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Resumo

A celulose nano e microfibrilada, devido a sua biocompatibilidade, biodegradabilidade, alta
resisténcia e flexibilidade serd usada para desenvolver sistema 3D porosos, visando o
transporte e libertacdao controlada de moléculas. Neste estudo desenvolveram-se e testaram-
se sistemas de transporte de molécula (STM) obtidos a partir de celulose microfibrilada
(CMF) e celulose nanofibrilada (CNF) de Eucalyptus globulus, para aplicacées em terapias
respiratorias. A metodologia para obter CMF consistiu na desintegracao e refinacdo da pasta
de celulose Kraft branqueada de Eucalyptus globulus, num PFI laboratorial a 9000 revolucées,
com posterior adicao de CMC como aditivo (concentracdées de 0,1, 0,01 e 0,001% m/v).
Verificou-se por medicdo do angulo de contato, que a adicdo de CMC aumenta a
hidrofilicidade das estruturas. A CNF utilizada foi obtida por oxidacao com TEMPO seguida de
tratamento mecanico num homogeneizador de alta Pressdo, a partir de pasta Kraft
branqueada de Eucalyptus globulus, tendo-se verificado que esta produz estruturas com poros
menores. As estruturas obtidas foram caraterizadas em folha por avaliacdo da gramagem,
espessura e porosidade global. Determinou-se o °SR para avaliar o efeito da refinacdo na
drenagem das pastas e concluiu-se que a CMF apresenta valores de °SR superiores
relativamente a pasta nao refinada. Utilizou-se o Morfi para medir o comprimento e largura
das fibras (comprimento de 0,8mm e largura de 19um) e o microscopio electronico de
varrimento para medir as dimensdes das microfibrilas (1-8um) e das nanofibrilas (40nm).
Representaram-se as moléculas em 3D e fizeram-se as simulacdoes computacionais das
estruturas em estudo. Produziram-se sistemas de libertacao controlada a partir da celulose
(CMF, CNF e CMC) utilizando o alginato como agente de fixacao da estrutura. Testaram-se
varios Oleos contendo moléculas terapéuticas e utilizando FTIR-ATR determinou-se a sua
composicao quimica e presenca de moléculas e grupos funcionais, tendo-se escolhido o éleo
de eucalipto como sendo o mais promissor para aplicacdes em terapias respiratorias. Os
sistemas produzidos foram analisados por calorimetria diferencial de varrimento (CDV) e os
resultados indicam que o sistema desenvolvido tem a capacidade de retencao e libertacao

controlada das moléculas terapéuticas contidas no 6leo de eucalipto.

Palavras-chaves
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Sistema de transporte de moléculas (STM), oleo de eucalipto.
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Abstract

The nano and microfibrillated cellulose due to its biocompatibility, biodegradability, high
strength and flexibility, can be used to form a porous 3D matrix, and form a system of
controlled transport and release of molecules. The objective of the work is to develop 3D
systems from microfibrillated cellulose (CMF) and nanofibrillated cellulose (CNF) of
Eucalyptus globulus for medicinal purposes. Bleached Kraft pulp of Eucalyptus globulus, nano
and microfibrillated fibers obtained from that pulp, and carboxymethylcellulose (CMC) were
used as materials. The methodology consisted of the disintegration and refining of Kraft pulp
to obtain CMF and the use of different concentrations of CMC (0.1, 0.01 and 0.001% m/v). The
characterization of the structures in the form of films was followed by evaluation of the
weight, thickness and overall porosity. The °SR was determined to evaluate the effect of
beating on the drainage of the pulps and it was concluded that the MFC presented higher
values of °SR than those of the non beaten pulps. Morfi was used to measure the length and
width of the fibers (length 0.8mm and width 19um) and the scanning electron microscope
(SEM) to measure the dimensions of microfibrils (1-8um) and nanofibrils (40nm) and pore
sizes. The chemical composition of the eucalyptus essential oil was evaluated by Fourier
Transform Infrared spectroscopy coupled to the attenuated total reflection (FTIR-ATR)
technique. 3D molecular representaions were done using ChemSketch from ACD labs and 3D
computational simulations of the structures under study were performed using a validated
computational simulator. Controlled release systems were produced using celulose matrixes
made from CMF, CNF and CMC, and the alginate was udes as a fixing agent. Several essential
oils containing therapeutic molecules were tested and the eucalyptus oil was chosen as the
most promising for respiratory therapy applications. The systems produced were analyzed by
differential scanning calorimetry (DSC) and the results indicate that the chosen system has
the ability to retain and release the therapeutic molecules contained in the eucalyptus

essential oil.
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CAPITULO I: INTRODUCAO E OBJETIVOS

1. Introducao

Os sistemas de entrega de farmacos tém a finalidade de transportar e libertar
controladamente as moléculas terapéuticas e dessa forma prolongar o seu tempo de acao
(Kreuter, 2014; Jorfi e Foster, 2014; Chik et al, 2014). As vantagens do uso dos SEF
poliméricos a base de celulose, sao elevadas em comparacdo com as formas mais
convencionais de dosagem, como por exemplo os comprimidos tornando-os eficazes e, por sua

vez, mais seguros (Curto et al, 2016; Jorfi e Foster, 2015).

O estudo sobre sistemas de libertacdo controlada estd em constante crescimento, pois visa
melhorar e prolongar o controlo da administracdo de farmacos. Quando este sistema de
libertacdo controlada é comparado a outros sistemas de dosagem convencional, algumas
vantagens sao encontradas como por exemplo, diminuicao da toxicidade e maior tempo de

permanéncia do farmaco na circulacdo sanguinea (Azevedo, 2002; Lyra, 2007).

O o6leo de eucalipto é muitas vezes utilizado devido as suas propriedades medicinais, tais
como propriedades anti-inflamatoérias, antifingicas, antibacteriana, antidiabéticas, antivirais,
anticancerigenas, antimutagénicas, antimicrobianas e antiprotozoarias (Burt, 2004; Hussain et
al, 2008; Teixeira et al, 2013; Bakkali et al, 2008). Possui também acao secretora nas vias
respiratorias, elevada volatilidade, odor agradavel e solubilidade parcial em agua (Pandit et
al, 2016).

Os métodos convencionais de administracao de farmacos, embora amplamente utilizados,
demonstram varias limitacdes, como baixa eficacia, agregacao ou transporte dificil, baixa
controlabilidade, meia vida curta, elevada toxicidade e fraca estabilidade (Martins et al,
2016; Tiwari et al, 2012). Estas limitacdes podem ser potencialmente superadas por sistemas
de transporte de moléculas terapéuticas de forma que possam prolongar no tempo a sua acao
(Liu et al, 2014).

A utilizacdo de matérias-primas provenientes da celulose (CMF, CNF e CMC) para o
desenvolvimento de novos materiais inovadores no transporte de moléculas com propriedades
medicinais pode constituir uma alternativa viavel devido as suas excelentes propriedades de
biocompatibilidade, biodegradabilidade e disponibilidade na natureza (Hubbe et al, 2008;
Nakagaito et al, 2009).



1.2. Objetivos

O presente estudo tem como objetivo, desenvolver sistemas poliméricos porosos 3D, a partir

de celulose nano e microfibrilada de Eucalyptus globulus para transporte e libertacao do éleo

de eucalipto, extraidos de plantas medicinais, para aplicacdes em terapias respiratorias.

Para a materializacao deste trabalho sdo descritos como objetivos especificos:

1.

Produzir laboratorialmente a pasta de celulose microfibrilada (CMF) por refinacao a partir
da pasta kraft de Eucalyptus globulus;

Utilizar e caraterizar a pasta de CNF produzida laboratorialmente a partir pasta de
celulose kraft de Eucalyptus globulus em trabalhos anteriores;

Caraterizar as fibras de celulose e de celulose microfibrilada utilizando o Morfi, grau
Schopper-Riegler, gramagem, porosidade, angulo de contato, microscopio electronico de
varrimento e o FTIR-ATR;

Fazer modelacao molecular dos monémeros de celulose, alginato, celulose microfibrilada,
carboximetilcelulose, eucaliptol e glicerol, no programa Chemsketch;

Simular computacionalmente as estruturas poliméricas porosas utilizando um simulador
de materiais validado (Curto et al, 2011a);

Produzir laboratorialmente os sistemas de transporte a partir de celulose microfibrilada
utilizando carboximetilcelulose, alginato, glicerol e 6leo essencial de eucalipto;

Comparar os dados experimentais com dados computacionais;

Estudar a libertacao dos 6leos escolhidos a partir dos sistemas de transporte de moléculas
(STM) desenvolvidos, utilizando calorimetria diferencial de varrimento (CDV) ou Diferntial

Scanning Calorimetry (DSC)).

A presente dissertacao esta dividida em cinco capitulos. O Capitulo um explica o contexto do

trabalho e os objetivos. O capitulo dois apresenta a revisdo bibliografica contendo os aspetos

mais relevantes para a dissertacdo e o capitulo trés descreve os materiais e os métodos

utilizados na producédo dos STM e na sua caraterizacao. O capitulo quatro apresenta e discute

os resultados obtidos e o capitulo cinco inclui as conclusdes e sugestdes para trabalhos

futuros. Seguem-se as referéncias bibliograficas, as comunicacbes feitas no decorrer do

trabalho e os anexos.



CAPITULO II. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1, Sistema de Entrega de Farmacos (SEF)

Os Sistema de entrega de farmacos (SEF), ilustrados na figura 2.1, sao estruturas para
administracdo de um composto farmacéutico com objetivo de desencadear um efeito
terapéutico em humanos ou animais. Os SEF sdo sistemas concebidos para transporte, entrega
no alvo ou libertacdo controlada de agentes ou moléculas terapéuticas (Tiwari et al, 2012). A
nanotecnologia tem vindo a ser utilizada para o desenvolvimento de SEF inovadores, de forma
a atingir o efeito terapéutico pretendido de libertacdo controlada (Liu et al, 2014). As
nanoparticulas poliméricas biodegradaveis, tém sido estudadas para o desenvolvimento de
SEF. A finalidade é obter sistemas com propriedades otimizadas de carga, libertacao
controlada do farmaco, longa vida util, baixa toxicidade, pequenas dimensoes e utilizacao de

materiais biodegradaveis (Tiwari et al, 2012; Singh et al, 2009).

cl .
¢
“ "
7T\ '
([ / * “‘,
l'\\nvl ey .‘ " : yI
‘.\.‘ Ll — ' ¢ \ |
\ o | P \3
\',#Y ‘. | J
- \
: & H

Figura 2.1 Imagens exemplificativas de sistemas de entrega de farmacos (SEF) a) SEF de alginato; b)
Imagem obtidas por SEM do SEF de alginato e CNF (Curto et al, 2016) e c) SEF, resultante de “swelling”
(adaptado de Coelho et al, 2010).

Os polimeros naturais, incluindo o colagénio, quitosano, alginato, amido e celulose, tém
recebido atencao crescente para varios usos em aplicacoes biomédicas e farmacéuticas. A
celulose, em particular, tem sido objeto de intensa pesquisa devido a sua biodegradabilidade,
sustentabilidade e biosseguranca. Os polimeros sdo por isso utilizados numa série de materiais
e dispositivos biomédicos e farmacéuticos, englobando dispositivos curativos para feridas,
implantes médicos, administracao de farmacos controlando a taxa de libertacdo dos mesmos

e “Scaffolds” para a engenharia de tecidos (Jorfi e Foster, 2015).



2.2. Celulose

A celulose (C¢H100s) o, onde n é o grau de polimerizacao é um polimero ou homopolissacarideo
fibroso, resistente, linear, composto por unidades de D-anidroglucopiranose ligadas por
ligacoes B-(1-4)-glicosidicas, de acordo a figura 2.2, assumindo uma conformacao em cadeira
com sucessivos residuos de glicose que rodam num angulo de 180° sobre o eixo molecular e
também grupos hidroxilos numa posicao equatorial (Lin e Dufresne, 2014). Sendo que os dois
anéis glicosidicos, invertidos entre si, formam uma unidade de celulose denominada celobiose

de acordo a figura 2.3 (Klemm et al, 2005).
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Figura 2.2. Representacdo esquematica da estrutura quimica e das ligacdes de hidrogénio intra e

intermolecular na celulose. elaborado no programa Chemsketch (versao 11.02).

HO

OH

Figura 2.3: Unidade de Celobiose, elaborado no programa Chemsketch (versao 11.02).

A celulose é o polissacarido mais abundante na terra e tem sido utilizada para uma ampla
gama de aplicacées devido a sua renovabilidade, biocompatibilidade e biodegradabilidade
(Chen et al, 2006). Essas propriedades sao as razdes pelas quais, durante a década passada,

foram desenvolvidos bio aerogéis de celulose (Saelices et al, 2016). A celulose proveniente
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das plantas pode ser considerada uma fonte inesgotavel de materiais biodegradaveis e de

grande capacidade para a modificacao quimica (Zeni et al, 2015).

Os polissacarideos sao considerados materiais poliméricos promissores na preparacao de

nanoparticulas para sistemas de administracao de farmacos (Butun et al, 2011).

2.3. Nanocelulose

Com o surgimento e o desenvolvimento da nanotecnologia, a celulose, o polimero natural
mais antigo e importante na terra, atrai atencao na forma de "nanocelulose”. A nanocelulose
é descrita como proveniente de celulose nativa (encontrada em plantas, animais e bactérias)
quando composta pelo material de estrutura nanométrica. Ela é obtida a partir da celulose
nativa e sua utilizacdo como material biomédico, deve-se a sua biocompatibilidade,

biodegradabilidade e baixa toxicidade (Lin e Dufresne, 2014).

A familia de nanocelulose pode ser dividida em trés tipos: nanocristais de celulose (CNC);
celulose nanofibrilada (CNF), com outras designacdes tais como nanofibrilas de celulose (NFC)
ou celulose bacteriana (BC) (Lin e Dufresne, 2014). Estas variedades podem diferir na fonte
de matéria-prima utilizada, bem como no método utilizado para a sua obtencao, sendo que a

sua escolha influencia tanto o seu tamanho como as suas propriedades (Peng et al, 2012).

A tabela 2.1 facilita a comparacao dos tipos de celulose e a distribuicao das suas dimensées,

confirmadas por microscopio e analise de imagem (Osong et al, 2016).

Tabela 2.1. Dimensdes de nanomateriais celuldsicos, adaptado de (Osong et al, 2016).

Nanomateriais Largura (nm) Comprimento (nm) Aspect ratio
celulésicos (comprimento/largura)
Nanocristais de 2-20 100-600 10-100

celulose (NCC)

Celulose 10-50 pm 0,5-3 mm 30-100
Microfibrilada (CMF)

Celulose 2-10 >10000 >1000
Nanofibrilada (CNF)

Celulose Bacteriana 10-40 >1000 100-150
(CB)




Devido a sua biocompatibilidade, biodegradabilidade, baixo custo e facil disponibilidade, a
nanocelulose encontra aplicacdo em campos de investigacGes diferentes. No campo
biomédico, os cientistas podem aproveitar a resisténcia da nanocelulose, que a torna
adequada em diferentes aplicacoes, como a regeneracao oOssea. Em combinacdo com
diferentes materiais pode promover a regeneracao da pele de diferentes maneiras. O uso de
materiais a base de nanocelulose como dispositivos de administracao de farmacos nao se
limita aos medicamentos convencionais aprovados pela FDA, este pode ser estendido também
a novas classes de moléculas terapéuticas, como as provenientes dos Oleos extraidos de

plantas medicinais ou materiais genéticos como siRNAs (Halib et al, 2017).

2.4, Celulose Nanofibrilada (CNF)

A CNF, que se pode visualizar na figura 2.4, é uma dispersao altamente viscosa em forma de
gel a concentracgdes relativamente baixas, isto é, uma suspensao aquosa a 1-2% (Besbes et al,
2011). Este gel forma-se devido ao forte aumento da area superficial especifica e,
consequentemente, ao maior numero de ligacdes de hidrogénio (provenientes dos grupos
hidroxilo) para o mesmo volume em comparacao com fibras celuldsicas nativas (Missoum et
al, 2013).

Figura 2.4. Imagem de um gel de CNF

A CNF pode ser obtida pela desintegracao da celulose quando submetida a um processo
mecanico de homogeneizacdo, no qual ndo é degradada, promovendo a exposicao e abertura
das superficies anteriormente situadas no interior das fibras, as fibrilas e as microfibrilas
(Turbak et al, 1983 citados por Andresen et al, 2006; Gardner et al, 2008; Kolakovic et al,
2011). A CNF pode ser obtida através de varios processos, destacando-se os tratamentos
mecanicos das fibras de pastas, que consistem na refinacio e em processos de

homogeneizacao a alta pressao, alternados por tratamentos quimicos ou enzimaticos. Alguns



destes processos produzem a CNF mais longa, mas menos uniformemente dimensionada e
menos cristalina. E possivel obter a CNF com dimensées mais uniformes utilizando uma
oxidacao com TEMPO (o radical de 2,2,6,6-tetrametilpiperidina-1-oxilo) seguido de
desintegracdo mecanica mais suave (Besbes et al, 2011). De uma forma geral, as técnicas
para producao de CNF, necessitam de combinar dois ou mais dos métodos de tratamento,
quer seja devido ao baixo rendimento do material nanofibrilado face ao microfibrilado ou
devido ao elevado gasto energético. Atualmente, pode aplicar-se um pré-tratamento quimico,
mecanico ou enzimatico e por fim um tratamento de nanofibrilacdo (Chinga-Carrasco et al,
2011).

A CNF tem varias vantagens, tais como diametro pequeno, biocompatibilidade, possibilidade

de funcionalizacao e alta resisténcia (Gonzalez et al, 2002).

2.5. Carboximetilcelulose (CMC)

A carboximetilcelulose figura 2.5 é um polissacarideo solivel em agua possuindo grupos
carboxilato e hidroxilo que permitem que este polissacarideo "verde" e barato, exerca fortes
interacdes com particulas de metal (Butun et al, 2011). A sua férmula empirica é [C¢H1o-
x05(CH,CO;) x],, onde o grau de substituicdo é representado por “x” e o grau de
polimerizacao por “n”, sendo o fator que afeta a viscosidade (Varshney e Naithani 2011;
Nobrega e Amorim, 2015). Este polimero tem estabilidade quimica elevada, é seguro, nao
toxico, biocompativel, biodegradavel e solivel em agua com grupos carboxilato e hidroxilo,

uma vez que permite interacdes com particulas metalicas (Butun et al, 2011).

HO,CCH,O
HO,CCH,O SN
2 2
N
OCH,CO,H
— ——1n

Figura 2.5. Estrutura molecular de uma unidade de CMC (elaborado no programa Chemsketch v.11.02).

A CMC é produzida quando os grupos hidroxil sdao substituidos pelo grupo carboxilmetil
(Charpentier, 1997 citado por Halib et al, 2017). A CMC é um dos derivados importantes da

celulose pois tem boa solubilidade, elevada estabilidade quimica, ndo é toxica, é hidrofilica,



biocompativel e biodegradavel (Jorfi e Foster, 2014). A CMC em sido utilizado em sistemas de
entrega de farmacos, de diferentes formas, por exemplo, para formar uma matriz de
microgel, ou como polimero muco-adesivo utilizada em sistemas de administracdo de

farmacos nasais (Shanker et al, 2009).

2.6. Celulose Microfibrilada (CMF)

A celulose microfibrilada, ver figura 2.6, € uma matéria prima natural biocomptivel,
renovavel, uniforme e altamente cristalina (Hentze, 2010; Yano et al, 2007). A CMF obtém-se
por desfibrilacdo mecanica da celulose, que gera fibrilacdo da parede celular, modifica as
suas propriedades estruturais e de superficie, bem como a suas dimensodes (Henriksson, 2008;
Yano; Nakagaito, 2004).

grupo redutor

OH 7
OH 0 OH
HO 10 HO OH
HO HO 0
0
OH OH 0
- Jn-2 OH

grupo nio redutor

Figura 2.6. Estrutura molecular da CMF, elaborado no programa Chemsketch (v.11.02).

Existem diferentes processos de obtencao de celulose modificada, entre eles, os métodos
mecanicos de homogeneizacdo, microfluidizacdo, micro-moagem (desfibrilacdo) e
“cryocrushing” (maceracdo a baixas temperatura), cada um com suas vantagens e
desvantagens (Spence et al, 2010). Estes podem combinar-se com métodos de tratamentos

enzimaticos, hidrélises acidas e carboximetilacao (Henriksson, 2008).

O processo de micro-moagem ou desfibrilacdo mecanica é feito por um moinho que produz a
fibrilacao externa das fibras, descascando as camadas externas da parede celular e expondo
as camadas mais internas (Yano; Nakagaito, 2004). Esse fenémeno ocorre porque as fibras de
celulose sao forcadas por meio de uma abertura entre um disco rotativo e um disco estatico,

que geram forcas de cisalhamento que quebram as ligacdes de hidrogénio (Plackett, 2010).

As fibrilas de CMF podem atingir diametro na faixa de 0,1-5um e comprimento de 5 a 50um
(Chakraborty et al 2006; Torvinen et al., 2011). Por sua vez, a CNF pode atingir diametros de

5 a 50 nm e comprimento de 10nm a 100um, dependendo dos parametros de preparacéao, tais
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como o numero de vezes que o material passa pelo moinho (Hentze, 2010; Henriksson, 2008;
Wang, 2006; Sain, 2007; Spence et al ,2010).

Para padronizar podemos definir como CMF materiais obtidos através de processos mecanicos
que originam fibrilacdo com diametro na faixa de 25 a 100um de largura, fibrilas 0,5-5um e
celulose nanofibrilada com diametro que pode variar de 5 a 30nm (Sehaqui et al, 2011). As
CMF e CNF possuem varias propriedades interessantes, como uma area de superficie
especifica elevada, alta resisténcia e rigidez, baixo peso, biodegradabilidade e
renovabilidade, tendo aplicacdes em produtos cosméticos e farmacéuticos (Winuprasith et al,
2013). As fibras celulosicas em micro e nano escala sao atraentes para substituir fibras
artificiais e como reforcos para produzir produtos ecologicos (Khalil et al, 2011). Verifica-se
que as micro e nanofibras de celulose evidenciam propriedades de resisténcia e formacao de

redes, importante para o reforco em compésitos (Siré e Placket, 2010).

2.7. Alginato

O alginato, ver figura 2.7, é um polissacarideo natural que apresenta excelente
biocompatibilidade e biodegradabilidade, tendo diversas aplicacées no campo da biomedicina
(Xu et al, 2007; Hua et al. 2010; Lee, Mooney., 2012). O alginato é utilizado em materiais de
“Scaffold” tridimensionais aplicaveis, tais como hidrogéis, microesferas, microcapsulas,
esponjas, espumas e fibras. Este polimero é isolado a partir de algas castanhas
(Phaeophyceae), as quais sao extraidas com uma solucdo alcalina diluida que solubiliza o
acido alginico presente, podendo ser convertido num sal do qual o alginato é a forma
principal atualmente utilizada (Tonnesen e Karlsen 2002). O alginato pode ser facilmente
modificado através de reacdes quimicas e fisicas para obter derivados com varias estruturas,

propriedades, funcoes e aplicacoes (Sol e Tan, 2013).

O papel convencional do alginato na farmacologia inclui servir como espessante, formador de
gel e agentes estabilizantes, uma vez que o alginato pode desempenhar um papel significativo
em produtos farmacologicos de liberacao controlada. As formas de dosagem orais sao
atualmente o uso mais frequente de alginato em aplicacées farmacéuticas, mas o uso de
hidrogéis de alginato como depdsitos para administracdo localizada de drogas em tecidos esta
crescendo. Os biomateriais a base de alginato podem ser utilizados como sistemas de entrega
de medicamentos e transportadores de células para engenharia de tecidos (Lee e
Mooney.,2012).
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Figura 2.7: Estrutura molecular do Alginato elaborado no programa ChemSketch ( v.11.02)

2.8. Propriedades medicinais do 6leo de eucalipto

A principal caracteristica medicinal do o6leo Eucalyptus globulus é a sua acado terapéutica
sobre o sistema respiratorio pois possui atividade expetorante, antisséptica das vias aéreas e
fluidificante da secrecao bronquial (Alonso, 1998), além da acdo desinfetante (Dayal e Ayyar,
1986; Betts, 2000), antimalarica (Corréa, 1984), analgésica, anti-inflamatodria (Silva et al,

2003) e antimicrobiana (Cimanga et al, 2002).

Um dos principais componentes do 6leo de eucalipto é o eucaliptol (1.8-cineol) ou 1,3,3-
trimetil-2-oxabiciclo [2,2,2] octano figura 2.8. O dleo de eucalipto é volatil, incolor e
frequentemente usado como agente aromatizante ou expectorante. Além disso, € um
componente multifuncional que possui propriedades bactericidas e antifingicas (Shahi et al,

2000).

CH

HsC CHg

Figura 2.8. Estrutura quimica do eucaliptol ou 1,8- cineol, elaborado no programa Chemsketch
(v.11.02).

Estima-se que cerca de 3000 oleos essenciais sdao conhecidos, dos quais 300 sao
comercialmente importantes, especialmente para as indUstrias farmacéutica e cosmética. Os
oleos essenciais parecem apresentar propriedades medicinais para tratar uma ou outra

disfuncédo organica ou doenca sistémica (Silva et al, 2003; Hajhashemi et al, 2003).
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O papel dos 6leos essenciais encontrados nas plantas esta relacionado com a sua volatilidade,
pois, por meio dessa caracteristica, agem como sinais de comunicacdao quimica com o reino

vegetal e como arma de defesa contra o reino animal (Cardoso et al, 2004).

Eles sdo sollveis em lipidios e em solventes organicos, com uma densidade geralmente menor
do que a da agua, onde eles representam uma parte importante da farmacopeia tradicional
(Bakkali et al, 2008).

As propriedades farmacoldgicas atribuidas aos oleos essenciais sdao diversas e algumas sao
preconizadas por apresentarem vantagens importantes quando comparadas a outros
medicamentos, como por exemplo, a sua volatilidade, que os torna ideal para uso em
nebulizacdes, banhos de imersao ou simplesmente em inalacées. A volatilidade e o baixo peso
molecular de seus componentes possibilitam que eles sejam rapidamente eliminados do

organismo através das vias metabolicas (Bandoni e Czepak, 2008).
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CAPITULO IIl. PARTE EXPERIMENTAL

3.1. Materiais

Para a realizacao deste trabalho, foram usadas diferentes materiais tais como, Fibras de
celulose Kraft branqueada de Eucalyptus globulus em forma de pasta, que foi fornecida pela
Unidade de investigacdo FibEnTech da Universidade da Beira Interior. A Celulose
nanofibrilada (CNF) e o Oleo essencial de Eucalyptus globulus foram cedidos pela orientadora
Professora Doutora Joana Curto, pertence a Unidade de investigacao FibEnTech da
Universidade da Beira Interior. A Carboxilmetilcelulose (CMC) é Sigma-Aldrich, tendo alta
viscosidade (1500-3000) cP em 1% H,0 (25°c) e pureza analitica. O Alginato de sodio e o
Cloreto de calcio (CaCly) sao da BDH Chemicals Ltd, England. A Celulose microfibrilada (CMF)

foi produzida por nds no laboratorio tecnoldgico de pasta, papel. O Glicerol é da Merck.

3.2. Métodos

3.2.1. Determinacao do teor de matéria seca (TMS)

Usou-se uma balanca de infravermelho marca Mettler, modelo LJ16 Moisture analyzer, para
determinar o TMS das varias amostras em estudos. Colocou-se uma quantidade de amostra na
balanca. A determinacdo do teor de matéria seca (TMS) em amostras aplica-se a materiais
humidos ou higroscopicos sujeitos ao aquecimento em condicdes controladas de laboratorio,

extraindo toda a agua possivel, para se obter um material completamente seco.

3.2.2. Desintegracao para formacao de folhas de celulose.

Para desintegrar as fibras usaram-se 30 g de pasta Kraft seca de eucalipto, ver figura 3.1.
Estas foram hidratadas durante 24 horas em 2| de agua desmineralizada, posteriormente
desintegraram-se a 30000 revolucao num desintegrador de laboratério, e de seguida
adicionou-se a solucao em suspensao num balde com 6l, perfazendo um total de 8l.
Posteriormente colocou-se em agitacao com velocidade regular, com a finalidade de tornar as
fibras mais soltas. Retirou-se um volume da suspensao de fibras e utilizando o formador
dindmico de folha constituido por um cilindro e uma valvula de controlo do escoamento de
agua. O cilindro possui na base uma teia onde se depositam as fibras que dao origem as
estruturas fibrosas, obtém-se a folha. As folhas sdao empilhadas em aros de secagem, e secas
sob tensao em ambiente condicionado, seguindo a norma ISO 5269 e com adaptacao na

mesma a obtencao de estruturas nao prensadas.
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Figura 3.1. a) Imagem da celulose Kraft. b) Imagem do Desintegrador.

3.2.3. Refinacao para a obtencao da celulose microfibrilada (CMF)

A refinacao das pastas fez-se a 10% de consisténcia no refinador PFI, ver figura 3.2, durante
9000 revolucdes. O refinador consiste num disco rotatorio (o rotor) e um disco fixo com uma
abertura ajustavel entre eles, para que por meio do contato mecéanico entre as fibras de
celulose estas sejam desfibriladas, ou seja se libertem fibrilas da parede das fibras. A
distancia entre os discos foi ajustada em cerca de 0,1mm. Apds as 9000 revolucoes pelo PFI
MILL, desintegrou-se a pasta em dois litros de agua desmineralizada, durante 10000

revolucées no desintegrador e obteve-se uma suspensao de celulose microfibrilada.

Para a producéo de folhas utilizou-se o formador estatico de estruturas isotropicas. As folhas

foram empilhadas para secagem em arcos e colocadas no laboratério condicionado.

Figura 3.2. Imagem do equipamento PFl , mostrando o rotor e o interior do disco fixo.
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3.3. Caraterizacao fisicas das estruturas das suspensdes

fibrosas.

3.3.1. Biometria das fibras de Eucalyptus globulus

As matérias primas selecionadas para este estudo foram fibras de celulose nao refinadas e
refinadas. Com esta selecao, pretendeu-se as medir dimensdes de fibras com diferentes
comprimentos e a massa linear das fibras, utilizando o analisador de fibras Morfi da Techpap
versao 7.9.5. O sistema é composto por uma célula de medida, tanque de diluicdo, bomba,
esgoto e cubo que estdo ligados a um computador e a composicdo basica do equipamento
pode ser visto na (figura 3.3). Procedeu-se 1° a colocacao de 500 ml que corresponde a 0,2 g
de fibras de celulose em suspensdao nao refinada no cubo e de seguida com o auxilio do
computador faz-se o0 manuseamento e posteriormente observa-se no visor do computador a
leitura automatica das medicoes feitas pelo programa e 2° colocou-se 383 ml que corresponde
a 0,2 g de fibras de celulose em suspensao refinadas no cubo seguindo os mesmos

procedimentos para obtencao das dimensdes das fibras em estudo.
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Figura 3.3. A) Imagem do computador e B) imagem dos componentes do Analisador Morfi (Fonte:
TechPap).

(:.

3.3.2. Drenabilidade

A caraterizacdo das fibras envolve a medicdao da resisténcia a drenagem das fibras em
suspensao. O procedimento foi feito de acordo a norma ISO 5267. Utilizando o equipamento
de medicao, grau Schopper-Riegler (°SR) figura 3.4 colocou-se na 1% fase 1000 ml em

suspensao de 2,0 g de fibras de celulose nao refinada e na 2? fase colocou-se em suspensao as
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mesmas quantidades de fibras de celulose refinadas, onde foram filtrados através de uma tela

do equipamento num recipiente padronizado a uma temperatura de 20°C supervisionado com

um termometro.

Suspensdo de fibra

Peneira

!|||/ ~ Funil
Orificio lateral ‘ | M.-

v‘\ / ) Orificio inferior

°SR

TrrrrrrrorrT

Figura 3.4. A) Equipamento de medicao do grau Schopper - Riegler e B) componentes do medidor °SR

3.3.4. Propriedades estruturais da folha

A gramagem pode ser descrita como a massa da folha por unidade de area e expressa-se em
gramas por metro quadrado (g/m?). Determinou-se, segundo a norma ISO 536. Produziram-se
estruturas em folha de 60 g/m?. A medicao foi feita através da pesagem das amostras em uma
balanca analitica, marca Mettler, modelo Toledo AG104. Para determinar a espessura
utilizou-se um micrometro de marca Adamel Lhomargy figura 3.5 que possui duas placas,
sendo uma fixa e a outra movel seguindo a norma ISO 534, realizou-se em 3 leituras em cada

amostra, sendo o resultado em média expresso em pm de acordo a tabela 4.5

Figura 3.5. Equipamento de medicdo de espessura, Micrometro
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3.3.5. Porosidade

Um dos parametros mais importantes da estrutura macroscopica do meio poroso € a
porosidade, geralmente definida como a razao entre o volume total de poros ou volume vazio
e o volume aparente da amostra porosa (Dullien, 1992 citado por Sereno et al, 2007). Sua
determinacao requer o conhecimento do volume total ou aparente e do volume vazio incluido
na matriz do material; sua diferenca também é conhecida como o volume da folha, de acordo

a equacao seguinte:

Volume total-volume do vazio *100

Porosidade =

volume total

De salientar que o valor médio da porosidade global estdao apresentados na tabela 4.5 e os

calculos encontram-se em apéndice: c.
3.3.6. Determinacao superficial das estruturas em folha pelo angulo de contato

As estruturas 3D de celulose + CMC e CMF + CMC obtidas, foram submetidas a ensaios fisicos,
para determinar o angulo de contato, que ¢ indicativo da hidrofobicidade e hidrofilicidade da
superficie das estruturas 3D. Colocou-se uma gota de agua desionizada sobre a superficie das
estruturas 3D, previamente condicionado, com o auxilio de uma seringa acoplada ao sistema
de medicao do angulo de contato. A formacdo da gota e o angulo obtido na superficie das
estruturas 3D é registado em imagem capturado por uma camara e os calculos sdo efetuados
pelo programa Angle Calculator (American et Standard, 2003) marca contact Angle system

OCA, a figura 3.6. Este processo ¢ realizado a temperatura de 22°C e humidade controlada.

Figura 3.6. Imagem do equipamento de medicdo do angulo de contato
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3.3.7. Microscopio electrdnico de varrimento (MEV)

Para analisar a morfologia das estruturas produzidas, recorreu-se ao microscopio electronico
de varrimento Hitachi S-3400 N, do Centro de 6tica da Faculdade de Ciéncias de Salde da
Universidade da Beira Interior. A utilizacdo desta técnica implica recorrer a um programa de
analise de imagem, para visualizar e determinar o tamanho de particulas, poros e fibras, na
escala nanométrica. Colocam-se as amostras na porta amostras e revestem-se com uma fina

camada de um metal, o ouro para as tornar condutoras.

A figura 3.7 apresenta a preparacao das amostras de fibras de celulose nao refinada e de CMF

refinada para o MEV.

Figura 3.7. Imagens representativo da preparacdao das amostras para o MEV. 1) Porta amostra de
aluminio com fita adesiva; 2) Amostras cortadas no porta amostra e 3) Porta amostras com respetivo
revestimento de ouro para observacao eficaz e 4) Imagem do MEV da Faculdade de Ciéncias da Salde da
UBI.

3.4. Modelacao molecular dos monémeros de celulose dos
polimeros envolvido, alginato, CMF, glicerol e a molécula

terapéutica eucaliptol

Desenharam-se as estruturas quimicas em 2D recorrendo a varias ferramentas que o programa
o programa ChemSketch da ACD Labs, versao 11.02, disponibiliza. Otimizaram-se as ligacoes e

distribuicdo espacial nas moléculas em 3D.
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3.5. Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de
Fourier acoplada a técnica de Reflexao Total Atenuada (FTIR -
ATR)

A espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR) é um método que
permite caraterizar e identificar os grupos funcionais e os principais constituintes de

substancias, sejam elas sélidas, liquidas ou gasosas.

A espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier acoplada a técnica Reflexao
total atenuada (FTIR-ATR) contribui para analises de amostras solidas e liquidas. Essa técnica
€ usada para identificar grupos funcionais nas moléculas e mede as mudancas que ocorrem

nos raios infravermelhos, devido a sua interacao com a amostra.

Procedeu-se a esta analise quimica para verificar a presenca e intensidade das bandas tipicas
das pastas celuldsicas, pasta Kraft refinada celulose, glicerol, 6leo essencial de eucalipto,
oleo de pinho, alecrim, “tea tree”, grainha da uva e 6leo de rosa mosqueta. As medicdes no
infravermelho foram realizadas em um equipamento de Thermo Scientific, modelo Nicolet IS
10 e software OMNIC e a faixa de andlise de 4000 a 600 cm™, com 32 varrimentos e com uma
resolucdo de 4,0 cm™. As amostras de celulose e CMF foram aplicadas diretamente sobre o
elemento de diamante, previamente limpo com isopropanol e posteriormente a amostra de
glicerol, dleo essencial de eucalipto, 6leo de pinho, alecrim, tea tree, grainha da uva e dleo
de rosa mosqueta foram gotejadas na pasta kraft em estudo. Fez-se uma comparacao com os
espectros da biblioteca do FTIR com o objetivo de identificar os principais componentes
quimicos das amostras analisadas. Antes da obtencao dos espectros das amostras foi realizado

um ensaio de branco.

3.6. Producao do sistema de transporte

Os sistemas de transporte e libertacao controlada produziram-se de acordo o procedimento
adaptado de (Curto et al, 2016). Numa proporcao de 2:1:2 colocou-se num gobelé de 150 ml,
40 ml da solucdao de alginato, 20 ml da solucao de celulose microfibrilada contendo
carboximetilcelulose, 35 ml da solucao de glicerol e 5 ml de 6leo essencial de eucalipto. De
seguida colocou-se a solucao em agitacao constante, por 30 minutos com um agitador numa
frequéncia de 1000 rpm. Noutro gobelé de 80 ml, adicionaram-se 40 ml da solucao de CaCl; e
com o auxilio de uma pipeta de 10 ml, pipetaram-se 9 ml da mistura da solucdo anterior. Esta
solucao adicionou-se gota a gota para a solucao de CaCl, de 40 ml. Com 4,5 ml obtivemos

cerca de 100 esferas que permaneceram na solucao de 40 ml de CaCl; durante 24 horas. Por
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fim filtraram-se e lavaram-se as esferas com agua destilada. De salientar que neste estudo
foram produzidos também, sistemas de transporte em forma de esferas, seguindo os mesmos

procedimentos com as mesmas proporcdes da molécula terapéutica o Oleo de pinho.

3.7. Simulacdo Computacional

A simulacdao computacional foi feita utilizando um programa desenvolvido e validado em
MATLAB® versao 7.9. Este simulador permite criar e analisar matrizes de fibras de celulose,
tendo sido adaptado para varias escalas, e validado para varios nanomateriais poliméricos

porosos com estruturas em 3D (Curto et al, 2011).

0 modelo que esta na base do simulador consiste na deposicao sucessivas de fibras de acordo

a figura 3.6. As etapas podem ser resumidas da seguinte forma:

Definir o espaco usando uma rede 3D cartesiana uniforme de células utlizando o “voxel”
como unidade estrutural;

Criar um ficheiro de entrada com os dados das fibras tais como o comprimento, largura e a
espessura das fibras;

Depositar sucessivamente unidades estruturais na direcao do plano a deposicao das fibras
ocorre com um Unico segmento de fibra ao mesmo tempo. Cada unidade elementar da fibra
ocupa os espacos vazios na malha 3D;

Extracao do plano da rede 3D onde se da a deposicao da fibra ocorre;

Colocacao da fibra na estrutura, de acordo a sua flexibilidade, e com os espacos vazios ou
ocupados que encontra;

Atualizacao da rede 3D guardando a estrutura com a nova fibra.

Repetir o processo até que as fibras formem uma matriz 3D

Figura 3.8. Imagens da deposicdo de uma fibra e localizacao espacial de varias fibras.
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Na figura 3.8 pode-se observar uma fibra que se deposita sobre as outras fibras que ja

estavam a formar a matriz, respeitando os espacos ja ocupados por outras fibras.

3.8. Estudos cinéticos de libertacao do sistema de transporte

produzido utilizando DSC

A calorimetria diferencial de varrimento, mais conhecida pela sigla em inglés DSC
(differential scanning calorimetry), € uma técnica de analise térmica que regista o fluxo de
calor em funcdo da temperatura e que permite realizar estudos cinéticos bem como a
determinacao de temperaturas carateristicas como a temperatura de fusao, cristalizacao,
transicao vitrea ou temperatura de Curie. Permite ainda determinar parametros como a taxa
de cura ou o grau de cristalinidade de um polimero. Outras aplicacoes sao por exemplos, a
determinacao de diagramas de equilibrio, o calor de reacdo, o grau de pureza de um
elemento, a quantificacao de componentes, o estudo da estabilidade térmica ou de reacdes

de oxidacao-reducao, etc.

As medidas de calorimetria diferencial de varrimento (DSC), foram realizadas num
equipamento Netzsch, modelo DSC-204. Analisaram-se separadamente os sistemas de
transporte produzidos contendo as moléculas a transportar, os 6leos de eucalipto e de pinho,
e a pasta Kraft refinada impregnada no 6leo de eucalipto. Utilizaram-se cadinhos de aluminio,
colocadas em atmosfera inerte de nitrogénio (N;), em uma gama de temperatura entre os 18
°C e os 150°C e uma velocidade de 2°C/min™". As amostras foram pesadas e fechadas em
cadinhos de aluminio sem abertura. A amostra e a referéncia sdo aquecidas simultaneamente

e regista-se o diferencial de massa que ocorre entre ambas.

3.9. Formacao de estruturas com a celulose nanofibrilada e

microfibrilada.

Visando desenvolver novos sistemas e estudar a possibilidade da utilizacao da CNF, ou a
mistura de CNF e CMF, produziram-se estruturas em dupla camada contento CNF e CMF. Note-
se que a celulose microfibrilada foi produzida no decorrer deste trabalho enquanto que a
celulose nanofibrilada foi cedida pelo grupo de investigacdao, uma vez que ja tinha sido

produzida e utilizada em estudos anteriores (Curto at al, 2016; Flavia, 2017, Ferreira, 2016).
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CAPITULO IV. APRESENTACAO DE
RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Analise biométricas das fibras

Na tabela 4.1, encontram-se os valores médios para comprimento das fibras, largura e massa

linear das fibras utilizadas neste estudo.

Tabela 4.1. Principais resultados obtidos no Morfi relativamente & morfologia das fibras.

Materiais Estrutura ndo refinada Estrutura refinada
Medidas
Comprimento da fibra ponderado em | 0,8 0,8
comprimento (mm)
Largura (um) 19,3 18,6
Massa linear (mg/m) 0,07 0,07

Alguns pontos interessantes podem ser observados, quando se comparam as diferentes
propriedades morfoldgicas das fibras. As fibras refinadas e nao refinadas apresentam o mesmo
valor de comprimento médio. A largura média da fibra da estrutura nao refinada é superior a
da estrutura refinada que é 18,6pum. O valor para massa linear é de 0,07 mg/m. Os dados
morfologicos obtidos neste estudo estdo em concordancia com os estudos efetuado no grupo

(Martins et al, 2016; Curto et al, 2012).

A Tabela 4.2 apresenta a distribuicao do comprimento das fibras para cada classe da largura
de fibras, obtida no Morfi, para a pasta refinada. Esta tabela fornece informacao mais
detalhada sobre a populacéo das fibras, pois estas tém dimensées de comprimento e largura

que variam e podem ser analisadas por classes, como esta feito nesta tabela.
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Tabela 4.2 Tabela da distribuicdo do comprimento da fibra para cada classe de largura

Length (mm) Fiber distribution in % (not weighted)
2.00- Level
1.74-2.00
1.49-1.74
1.23-1.49 1
097123 1 2 2 1 2
0.71-097 4 5 5
0.46-0.71 3 6 8 B8 4 4
0.20-0.46 3 B 7 7 4 5
3 10 15 20 25 30
10 15 20 25 30 -
Number of fibers analysed (total): 10636 Wicth (pm)

A figura 4.1 apresenta o grafico do comprimento de fibra ponderado em comprimento das
fibras refinadas, em percentagem. Pode verificar-se a distribuicao do comprimento das fibras

por classes de comprimento.

% Fibers length weighted in length
80

29.1%
i "}#"25.5%

0.20 0.46 0.1 097 123 149 1.74 200
0.46 0.71 087 123 149 1.74 200 -

Average length weighted in length [jim) 815 Classes in mm

Figura 4.1 Grafico de distribuicdo do comprimento da fibras por classes de tamanho.
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A figura 4.2 ilustra o grafico da largura de fibras refinadas distribuidos em percentagem

% Fiber width
90t
- 23.1% 23.4%
i i T 3% 181%
10 2 2 2 30 :
Average width (tm) 21.9 Clessesinpn

Figura 4.2 Grafico de distribuicao da largura de fibras

4.2. Caraterizacao da drenagem pelo grau Schopper-Riegler
(°SR)

Na tabela 4.3 apresentam-se os resultados do grau Schopper-Riegler (°SR) de uma suspensao
de fibras da pasta refinada e nao refinada, tendo os ensaios sido realizados de acordo a
norma ISO 5267.

Tabela 4.3. Grau Schopper-Riegler (°SR)

Estruturas °SR
Pasta refinada 38
Pasta nao refinada 20

Pode concluir-se da tabela 4.3 que o processo de refinacao aumenta o grau Schopper-Riegler
(°SR) da pasta celuldsica. Isto pode ser explicado devido ao tratamento mecanico a que a
pasta foi sujeita. Pois quando uma fibra é refinada torna-se mais flexivel a parede externa
desenvolve fibrilacao, ocorre producao de finos, e todos estes fatores aumenta o tempo de

drenagem e a dificuldade de drenagem. Forma-se uma estrutura mais compacta e com mais
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fibrilas, logo mais area superficial, resultando numa estrutura em que € mais dificil remover a

agua, portanto com menor drenabilidade, e maior °SR.

4.3. Estrutura molecular 3D das principais moléculas

Efetuou-se a modelacao molecular das moléculas principais e os resultados apresentam-se na

tabela 4.4.

Tabela 4.4. Estruturas em 2D e 3D das principais moléculas em uso neste estudo.

Materiais Estrutura em 2D Estrutura em 3D
grupo redutor
OH /
OH 0 OH
CMF HO 0 HO OH
Ho Ho. 0
0
H OH 0
n-) OH
grupo ndo redutor
HO,CCH,0
o o]
CMC
HO,CCH,0 0
OCH,CO,H
n
Alginato

CH
; _ O
Eucaliptol (1,8 R
cineol) . g ¥
OH
Glicerol Ho\)\/OH
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4.4, Caraterizacao das folhas de pasta refinada e nao refinada

A figura 4.3. Apresenta imagens das folhas produzidas com as pastas celuldsicas obtidas, a
pasta Kraft ndo refinada e a pasta refinada, ambas com a adicao de diferentes concentracdes

de carboximetilcelulose 0,1; 0,01 e 0,001 % m/v respetivamente.

Figura 4.3. Imagens das estruturas de: a) Pasta Kraft nao refinada e b) Pasta Kraft refinada.

Verifica-se que, para as pastas celuldsicas obtidas, a pasta Kraft nao refinada apresentam
estruturas mais irregulares, rugosas enquanto que a pasta kraft refinada apresentam
estruturas mais compactas e uniformes. Isto pode ser explicado devido o processo de
refinacao que a pasta sofreu. De salientar que os resultados obtidos com a refinacao da pasta
Kraft estao de acordo com os resultados de outros estudos em que se obteve CMF (Yano e
Nakagaito, 2004; Siré e Plackett, 2010).

4.5, Caraterizacao das estruturas em folha

Na tabela 4.5 apresentam-se os resultados obtidos para os ensaios fisicos de caraterizacao das
folhas de pastas Kraft nao refinadas e refinadas, tendo como aditivo a CMC. De ressaltar que

a densidade da celulose é de 1,5 g/cm?®.
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Tabela 4.5. Massa, espessura e porosidade e angulo de contato.

Material CMC Espessura Massa Porosidade Angulo de contato (°)
(m/v) (mm) () %
Pasta Kraft
~ . 77
nao refinada 0,1 0,194 1,3622 30-36
Pasta Kraft
= . 77
ndorefinada 0,203 1,4053 30-36
Pasta Kraft
ndorefinada o, 0,205 1,417 78
(Sem significado)
Pasta 0,111 1,414 45
. 58
refinada
Pasta Kraft 0,1 0,146 1,391 41
. 69
refinada
Pasta Kraft 0,01 0,144 1,43 45
. 67
refinada
Pasta kraft 0,001 0,146 1,397 45
. 68
refinada

De uma forma geral, na tabela 4.5 pode-se perceber que a porosidade global da pasta Kraft
nao refinada é superior a porosidade global da pasta Kraft refinada obtida. Pode verificar-se
que na pasta Kraft refinada a adicao de CMC origina estruturas mais hidrofilicas, com valores
de angulo de contato inferiores. Os valores do angulo de contato da pasta Kraft nao refinada
oscilam pois por serem estruturas muito porosas a penetracao é muito rapida e da origem a

valores irregulares na medicao.

Caraterizaram-se as folhas de papel de pasta refinada e nao refinada através de imagens
obtidas por MEV. Na figura 4.4 apresenta-se uma imagem da pasta refinada em que é visivel a
fibrilacdo, podendo concluir-se que as fibrilas tém dimensdes micro e se pode designar esta
pasta por pasta de celulose microfibrilada (CMF). Nas folhas obtidas com a celulose depois da
refinacao podem visualizar-se varias fibrilas com dimensdes micro, nesta imagem esta
selecionada uma fibra com a dimensao de 5,57um, encontram-se nesta folha varias fibrilas de

dimensoes inferiores.
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LME/CO-UBI 15.0kV 7.9mm x50

SE 12/5/2017 100um
Figura 4.4 Imagem do MEV da folha de pasta Kraft refinada com medicao da largura das fibras em que se

pode visualizar a fibrilacao da pasta (ampliacao de 500x).

As figuras 4.5 e 4.6 sao imagens obtidas por microscopia electronica de varrimento da pasta

Kraft refinada e da pasta Kraft nao refinada para as concentracées de CMC de 0,01% m/v.

<€
£

':— -
|

ME/CO-UBI 15.0kV 7.4mm x500 SE 12/5/2017 100um

Figura 4.5.a) Imagem do MEV da folha de pasta Kraft refinada com medicao da largura (ampliacdao de
500x);
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LME/CO-UBI 15.0kV 8.3mm x500 SE 12/5/2017

Figura 4.5.b) Imagem do MEV da folha de pasta Kraft refinada com medicao dos poros (ampliacao de
500x).

LME/CO-UBI 15.0kV 5.2mm x200 SE 12/5/2017 200um

Figura 4.5.c) Imagem de MEV da espessura da folha de pasta Kraft refinada com medicao dos valores da
espessura da folha (ampliacao 200x).

28



o

505 i

LME/CO-UBI 15.0kV 8.6mm x500 SE 12/5/2017

Figura 4.6.a) Imagem do MEV da folha de pasta Kraft ndo refinada com medicdao das dimensoes das
larguras de fibras (ampliacao de 500X).

Figura 4.6.b) Imagem do MEV da folha de pasta Kraft nao refinada com medicao das dimensoes dos poros

(ampliacao de 500X).
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LME/CO-UBI 15.0kV 5.4mm x100 SE 12/5/201'7

Figura 4.6.c) Imagem do MEV da espessura folha de pasta Kraft ndo refinada com medicao da espessura
da folha (ampliacao de 100 X).

A partir das imagens obtidas por MEV da pasta Kraft refinada, figura 4.5.a) podem retirar-se
dimensdes representativas de algumas fibras no plano xy. Verifica-se que o maior valor da
fibra medida foi de 8,52um e o menor foi de 4,44um. A figura 4.5.b) apresenta também no
plano xy e tem valores das dimensdes dos poros, sendo o maior valor medido de 13,0pm e o
menor de 4,76pum. Na figura 4.5c) encontra-se o plano z, ou transversal, da espessura da folha

sendo o maior valor da espessura da folha medido de 123pm e o menor valor foi de 110um.

As imagens 4.6 sao de pasta Kraft nao refinada, comparando estas imagens com as da pasta
refinada pode verificar-se as diferencas entre as duas pastas e o efeito da refinacao sendo
evidentes as modificacées na porosidade da estrutura. A pasta nao refinada apresenta uma
estrutura mais aberta, mais porosa e com uma grande diferenca nos valores da espessura
(345pm para a pasta nao refinada e 110 ym para a pasta refinada). Verifica-se que as fibras
das pastas refinadas se encontram fibriladas, sdo mais flexiveis e dao origem a folhas com
menor espessura e porosidade. A figura 4.6.a) apresenta a dimensao das fibras no plano xy
para a pasta nao refinada, onde o maior valor da fibra medida foi de 16,6pum e o menor foi de
5,95um. A figura 4.6.b) apresenta a dimensao dos poros no plano xy com o valor maior de
18,3um e o menor foi de 10,3um. A figura 4.6.c) tem as dimensdes das espessuras no plano z,

sendo o maior valor da espessura medido foi de 387um e o menor valor foi de 317um.

Os resultados indicam que as folhas de pasta Kraft refinadas apresentam porosidade e

espessura da folha inferiores as folhas de pasta de fibras de celulose nao refinadas.
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4.6. Estudo da composicdo Quimica dos 6leos essenciais

Utilizou-se a técnica de Infravermelho (IV) para analisar diretamente a superficie dos
materiais celulésicos e composicao quimica de alguns O6leos conhecidos pelas suas
propriedades medicinais. Numa primeira fase escolheram-se o 6leo essencial de eucalipto,
oleo de pinho, alecrim, “tea tree”, grainha da uva e 6leo de rosa mosqueta. Com a analise
por FTIR-ATR obtiveram-se os espectros e a identificacdo dos componentes recorrendo a base
de dados figura 4.8. Selecionaram-se dois 6leos para a incorporacdo nos sistemas de entrega,
o Oleo de eucalipto e o de pinho, pela sua importancia medicinal e por se tratar de 6leos
provenientes da extracado a partir das folhas de duas espécies de arvores abundantes. Os 6leos
essenciais sdo misturas complexas de compostos organicos de baixo peso molecular, extraidos
por destilacao a vapor, hidrodestilacao ou extracao de solvente (Nakatsu et al, 2000). No caso
do oleo de eucalipto, entre os varios componentes quimicos ativos ou volateis destacam-se: o
eucaliptol ou 1,8-cineol, 2-pineno, 3-sinemo, 2-terpinol e borneol, que sao frequentemente

usados em preparacdes farmacéuticas (Husain, et al, 2013; Carsen et al, 2006).

Na figura 4.7 apresentam-se os espectros obtidos no infravermelho do o6leo de eucalipto,
podendo identificar-se a presenca do eucaliptol. Esta € uma das moléculas com propriedades

medicinais que sera incorporada no sistema de transporte de moléculas.
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Figura 4.7 Espectro de absorcdo na regidao do IV para amostra de pasta Kraft refinada + o6leo de

eucalipto.
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10 11 4578  2.6.10.14-TETRAMETHYLPENTADECANE. 96% Aldrich Vapor Phase Sample Library

Figura 4.8 Espectro comparativo de absorcdo na regido do IV da pasta Kraft refinada + 6leo de eucalipto

com os espectros dos compostos encontrados na biblioteca do FTIR.

Na figura 4.8 encontram-se os resultados da pesquisa na base de dados. Ao comparar o
espectro da CMF+ oleo de eucalipto com o da biblioteca, pode se verificar que algumas
bandas sao similares as do espectro de absorcdo na regiao do IV dos compostos encontrados

na biblioteca e o espectro do 6leo de eucalipto.

Apesar do oleo de eucalipto ser uma mistura de varios compostos complexos, sao sugeridas as
seguintes atribuicdes vibracionais para as bandas principais de acordo com figura 4.7 do
espectro de absorcao na regiao do IV para amostra de CMF + éleo de eucalipto. Entre 814,20 e
1644,66 cm’', sdo evidenciadas diversas bandas de deformacao angular de C-C e C-H

alifaticos.

Ainda pelo método de FTIR-ATR, foi possivel analisar diretamente a superficie da pasta Kraft
refinada utilizado neste estudo, cujo o espectro de infravermelho (IV) esta apresentado na

figura 4.9.
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Figura 4.9 Espectro de absorcao FTIR_ATR para pasta Kraft refinada

Através da analise do espectro IV da pasta kraft refinada, como se pode observar na figura 4.9
o espectro da pasta Kraft refinada, apresenta a banda de 3324,11 cm™ na regido do
infravermelho corresponde ao grupo (-OH), em 2896,04 cm™ é atribuida ao grupo C-H e entre
1161,93 - 1106,62 cm™ atribuida ao grupo ou ligacdes C-O-C bandas carateristicas da celulose

e em 1053,30 -1030,40 cm™ é referente a ligacdes - glicosidicas entre unidades de glicose.

4.7. Obtencao e caraterizacao do sistema de transporte

O sistema de transporte foi obtido de acordo o procedimento adaptado de (Curto et al, 2016),
descrito no ponto 3.6 do capitulo Il da parte experimental e que se apresenta no esquema da

figura 4.10.
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Figura 4.10. Esquema representativo do processo de obtencao dos sistemas de transporte de moléculas.
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Uma vez que o dleo de eucalipto pode ser nocivo se estiver em concentracoes elevadas,
escolheu-se o glicerol para proceder a sua diluicao. De realcar que antes da obtencdo do
sistema de transporte, obtiveram-se estruturas na forma esférica com glicerol, 6leo de pinho
seguindo os mesmos procedimento descrito no ponto 3.6 do Capitulo Il da parte experimental
e verificou-se que eram estaveis. Tal como exposto, de seguida produziram-se os sistemas de
transporte de moléculas para as moléculas terapéuticas oleo essencial de eucalipto e 6leo de

essencial de pinho.

4.8. Simulacdao Computacional

Os resultados obtidos na producdo das estruturas 3D por simulacao utilizando simulador de
materiais desenvolvido MATLAB® da pasta Kraft nao refinada e pasta Kraft refinada, sao

apresentados na figura 4.11 a) e figura 4.11 b).
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Figura 4.11 a). Imagens 3D da rede criada em computador da Pasta Kraft nao refinada
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Figura 4.11 b). Imagens 3D da rede criada em computador da pasta Kraft refinada

Este modelo computacional, apos a validacdo, tem varias vantagens, uma vez que os dados
computacionais sao similares aos dados experimentais, comparando a analise da rede 3D
polimérico formado através do simulador e as obtidas no MEV, figura 4.4., pode constatar-se
que sdo similares. Uma das mais valias da obtencdo de estruturas simuladas em 3D ¢é a

possibilidade de obter a porosidade global (Martins et al, 2016; Curto et al, 2011).

4.9. Analise dos estudos cinéticos no DSC

Na figura 4.12. apresentam-se as curvas do resultado obtidos no DSC para o 6leo de eucalipto
(EO_1), do sistema de transporte constituido pela folha impregnada com o 6leo de eucalipto

(STF_EO_1) e o sistema de transporte de molécula (STM_1) desenvolvido neste trabalho.
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[3] NETZSCH DSC 204 STM_1.sdd STM_1 STM 14-05-2018 11:4526 24200 mg 11 18/2. 00(K/min)/150 N2/20 / N2/25 000
Figura 4.12. Grafico comparativo obtido por DSC do sistema de transporte das moléculas terapéuticas do

oleo de eucalipto desenvolvido neste estudo (STM_1), do dleo de eucalipto (EO_1) e do sistema de

transporte constituido por uma estrutura em folha impregnada com 6leo de eucalipto (STF_EO_1).

De acordo a analise do termograma pode verificar-se que o sistema de transporte de molécula
terapéutica (STM_1) desenvolvido tem a capacidade de reter e libertar de forma controlada o
oleo de eucalipto. O éleo de eucalipto tem constituintes muito volateis e que sao libertados
imediatamente quando nao se encontram retidos no sistema de transporte e entrega
controlada como se verifica no perfil do 6leo (EO_1), onde se pode observar um perfil de
libertacdo controlada mais rapida. Quando se utiliza uma folha de CMF impregnada com o6leo
de eucalipto (STF_EO_1) observa-se que a capacidade de retencao € pouca, quando
comparado com o sistema de transporte desenvolvido. Pode concluir-se que o sistema de
transporte de moléculas consegue reter e libertar controladamente as moléculas do o6leo de
eucalipto. De ressaltar que o sistema de transporte de molécula, contendo o 6leo de pinho no

DSC nao se verificou a leitura, por esse fato nao aparece o perfil de libertacao nem os dados
relacionado com esse sistema de transporte no termograma.
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Tabela 4.6. Temperatura das mudancas de fase obtidas por DSC

Amostras 12 faixa de temperatura (°C) 22 faixa de temperatura (°C)
STM_1 20 - 60 70 - 120
STF_EO_1 | e 70 - 109
EO_1 | e 120 - 150

O sistema de transporte de molécula terapéutica (STM_1) revelou ser um sistema polimérico
estavel e com uma libertacdo mais lenta e controlada, pois as moléculas terapéuticas
contidas no oleo de eucalipto estao aprisionadas, o que é uma vantagem no caso de moléculas
volateis. Esse sistema de transporte de molécula terapéutica(STM_1), ver tabela 4.6, exibe
duas etapas de libertacao controlada, a primeira libertacao ocorre a partir dos 20°C, portanto
a temperatura relativamente baixa, o que constituem uma vantagem nas terapias

respiratorias.
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CAPITULO V. CONCLUSOES E TRABALHO
FUTURO

A execucao deste trabalho permitiu alcancar com sucesso os objetivos principais de
desenvolver sistemas de transporte poliméricos porosos 3D a partir de celulose nano e
microfibrilada de Eucalyptus globulus para transporte e libertacao do dleo de eucalipto, para

aplicacées medicinais.

Obtiveram-se e caracterizaram-se pastas Kraft nao refinadas e refinadas a partir da pasta
Kraft de Eucalyptus globulus, podendo concluir-se que as pastas Kraft refinadas se
encontravam microfibriladas. Utilizou-se a CMC como aditivo e os resultados do angulo de
contato indicam que a carboximetilcelulose aumenta a hidrofilicidade das pastas. A
caraterizacao estrutural das folhas comprova que a porosidade global da pasta Kraft nao

refinada é superior a porosidade global da pasta Kraft refinada.

Utilizando o FTIR-ATR pode-se verificar por analise dos espectros, a presenca dos grupos
funcionais, a composicdo do 6leo de eucalipto e a presenca de eucaliptol, bem como a

presenca dos grupos (OH) tipicos da celulose.

Pode-se comprovar pela analise por DSC, que o sistema de transporte de moléculas,
constituido por alginato, celulose microfibrilada, glicerol e 6leo de eucalipto produzido em
forma de esfera, mostrou ter a capacidade de retencao e libertacao controlada das moléculas
terapéuticas. Pode conclui-se que este pode ser utilizado em terapias respiratoria permitindo
a libertacao controlada e melhorando consideravelmente a sua estabilidade, pois por ter
constituintes relativamente volateis, estes acabam por se evaporar muito rapidamente
quando nao se utiliza um sistema de transporte de moléculas. Em trabalhos futuros seria
interessante continuar os estudos e combinar na mesma estrutura CNF e CMF para a obtencao
de sistemas de transporte de moléculas terapéuticas. A otimizacdo da porosidade das
estruturas e estudos in vitro e in vivo irao complementar os estudos realizados neste

trabalho.
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Abstract

The Microfibrillated cellulose (CMF) can be used as a controlled release system due to its high
surface area, biodegradability, high strength and rigidity. The objective consists in developing
3D porous molecule transport systems made from microfibrillated cellulose (CMF) of
eucalyptus globulus for dermal applications. Kraft cellulose pulp and its derivatives, CMF and
carboxylmethylcellulose (CMC) were used as materials. The methodology consisted on the
disintegration and beating of the Kraft cellulose pulp fibers to obtain microfibrillated celulose
fibres and the use of different concentrations of CMC (0.1, 0.01 and 0.001 % m / v). The
characterization of the structures was done by measuring the weight, thickness, porosity and
pore size using ISO Standards and the Scanning Electron Microscope (SEM). The molecule
chosen to be introduced in this transport system is the essential oil of eucalyptus due to its
medicinal properties. The analysis of the results shows that the porosity of the 3D structures
obtained by disintegration is superior to the porosity of the structures obtained by
desintegration followed by refining the fibers. The 3D structures obtained have porosity and
pore sizes that can be optimized for the development of new drug systems containing

therapeutic molecules derived from eucalyptus.

Key words:

Microfibrillated cellulose (CMF), Eucalyptus globulus, Drug Delivery System, Oil essences,

Porosity.
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Abstract

The controlled release of drugs is important so that a suitable concentration of the drug is
maintained in the body for the clinically necessary time and directed at a specific site of
action to avoid side effects. In this work we intend to avoid the release of Diclofenac in the
acidic pH of the stomach (pH of 2) because it is known that has negative effect on the gastric
mucosa. The objective consisted of producing Drug Delivery Systems (DDS) made from
Microfibrillated Cellulose (MFC) for the transport of Diclofenac, allowing its controlled release
in the first part of the intestine, the duodena (pH 6.6). The DDS have been produced using
natural polymeric materials, like alginate, and cellulose derivatives such as Carboxyl
methylcellulose (CMC) and Microfibrillated cellulose (CMF). The Diclofenac will be compared
with other therapeutic molecules to be incorporated in the innovative DDS. The methods to
obtain CMF were based on the disintegration and refining of the cellulose fibers of Eucalyptus
Kraft pulp. The characterization of the structures included the quantification of the fiber and
pore dimensions using the scanning electron microscope (SEM). The affinity with water was
quantified using contact angle technique. It was found that the refining process decreases the
porosity and that, the pore distribution, is fundamental in the kinetics of controlled release

of the drug.

Key words: Microfibrillated cellulose (MFC), Diclofenac, Drug Delivery System, Gastric side

effects, pH controlled release
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APENDICE B: Espectros

Espectro de absorcao na regiao do IV da pasta Kraft refinada + glicerol.
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APENDICE C: Calculos da porosidade

Porosidade =

Volume total—-volume do vazio *4100
volume total

a) Volume do vazio=?

Sendo o volume da celulose igual ao volume ocupado pelas fibras de celulose, tem-se:

Volume do vazio = volume total - volume da celulose

Ora, volume da celulose é calculado com base na relacao da densidade:

_m _ m _ 13622g _ 3
P= ; - Vcelulose - ; = 1,5g/cm3 = 0;908cm

Nota: De acordo a literatura, o valor da densidade ¢ 1,5g/cm3 )

b) Volume total=?

Volume total = Area de base * Altura

—  Vigtar = ®* 1% %h Ora, r?= % = % = 8,1cm
= Viotar = 3,14 * (8, 1)2 xh

- Vtotal =3,14 65, 61 xh

= Viotar =206 xh ora, h = Espessura (cm)

- Viotar = 3,14  65,61cm? « 0,0194cm - Volume total = 3,996cm?
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Conhecendo os dois volumes, pode-se calcular a porosidade:

. 3,996cm3— 0,908cm3 .
Porosidade = 3 *100% — Porosidade = 77,2
3,996cm

Portanto, utilizando um dos valores da espessura e da massa, determinou que a porosidade é
igual a 77,2%

DETERMINACAO MANUAL

ESTRUTURAS NAO REFINADAS

1)

. 1,36,
e Volume vazio= = = 9_-0,908cm3

d 16,2
* Volume total = 7 * % *h (Espessura em cm) r’= 2= =81cm

=3,14 % (8,1)? xh

= 3,14 * 65,61cm? x 0,0194cm - Volume total = 3,996cm’

3,996cm3— 0,908cm3

Porosidade = 3 *100% — Porosidade =77,2%
3,996cm
2)
+  Volume vazio = = = —2¢_-0,933cm3
P 1,5gcm
2 2 _d_162
*  Volume total =  * r“ «xh (Espessura em cm) ré=o=—r-= 8,1cm

=3,14 % (8,1)? xh

= 3,14 * 65,61cm? x 0,0203cm - Volume total = 4,18cm?
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4,18cm3- 0,933cm3 .
3 *100% — Porosidade = 77,6%
4,18cm

Porosidade =

3)
*+  Volume vazio = & = =29_-0,92cm?
P 1,5gcm
2 2 _d_162
*  Volume total =  * r“ xh (Espessura em cm) ré=o=—r= 8,1cm
=3,14 % (8,1)? *h
= 3,14 * 65,61cm? x 0,0205cm - Volume total = 4,22cm?
3_ 3
Porosidade = 222" 092M w1009 Porosidade = 78,19%
4,22cm
ESTRUTURAS REFINADAS
1)
*+  Volume vazio = = = =229_-0,92cm?
P 1,5gcm
2 2 _d_162
* Volume total =  * r“ «xh (Espessura em cm) ré=o=—r= 8,1cm
=3,14 % (8,1)% xh
= 3,14 * 65,61cm? x 0,0146¢cm - Volume total = 3cm?
3_ 3
Porosidade = %*100% — Porosidade = 69,33%
2)

. 1,43
* Volume vazio = = = —%-=0,953cm?
P 1,5gcm
16,2
—=8,1cm
2

]
N
]

* Volume total = 7 * % *h (Espessura em cm) r
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=3,14 % (8,1)? xh

= 3,14 * 65,61cm? x 0,0144cm - Volume total = 2,96cm?

2,96cm3— 0,953cm3

Porosidade = 3 *100% — Porosidade = 67,8%
2,96cm
3)
*+  Volume vazio = & = =229_-0,92cm?
P 1,5gcm
2 2 _d_162
*  Volume total =  * r“ xh (Espessura em cm) ré=o=—r-= 8,1cm
=3,14 % (8,1)? xh
= 3,14 * 65,61cm? x 0,0144cm - Volume total = 2,96cm?
. 2,96cm3- 0,92cm3 .
Porosidade = =" %100% - Porosidade = 68,91%
2,96cm
Material Espessura  Massa Raio Densidade V.total V. vazio Porosidade
Pasta kraft +CMC 0,1% 0,0194 1,36 8,1 1,5 3,99 0,908 77,2
Pasta kraft +CMC 0,0203 1,40 8,1 1,5 4,18 0,933 77,6
0,01%
Pasta kraft +CMC 0,0205 1,41 8,1 1,5 4,22 0,94 78,2
0,001%

Pasta refinada 0,111 1,414 1,5 58
MFC + CMC 0,1% 0,0146 1,39 8,1 1,5 3,00 0,92 69,3
MFC + CMC 0,01% 0,0144 1,43 8,1 1,5 2,96 0,953 67,8

MFC + CMC 0,001% 0,0146 1,39 8,1 1,5 2,96 0,92 68,9
Unidades (cm) (g) (cm) (g/cm*3) (cm*3) (cm”3) (%)
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