AHo+bC corroborando

0s resultados da Figura 34 para as amostras ACTZn e SULZn.
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Figura 33: Relacéo entre campo e modelo das amostras de Acetato e Sulfato de Zinco.
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Figura 34: Valor do tempo de escoamento das amostras de Nanoemulsao.



CAPITULO 5 - CONCLUSOES
Neste capitulo apresentamos as conclusdes deste trabalho de mestrado através da
sintese e caracteriza¢do das amostras de nanoemulsdes ACTzn e SULZn. A sintese foi realizada
pelo método de coprecipitacdo e a caracterizacdo fisica das amostras foram feitas a medida de
Centrifugacdo e Estresse Térmico, medidas de Potencial Zeta-sizer, pH e variacdes apos
Estresse Térmico, medidas de Condutividade, medidas de Viscosidade, medidas de
Densidade, Analises Macroscopicas, Analises em Microscopia Optica, Microscopia
Eletrénica de Transmissdo, Microscopia Eletrénica de Varredura e medidas de EPR usando o
principio da ressonancia ferromagnética.
Da Sintese
A partir do desenvolvimento das nanoemuls@es foi possivel concluir que:
o A associagdo dos tensoativos hidrofilico e lipofilico escolhidos tornou a
nanoemulsdo estavel.
o E possivel a obtencéo de nanoemulsées associadas a particulas magnéticas com
tamanho entre 20 nm a 100 nm.
o As nanoemulsdes desestabilizaram com o aumento da concentracdo de
nanoparticulas e se mantiveram estaveis em concentracbes menores entre 0,005

mg/mL e 0,03 mg/mL para as amostras ACTZn e SULZn.
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o A velocidade de 980 rpm foi a mais eficaz pois as amostras mantiveram

estabilidade.

o A concentracdo de tensoativos total em 12,7% foi suficiente para a obtencédo de

nanoemulsdes estaveis.

o As formulagdes que apresentaram cremeacdo e separagdo de fases foram

aquelas onde a concentragdo de nanoparticulas foi maior.

o Avaliacdo macroscopica das duas Nanoemulsbes apresentaram coloracao

branca a cobre com o0 aumento da concentracéo.

Da Caracterizacio

Medidas de pH

o As medidas de pH para as amostras ACTZn (3,2-6,2) e SULZn (3,0-5,2)

apresentaram mesmo comportamento do tipo Boltzmann, com aumento do pH

apos as amostras sofrerem envelhecimento de 90 dias e reducdo do pH apos o

estresse térmico.

Medidas de Condutividade Elétrica

o As medidas de condutividade para as amostras ACTZn (7-13) e SULZn (7-9)

apresentaram mesmo comportamento do tipo decaimento exponencial de 12 ordem

acentuado para concentracGes de nanoparticulas entre 0,005 a 0,03 mg/mL. A

79



amostra de ACTZn apresentou indice de viscosidade maior que a amostras de
SULZn. Isto sugere um maior estabilidade na nanoemulsdo de ACTZn.
Medidas de Viscosidade
o As medidas de viscosidade para as amostras ACTZn (980-2100 Pa/s) e SULZn
(985-6100 Pa/s) apresentando aumento da viscosidade com a concentracdo de
nanoparticulas na nanoemulsdo. O resultado representa uma maior estabilidade na
nanoemulsdo de ACTZn.
Tempo de Escoamento
o E observado que, o tempo de escoamento aumenta
consideravelmente para amostra ACTZn em relagdo a SULZn. Sugerindo que a
nanoemulsdo ACTZn apresentam um coeficiente de tempo de escoamento maior
gue a nanoemulsdo SULZn e desta forma propriedades de estabilidades.
Medidas de Densidade
o A densidade das nanoemulsdes aumenta com a concentracdo. A densidade é
maior a amostra ACTZn em relagdo a SULZn.

Medidas de Potencial Zeta Sizer
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o As medidas de potencial-zeta mostram que a nanoemulsdo ACTZn e
decrescimento do didmetro sugerindo que ha uma redugdo do didmetro e
consequentemente na densidade de carga na superficie da nanogota.

o Para a nanoemulsdo SULZn houve uma flutuacdo no didmetro e na densidade
de carga da superficie da nanogota com a concentracao.

Medidas de Microscopia Optica

o Apresentaram floculacio em todas as concentragdes com nanogotas

complexadas por supergotas da nanoemulséo.
Medidas de Microscopia Eletronica de Transmissdo
o Mostrou que hd o o6leo de copaiba puro apresenta centros de &cidos

diterpénicos e sesquiterpénicos em forma de nanogotas.

o As nanoparticulas de ACTZn e SULZn tem formas distintas entre esféericas e
cilindricas.
o As nanoemulsdes de ambas as amostras foram funcionalizadas e apresentam

em super glébulos os nanoglébulos contendo nanoparticulas de ferritas de zinco.

Microscopia Eletrénica de Varredura

o As microfotografias de mostraram uma textura similar para ambas amostras

mostrando a forte presenca do zinco na estrutura da ferrita.
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Ressonancia Paramagnética Eletronica-EPR

o Medidas de EPR mostraram que a interacdo dipolar é crescente na amostra de

nanoemulsdo ACTZn e decrescente na amostra de nanoemulsdo de SULZn.

Mostrando que houve uma melhor incorporagédo da nanoparticulas na nanoemulséo

ACTZn conseguientemente maior estabilidade.
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