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RESUMO

Neste estudo, foram desenvolvidas nanoparticulas a partir de um polimero natural, o alginato,
para serem utilizadas na encapsulacdo do O6leo essencial de alecrim. O processo de
encapsulamento foi realizado pela técnica de emulsificagdo/gelificacdo i6nica. O didmetro
médio das nanoparticulas foi de 130 nm com eficiéncia de encapsulacdo >86%. Analises de
DSC e FTIR evidenciam o encapsulamento bem-sucedido do 6leo essencial de alecrim nas
nanoparticulas de alginato. Além disso, as amostras permaneceram estaveis pelo tempo de
armazenamento de 90 dias, 0 que demonstra que o alginato pode ser uma boa alternativa para
0 carreamento deste ativo.
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INTRODUCAO

Os oOleos essenciais possuem uma composicdo complexa, por isso apresentam um
amplo espectro de atividades biologicas. O 6leo essencial de alecrim (OEA), por exemplo,
possui diversos beneficios para a pele e cabelos, auxilia na cicatrizacdo de feridas, além de
atividade antioxidante®.

Apesar de suas inumeras aplicacBes, 0s 6leos essenciais sdo volateis e podem ser
degradados por oxidacdo e na presenca de luz ultravioleta. Para proteger e garantir sua
estabilidade, o encapsulamento fornece uma solucdo vidvel, aumentando a eficiéncia e
durabilidade®. Em combinacio com a nanotecnologia, € possivel desenvolver sistemas de
liberacdo controlada, além de ser uma estratégia para facilitar a permeacdo cutanea de
ativos®. Dentre as técnicas de encapsulamento, a gelificacdo idnica é uma técnica fisico-
quimica de producdo de capsulas, que consiste na formacdo de estruturas gelatinosas,
geralmente em dimensBes nanométricas e tem por base a interacdo entre as cargas opostas de
um polimero e contra-ions de um agente reticulante®.

O alginato de sodio (ALG) é um biopolimero capaz de formar géis através do
mecanismo de gelificacdo idnica quando processado com cétions divalentes como o ion calcio
(Ca?"), por exemplo. O célcio se difunde até alcancar a cadeia polimérica, promovendo a
formacdo de uma rede tridimensional, um modelo ¢ geralmente descrito como “caixa de
ovos”, onde ha interacdo de quatro grupos carboxilato (—-COQO™) do alginato ocorrendo a troca
de fons sodio por fons calcio®).
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Considerando o0s aspectos acima mencionados, no presente estudo, objetivou-se
encapsular o 6leo essencial de alecrim em nanoparticulas constituidas de alginato de célcio
obtidas a partir da técnica de emulsificacdo/gelificacdo ibnica. Essas cépsulas foram
caracterizadas em relacdo a eficiéncia de encapsulagdo, tamanho, estabilidade e morfologia.

MATERIAIS E METODOS

Sintese das nanoparticulas de alginato de calcio

O procedimento experimental consistiu em pesar Tween 80 (Sigma Aldrich), 0,5%
m/v, adicionar 10 mL de &gua destilada sob agitagdo magnética a 550 rpm por 5 min, a
temperatura ambiente. Em seguida, o 6leo essencial de alecrim - OEA (Ferquima), a 2% m/v,
foi adicionado a solucdo anterior, sob agitacdo. A emulsdo resultante foi sonicada em um
dispersor ultrassdnico por 4 min. Em seguida, 6 mL de uma solu¢do aquosa 1% m/v de
alginato de sddio (baixa viscosidade, Sigma Aldrich) foi adicionada gota a gota a emulséo e
levada ao sonicador por 2 min. Por fim, 6 mL de uma solucdo aquosa de cloreto de calcio
(0,5% m/v) foi adicionada gota a gota e levada ao sonicador por 2 min. As condicdes fixadas
no dispersor ultrassonico (Fisher Scientific, 500W) foram pulso 10s on/5s off e amplitude
70%. O pH da formulacéo final ficou em torno de 5.

Caracterizacdo das nanoparticulas de alginato de célcio

A formulacédo foi caracterizada em termos de tamanho de particula e distribuicdo de
tamanho (PDI) por espalhamento de luz dindmica (DLS, Malvern NanoS) e potencial zeta por
mobilidade eletroforética, ambas realizadas a temperatura de 25 °C, sem diluicdes.

A quantidade de Oleo essencial encapsulada foi determinada por ultracentrifugacéo
utilizando filtro Amicon® Ultra de 100 kDa acoplado a um eppendorf. A analise foi realizada
pela adicdo de 400 pL da formulacdo no filtro e centrifugado a 13.000 rpm por 30 minutos.
Uma aliquota do sobrenadante foi diluida em etanol, transferida para uma cubeta e analisada
em triplicata a 265 nm em espectrofotdmetro UV-vis. A quantidade de oleo essencial livre foi
determinada comparando os resultados com uma curva de calibracdo preparada a partir de
concentracdo definidas do o6leo essencial (y = 0,2878x + 0,0196). Para o célculo da eficiéncia
de encapsulacdo do 6leo essencial de alecrim carregado, foi utilizada a Equacéo (A).

Concentragio inicial de OEA—Concentracdo de OEA no sobrenadante

%EE =

x100 (A)

Concentragio inicial de OEA

Para analises de espectroscopia FTIR e calorimetria diferencial de varredura (DSC), as
nanoparticulas foram lavadas 3 vezes com agua em uma centrifuga (Eppendorf MiniSpin®)
por 20 min a 13.000 rpm e liofilizadas a -54°C e -56°C por 24h. Para obtencdo dos espectros
de FTIR, as amostras foram preparadas utilizando pastilhas de KBr, e os espectros foram
obtidos de 4000-400 cm™* no espectrofotometro (Agilent Technologies — Cary 660 FTIR). As
analises de DSC foram realizadas no calorimetro Jade-DSC (Perkin Elmer) com controle de
temperatura em uma faixa de 0 a 400 °C, a 10 °C/min, sob atmosfera de nitrogénio (20
mL/min) e panelinhas de aluminio.

A estabilidade a longo prazo das nanocépsulas foi determinada avaliando mudangas no
diametro da particula, PDI e potencial zeta durante 90 dias a 4°C.



RESULTADOS E DISCUSSAO

Apl6s o processo de sintese, as suspensbes obtidas apresentaram-se visualmente
homogéneas e com uma coloracéo branca translucida.

O valor da eficiéncia de encapsulacdo estd apresentado na Tabela 1, juntamente com o
valor de potencial zeta, indice de polidispersdo e tamanho médio das particulas.

Tabela 1. Eficiéncia de encapsulacdo, potencial zeta, indice de polidispersdo e tamanho das
nanoparticulas de alginato de célcio.

Tamanho Indice de : o
médio (nm) polidisperséo (PDI) Potencial zeta (mV) /% EE
Alginato 131,3+ 3,9 0,229 £ 0,017 -8,79 £ 0,57 82,7+7.2

Com esse resultado, verifica-se que o0s agentes encapsulantes e a técnica de
encapsulamento utilizados foram adequados para o encapsulamento do OEA. De forma geral,
a eficiéncia de encapsulacdo pode ser influenciada por diversos parametros, como proporcao
polimero:0leo, a concentracdo do polimero, técnica de encapsulacdo utilizada. Benavides et
al. (2016) observaram a diminuicio de EE% pelo aumento do teor de 6leo essencial®.

As amostras apresentaram diametro médio de particula em torno de 131 nm. Nota-se
também que o PDI se manteve abaixo de 0,25, 0 que caracteriza um sistema monodisperso e
com boa estabilidade coloidal®.

O valor negativo do potencial zeta (PZ) € devido a presenca de grupos carboxilicos nas
extremidades das cadeias de ALG. Apesar de valores acima de 30 mV indicarem sistemas
estaveis, os valores de PZ nédo sdo o Unico fator que afeta a estabilidade das nanoparticulas.
Polimeros s@o moléculas grandes que deslocam o plano de cisalhamento para uma distancia
maior da superficie da particula, resultando em uma reducéo do PZ medido. Isso significa que
mesmo no caso de superficies de particulas altamente carregadas, um PZ relativamente baixo
pode ser medido®. Além disso, o Tween 80 forma uma micela envolvendo as goticulas de
6leo e a cabeca hidrofilica do Tween 80 ligada a casca do alginato apos reticulagdo usando
CaCl,. Isso leva a uma reducdo na densidade de carga na superficie das nanoparticulas de
alginato, resultando em um potencial zeta menos negativo®.

Para analisar as interacdes intermoleculares entre 0os componentes das nanoparticulas,
a espectroscopia FTIR foi realizada em OEA, ALG e nanoparticulas liofilizadas (NPs ALG-
OEA). Observando a Figura 2, o pico de absor¢cio em 1035 cm™ no espectrograma
infravermelho de ALG € devido a vibracdo de estiramento da estrutura COC no
polissacarideo®). Grupos de acido carboxilico simétricos e assimétricos resultaram em picos
de absorco em 1626cm™ e 1427cm(Y),

Os principais componentes do 6leo essencial de alecrim sdo o 1,8 cineol, canfora ¢ -
pineno. A banda em 1730 cm™ devido ao estiramento da carbonila (C=0) provavelmente
referente ao grupo cetona na canfora. A banda na regifo entre 1680 e 1620 cm™ pode ser
atribuido ao grupo alceno (C=C) caracteristico do B-pineno e na faixa de 1270 a 1030 cm™
ocorre o estiramento assimétrico da ligacio C-O do 1,8 cineol®?,

O espectro das nanoparticulas de alginato contendo éleo essencial de alecrim é similar
ao espectro do alginato puro. Este resultado pode indicar que ndo houve migracdo do OEA
para as camadas mais superficiais das NPs uma vez que a técnica de FTIR analisa a superficie
da particula®®.
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Figura 2: Espectros de FTIR de (a) OEA, Figura 3: Curvas DSC do (d) ALG (e) NPs
(b) ALG e (c) NPs ALG-OEA. ALG-OEA e (f) OEA.

A partir da anélise DSC e possivel verificar se houve alteracdo na estabilidade térmica
das nanoparticulas e, portanto, demonstrar sua interacdo. Na Figura 3(d), os picos
endotérmicos do ALG estdo correlacionados com a perda de agua associada aos grupos
hidrofilicos do polimero, enquanto os picos exotérmicos resultam da degradacdo devido a
reacOes de desidratacio e despolimerizacio™®. Na Figura 3(f) podemos ver os termogramas
de OEA com pico endotérmico relacionado ao processo de evaporacdo. A auséncia desse pico
nas amostras das NPs na Figura 3(e) demonstra que o encapsulamento foi bem sucedido, além
da semelhanca das curvas com o alginato usado como material de parede.

Micrografias desse sistema de nanoparticulas sdo mostradas na Figura 4.

Figura 4: Micrografias TEM das NPs ALG OEA.

As imagens revelam claramente que a maioria das nanoparticulas tem formato esférico
e dimensdes que variam de 100 a 200 nm. Esses resultados confirmam a formacdo de
nanoparticulas de alginato. Algumas das nanoparticulas tém forma irregular e aparecem em
estado agregado também, o que € um fenbmeno comum em sistemas de nanoparticulas. A
presenca de moléculas com cargas de natureza oposta pode ser a causa de sua agregacio®®.
Além disso, 0 excesso de calcio pode fazer com que as capsulas grudem umas nas outras®®.
Ademais, sabe-se que devido a grande area de superficie e forca atrativa entre as particulas,
maior chance de agregacao é possivel em NPs de pequeno tamanho®”,

A Tabela 2 mostra os resultados obtidos em termos de tamanho de particula, PDI e
potencial zeta ap6s 0 armazenamento das nanoparticulas a uma temperatura de 4°C.

Tabela 2: Observacéo do didmetro médio de particula, PDI e potencial zeta durante 90 dias e a
4°C.
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Dias Dp (nm) PDI PZ (mV)

1 131,3+3,9 0,229 + 0,017 -8,79 + 0,57
15 138,4+3,1 0,235 +0,012 -11,7 1,94
30 136,4 +1,6 0,256 + 0,007 -8,14 1,62
90 1309+14 0,220 +0,011 -12,11,72

Por meio da Tabela 2, verifica-se que as amostras com o ativo, no decorrer do tempo
de estudo, permaneceram dentro da faixa de tamanho ideal para a aplicagdo desejada, mesmo
considerando o erro das medidas. A diminuicdo do tamanho de particula pode ser devido a
liberacdo do 6leo encapsulado e/ou dissolucdo da matriz de alginato.

CONCLUSOES

Neste estudo foram obtidas nanoparticulas esfericas de alginato na faixa de 100-200
nm e com estabilidade de até 90 dias. De acordo com os resultados do DSC e FTIR, pode-se
inferir que o 6leo essencial de alecrim foi encapsulado com sucesso nas nanoparticulas de
alginato, sendo a eficiéncia de encapsulagdo medida de 83 %. Dessa forma, as nanoparticulas
foram produzidas com éxito, a técnica de encapsulamento utilizada foi efetiva e o processo de
sintese simples. A reticulagdo do alginato com ions calcio aumenta a resisténcia mecénica e as
propriedades de barreira do biopolimero, fazendo com que o gel formado seja insoltvel em
agua. Isso permite uma variedade de aplicacBes industriais para esse biopolimero, por
exemplo, nas industrias téxtil e cosmética.
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DEVELOPMENT AND CHARACTERIZATION OF CALCIUM ALGINATE
NANOCARRIERS CONTAINING ROSEMARY ESSENTIAL OIL

ABSTRACT

In this study, nanoparticles were developed from a natural polymer, alginate, to be used in
the rosemary essential oil encapsulation. The encapsulation technology used was ionic
emulsification/gelling The mean diameter of the nanoparticles was 131 nm with
encapsulation efficiency >86 %. DSC and FTIR analyze evidence of the successful
encapsulation of rosemary essential oil in alginate nanoparticles. In addition, the samples
were stable for a storage time up to 90 days, which demonstrates that alginate can be a good
alternative for carrying this active.

Keywords: rosemary essential oil, nanoencapsulation, alginate



