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RESUMO 

  

As infecções fúngicas hospitalares oriundas de patógenos do gênero Candida estão associadas 

à formação de biofilmes, os quais estão relacionadas com o aumento na mortalidade de 

pacientes imunocomprometidos. O uso de formulações que apresentem perfil de liberação 

sustentada visa prolongar o período na faixa terapêutica de ativos. A partir dessa problemática, 

a síntese de nanocápsulas de hidroxietilamido via nanoemulsão múltipla se apresenta como 

alternativa, já que sua morfologia “core-shell” possibilita o encapsulamento de ativos que 

apresentam baixa solubilidade em água, como o óleo essencial do cravo (OEC) e o lapachol, 

que apresentam potencialidades terapêuticas, ressaltando a atividade microbiológica do OEC. 

O óleo do cravo bem como o lapachol foram caracterizados quanto à analise estrutural e 

composição, Cromatografia Gasosa acoplada a Espectro de Massa (CG-EM) e Cromatografia 

Líquida de Alta Eficiência (CLAE) respectivamente, além de Espectroscopia de Absorção na 

Região do Infravermelho (FT-IR) e por Ressonância Magnética Nuclear (RMN), para ambos 

os bioativos. As nanocápsulas sintetizadas foram caracterizadas por FT-IR, onde observou-se 

bandas características da formação de poliuretana, oriundas da reação de reticulação do 

hidroxietilamido. Através da Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) e Microscopia 

Eletrônica de Transmissão (MET) pode-se observar a formação da estrutura ‘‘core-shell’’ das 

nanocápsulas, além disso, as análises de Espalhamento de Luz dinâmico (DLS) mostraram 

que as cápsulas sintetizadas apresentaram tamanho inferior a 350 nm, e moderada estabilidade 

coloidal. A eficiência de encapsulamento (EE%) dos nanosistemas foi calculada e os valores 

obtidos foram de 73,47% para os sistemas com o lapachol e 76,89% para os sistemas com 

OEC. Os ensaios de difusão dos sistemas mostraram que o lapachol livre difundiu 98,89% em 

24 h e o mesmo encapsulado apresentou máximo de liberação de 47,56%, mostrando a 

eficácia do sistema em prolongar a liberação do fármaco. As nanocápsulas tiveram seu 

potencial antifúngico testados contra as cepas cândida parapsopolis e cândida krusei, na qual 

o lapachol livre não apresentou atividade. Todavia as nanocápsulas controle e nanocápsulas B 

e OEC apresentaram atividade com Concentração Inibitória Mínima (CIM) de 0,78% e 3,14 

ppm respectivamente e contra Candida parapsopolis e 0,74 % e 1,57 ppm contra Candida 

krusei. Mostrando a eficiência do sistema em potencializar a atividade antifúngica do fármaco.  

 

Palavras-chave: hidroxietilamido; múltipla nanoemulsão; nanocápsulas; Syzygium 

aromaticum; lapachol; liberação sustentada.  

 



 

 

ABSTRACT 

   

Hospital fungal infections from Candida pathogens are associated with the formation of 

biofilms, which are related to the increased mortality of immunocompromised patients. The 

use of formulations with sustained release profile aims to prolong the period in the active 

therapeutic range. From this problem, the synthesis of hydroxyethyl starch nanocapsules via 

multiple nanoemulsion is presented as an alternative, since its core-shell morphology enables 

the encapsulation of low water solubility actives, such as clove essential oil (CEO) and 

lapachol, which have therapeutic potentials, highlighting the microbiological activity of the 

OEC. Clove oil as well as lapachol were characterized for structural analysis and composition, 

Chromatography Gas coupled Mass Spectrum (CG-MS) and High Performance Liquid 

Chromatography (HPLC) respectively, as well as Fourier Transformation Infrared (FT-IR) and 

Nuclear Magnetic Resonance (NMR) for both bioactive. The synthesized nanocapsules were 

characterized by FT-IR, where characteristic bands of polyurethane formation from the 

hydroxyethyl starch crosslinking reaction were observed. By Scanning Electron Microscopy 

(SEM) and Transmission Electron Microscopy (TEM), it is possible to observe the formation 

of the core-shell structure of the nanocapsules. In addition, Dynamic Light Scattering (DLS) 

analysis showed that Synthesized capsules were less than 350 nm in size and had moderate 

colloidal stability. The encapsulation efficiency (EE%) of the nanosystems was calculated and 

the values obtained were 73.47% for lapachol systems and 76.89% for OEC systems. The 

diffusion tests of the systems showed that free lapachol diffused 98.89% in 24 h and the same 

encapsulated presented maximum release of 47.56%, showing the system efficacy in 

prolonging the drug release. The nanocapsules had their antifungal potential tested against the 

candida parapsopolis and candida krusei strains, in which the free lapachol showed no 

activity. However, nanocapsules control and nanocapsules B and OEC showed activity with 

Minimum Inhibitory Concentration (MIC) of 0.78% and 3.14 ppm respectively and against 

Candida parapsopolis and 0.74% and 1.57 ppm against Candida krusei. Showing the 

efficiency of the system in potentiating the antifungal activity of the drug. 

 

Keywords: hydroxyethyl starch; multiple nanoemulsion; nanocapsules; Syzygium aromaticum; 

lapachol; controlled release. 
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 1. INTRODUÇÃO   

   

Nos últimos anos, as infecções fúngicas hospitalares têm sido estudadas devido a 

sua maior prevalência, além de elevadas taxas de mortalidade, que variam entre 40 e 70%, 

sendo esse percentual atrelado ao fator de risco envolvido (CORZO-LEÓN et al., 2015). Entre 

as leveduras clinicamente importantes, as do gênero Candida são patógenos relevantes 

oportunistas encontrados em pacientes hospitalizados, particularmente de indivíduos 

imunocomprometidos (PFALLER et al., 2014).  

Algumas espécies de fungos e em especial do gênero Candida são responsáveis 

por infecções relacionadas à formação de biofilmes, que estão relacionadas com maior 

mortalidade dos pacientes. O risco de infecções por Candida está associado ao biofilme que 

pode ser formado em dispositivos médicos, como cateteres, implantes, endopróteses, fixação e 

válvulas artificiais (RAJKOWSKA; NOWICKA-KRAWCZYK; KUNICKA-STYCZYŃSKA, 

2019). Os problemas clínicos decorrentes da formação dos biofilmes está presumívelmente 

correlacionada com a baixa permeabilidade da matriz a drogas antifúngicas (TASCINI et al., 

2018).    

Para o tratamento de infecções graves por Candida, existem três classes de 

antibióticos antifúngicos disponíveis: azólicos (fluconazol, itraconazol, voriconazol e 

posaconazol), as equinocandinas (anidulafungina, caspofungina e micafungina) e os polienos 

(nistatina e anfotericina B) (RAJKOWSKA; KUNICKA-STYCZYŃSKA; 

MAROSZYŃSKA, 2017).  Todavia a elevada incidência de infecções fúngicas causadas por 

Candida spp e o aumento das cepas resistentes ao tratamento principal (fluconazol), vinculado 

à capacidade desses micro-organismos formarem biofilmes, levaram a um número crescente 

de falhas no tratamento, requerendo, portanto, novos agentes anti-Candida eficazes (COSTA 

SILVA et al., 2017). 

Nessa perspectiva de tratamento, os produtos naturais são uma importante fonte 

de agentes anti-infecciosos (RAJESHKUMAR; SUNDARARAMAN, 2012). No entanto, 

devido à complexidade estrutural e às vezes limitada disponibilidade de compostos puros, seu 

uso torna-se limitado, requerendo assim a utilização de sistemas de carreamento que 

minimizem as problemáticas relacionadas ao emprego de produtos naturais, tais como a alta 

volatilidade, baixa solubilidade em água, para o óleo de cravo (LI et al., 2015), e baixa 

disponibilidade em via oral (TABOSA et al., 2018). 

Dentre esses sistemas, as nanopartículas poliméricas são agora amplamente 

reconhecidas, como capazes de conceber transportadores de fármacos e sistemas de liberação 
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controlada devido à sua versatilidade e características únicas, tais como: diferentes 

composições, morfologias, tamanhos reduzidos de partículas e alta área superficial, 

modificação da superfície (STEINMACHER et al., 2017). 

O campo de aplicação para materiais nanométricos se mostra bastante crescente 

em termos de aplicações biomédicas. Entre as diferentes técnicas para síntese desses materiais, 

com intuito do encapsulamento de fármacos, o processo de miniemulsão mostrou-se ser 

altamente adaptável a essas necessidades específicas. O recente desenvolvimento dos estudos 

sobre miniemulsão possibilita a utilização de uma vasta quantidade de monômeros, de acordo 

com as aplicações biomédicas. São demonstrados, dentre suas propriedades, fatores 

importantes tais como: tamanho, forma, degradação, cinética de liberação, assim como, a 

funcionalização da superfície pode ser ajustada.  

Além disso, a inclusão de marcadores de ressonância magnética e bioativos 

quimioterápicos, não só hidrofílicas, mas substâncias também de substâncias hidrofóbicas m 

sido empregadas para tratamento de patologias (LANDFESTER; MAILA, 2013). Com base 

nessas propriedades, o vigente estudo objetiva a obtenção de formulações com intuito de 

propiciar liberação sustentada frente aos microorganismos da candida spp.  

As nanoemulsões com sua capacidade de revestir os fármacos fornecem uma 

plataforma para proteger contra enzimas hidrolíticas ou pH agressivo e outros condições 

encontradas na via oral (SINGH et al., 2017). A utilização dessa via, contribui para a absorção 

mais rápida de fármacos, além de não gerar restrições quanto ao tamanho de partícula.  

 

1.1 Bioativos 

1.1.1 Óleo essencial do cravo   

 

O nome cravo deriva da palavra latina clavus, que significa prego, devido a sua 

aparência física. No inglês o nome clove derivou do francês old clou, que está relacionado ao 

verbo unir (função exercida pelo prego). O cravo da Índia pertence à família das mirtáceas 

(Myrtaceae) conhecida cientificamente pelo nome de Syzygium aromaticum (MAEDA et al 

1990). 

O óleo essencial extraído dos botões do cravo é amplamente utilizado, pelo fato 

de apresentar propriedades medicinais bastante conhecidas como: antibacteriana (MITLE et al, 

2006), antifúngica (RAJKOWSKA; KUNICKA-STYCZYŃSKA; MAROSZYŃSKA., 2017), 

antioxidante (OGATA et al, 2000) e repelente (CHAIEB et al., 2007). 

Segundo Simões e colaboradores 2007, os óleos essenciais ou óleos etéreos, 
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podem ser definidos como misturas complexas de substâncias voláteis lipofílicas, com 

características odoríferas, sabor acre (ácido) e consistência oleosa. Possuem atividade óptica e 

índice de refração, sua coloração pode ser levemente amarelada ou até incolor, e quando 

recém extraídos, podem apresentar uma baixa estabilidade na presença de luz, calor, ar e 

umidade. Embora seja normalmente uma mistura de vários compostos orgânicos, muitas 

vezes apresentam um composto majoritário. Para o óleo essencial do cravo em questão o 

composto majoritário é o 4-alil-2-metoxifenol, cujo nome trivial é eugenol.  

Figura 1 – Representação da molécula de Eugenol. 

 

 
 

Fonte: Elaborado pelo autor, (2018). 

 

As propriedades terapêuticas desses voláteis em geral, são atribuídas aos 

compostos majoritários. O eugenol em questão apresenta inúmeras propriedades descritas na 

literatura, tais como: antiviral (HUSSEIN et al, 2000), antiúlcera (MAGAJI; OKASHA; 

ABUBAKAR; 2007), antidiabético (SHUKRI; MOHAMED; MUSTAPHA, 2010) , 

afrodisíaco, antitumoral (ZHENG et al, 1992), anestésico (MARKOWITZ et al, 1992) e anti-

inflamatório (DANIEL et al, 2009), inseticida e repelente (VITERI JUMBO et al, 2018) e 

antimicrobiano (AFFONSO, 2012). 

 

1.1.2 Lapachol    

 

As 1,4-naftoquinonas representam uma grande classe de compostos e são 

encontradas em uma gama de famílias botânicas, bem como em fungos e bactérias. Exemplos 

representativos de 1,4-naftoquinonas com ocorrência natural incluem as vitaminas K, juglona 

(isolado do preto noz, Juglans nigra L., Juglandaceae) e plumbagina (obtido de Plumbago, 

Drosera e Nepenthes spp.). Derivados da naftoquinona apresentam valiosos efeitos 

farmacológicos, atuando sobretudo como citotóxico e antiviral (OLIVEIRA et al., 2002), 

antibacteriano, antiprotozoário, inseticida (MARTÍNEZ e BENITO, 2005), antiinflamatório 

(DE ALMEIDA et al., 1990), e como agentes antipiréticos (EPIFANO et al., 2014).  

O (2-hydroxi-3-(3-metilbut-2-enil) naftaleno-1,4-diona), usualmente conhecido 
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como lapachol, é uma importante naftoquinona natural que pode ser obtida a partir da casca 

da Tabebuia avellanedae, popularmente conhecido como ipê-roxo. O lapachol quando 

isolado apresenta aspecto cristalino amarelo, com um pKa de 6,15, ponto de fusão na faixa de 

141–143 °C. Este composto possui uma baixa solubilidade em água que pode ser influenciada 

pelo pH, onde a mesma em pH 4,0 é de 1,5l µg/mL, e em pH 10 igual a 5 µg/mL. Os 

comprimentos de onda com absorção máxima desse bioativo na região do UV podem ser 

encontrados em 251, 278 e 331 nm (SEGOLONI; DI MARIA, 2018). 

Figura 2: Representação estrutural: (a) Naftoquinona e (b) Lapachol.  

a)                                 b)   

                     

Fonte: elaborado pelo autor, (2018).   

 

O lapachol tem apresentado várias atividades biológicas que incluem atividades 

farmacológicas, além de atividades antimicrobiana, antifúngica (PORTILLO et al., 2001), 

leishmanicida (LIMA et al., 2004), tripanocida, antimalariana, antitumoral (SANTANA e 

SILVA, 1980), anti-úlcera, além de efeitos contraceptivos e imunossupressores (TABOSA et 

al., 2018). 

 

1.2 Atividade antimicrobiana dos bioativos 

Conforme Antunes e colaboradores (2006), o uso constante de antibióticos vem 

provocando uma série de problemas, dentre os quais se destacam o desequilíbrio 

microbiológico humano e a resistência, motivando a busca por novos antibióticos que sejam 

mais eficazes, e consequentemente forneçam perspectivas para a evolução das pesquisas 

(MOLLERING JR, 2000). 

Com a perspectiva de encontrar novos fármacos com propriedades 

antimicrobianas, os produtos naturais ganharam importância nesse tipo de abordagem. As 

plantas medicinais são potenciais acumuladores de várias moléculas com potencial 
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antimicrobiano e podem servir como fontes alternativas às terapias antibióticas convencionais 

(VAZIRIAN et al., 2019).  

O óleo essencial do cravo, que tem como principal componente o eugenol, 

respondendo de 60 a 90% da composição total, é fonte de propriedades antifúngicas, 

anestésicas e antissépticas. Da mesma forma o lapachol, que exibe interessantes propriedades 

antimicrobianas, que tratam doenças atreladas a ação dos microorganismos. (RAVELO; 

ESTÉVEZ-BRAUN; PÉREZ-SACAU, 2003).  

A atividade antifúngica do óleo de cravo, foi avaliada em estudo realizado por 

Pinto et al, (2009), utilizando cepas de Candida, Aspergillus e outros gêneros. Os resultados 

mostraram que o óleo de cravo e o eugenol possuem boa resposta quanto a atividade 

antifúngica (HUSSAIN et al., 2007). Enquanto que para o lapachol, foi relatado que o mesmo 

apresenta potencial antifúngico significativo contra Candida albicans, Candida tropicalis e 

Cryptococcus neoformans cuja atividade antifúngica do lapachol é creditada ao processo de 

interação com a porção polar da bicamada fosfolipidica da membrana celular desses 

microorganismos (PORTILLO et al., 2001).  

 

 

1.3 Amido  

 

O amido é um polissacarídeo de baixo custo, biodegradável, abundante e 

renovável, o que torna esse biopolímero um material efetivo para o carreamento de compostos 

lipofílicos (DAVOODI., KAVOOSI e SHAKERI., 2017). Sendo constituído majoritariamente 

por amilose e amilopectina, as nanopartículas à base de amido são veículos adequados para 

sistemas de administração farmacológica devido à sua biocompatibilidade, estabilidade da 

vida útil, alta capacidade de carga, biodegradabilidade e liberação controlada do medicamento 

encapsulado (STURESSON e WIKINGSSON, 2000). 

Entretanto as modificações físicas e químicas propiciam alterarações na estrutura 

do amido, e em seus propósitos funcionais, para torná-lo mais adequado para aplicações 

específicas, como a hidroxietilação que é realizada através da reação de amido com óxido de 

etileno em meio básico (PALEOS; SIDERATOU; TSIOURVAS, 2017). Essa reação garante 

ao amido uma menor susceptibilidade a degradação enzimática e maior solubilidade em água.  
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Figura 3 – Estruturas químicas de (a) amilose e (b) hidroxietilamido.  

 

a) Amilose 

                                                         

b) Hidroxietilamido 

 

 
 

Fonte: (KHLESTKIN; PELTEK; KOLCHANOV, 2018). 

 

A reticulação do amido é um dos métodos mais comuns de modificação, em que 

consiste basicamente de uma reação de um agente reticulante com cadeias de polímero, 

resultando na formação de cadeias químicas intra ou intermoleculares (SHAH; MEWADA e 

MEHTA, 2016). Durante o processo de reticulação, o reticulante introduz pontes 

intermoleculares entre camadas de biopolímero, que podem alterar as propriedades de textura 

geral e a química superficial da estrutura de polímero. Além disso, para melhorar a afinidade 

dos adsorventes, a funcionalização do polímero de amido reticulado provou ser uma 

abordagem viável. No entanto, os agentes de reticulação vulgarmente utilizados, com grupos 

multifuncionais geralmente possuem flexibilidade estrutural atribuída a sua estrutura 

molecular menos rígida, resultando em polímeros de amido reticulado (CHAI et al 2018).  
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1.4 Sistemas nanocarreadores de fármacos 

Durante anos, os medicamentos são fabricados com o intuito de atender a 

demanda populacional, além disso, cresce o interesse pela segurança e qualidade dos 

medicamentos e produtos farmacêuticos, juntamente com a diminuição do custo dos produtos, 

através da aplicação de métodos de fabricação, baseados no desenvolvimento da pesquisa 

científica. Além disso, há uma necessidade essencial de aumentar a eficácia de uma droga e 

simultaneamente diminuir seus efeitos colaterais. Portanto, encontrar um método para 

potencializar a biodisponibilidade desses medicamentos torna-se necessário (OKSANEN; 

GARCÍA MUÑOZ, 2010). 

O nanocarreamento de fármacos objetiva a adequada administração e entrega de 

fármacos com eficiência (MUSYANOVYCH et al., 2008). Para alcançar tal objetivo, 

pesquisadores de diferentes áreas estão desempenhando um papel muito útil no 

desenvolvimento de sistemas carreadores de drogas. Por exemplo, lipossomas, micelas 

poliméricas, nanopartículas lipídicas sólidas (NLSs), nanocápsulas, 

nanosuspensões/nanoemulsões (RANTANEN; KHINAST, 2015). Na Figura 4 são mostrados 

os principais tipos de carreadores de materiais. 

 

Figura 4 – Esquema de tipos de nanocarreadores de fármacos. 

 

Fonte: Adaptado de RANTANEN; KHINAST., (2015).  

Várias nanopartículas têm sido aprovadas pela Food and Drug Administration 

(FDA) dos EUA para comercialização na indústria farmacêutica (VIEIRA; GAMARRA, 

2016). Entre as formulações aprovadas, destacam-se a doxorrubicina lipossômica, o DOXIL®, 

que foi o primeiro medicamento nano tecnológico aprovado pela FDA. Outro exemplo é o 
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Abraxane®, o paclitaxel, um medicamento quimioterápico, que é eficientemente associado 

com nanopartículas de albumina (GRADISHAR, 2006). 

1.5 Nanoemulsões múltiplas 

 

Sistemas nanoemulsionados consistem em misturas de líquidos imiscíveis com o 

uso de surfactante apropriado, isto é uma espécie de caráter anfifílico que seja capaz de 

reduzir a tensão superficial das nanogotas formadas, prevenindo que o sistema apresente 

fenômenos de aglomeração (EL KHAYAT et al., 2018). (O surfactante apropriado é aquele 

que atinge o equilíbrio hidrofílico-lipofílico requerido pela fase dispersa (em menor volume) 

da nanoemulsão, assim esse equilíbrio é uma expressão do tamanho e da força das porções 

hidrofílica e lipofílica do emulsionante. Todos emulsionantes consistem em uma molécula que 

combina ambos os grupos (SINGH et al., 2017).  

Durante a formação das nanoemulsões, a energia livre de Gibbs ΔG é positiva, o 

que confere ao sistema instabilidade termodinamicamente. Por conseguinte, a preparação 

desses sistemas é classificada como processo não espontâneo, assim, além da utilização de 

surfactantes, as miniemulsões precisam ser estabilizadas por energia (MCCLEMENTS, 2012).  

Nanoemulsões podem ser aplicadas, como líquidos (TAN et al., 2010), cremes 

(LAXMINARAYAN et al., 2013), sprays, géis (LALA; AWARI, 2014), aerossóis (AMANI et 

al., 2010), espumas  pode ser administrada por vias igualmente variadas como tópica (MOU 

et al., 2008), oral, intravenosa, intranasal, parental (TAN et al., 2010) e ocular. As 

nanoemulsões múltiplas são sistemas complexos constituídos de várias fases, onde uma 

emulsão primária é vertida em outro solvente, hidrofílico ou lipofílico, podendo ser do tipo 

nanoemulsão múltipla direta (A/O/A) ou inversa (O/A/O), como exemplificadas na Figura 5. 

(BOUYER,2012). 
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Figura 5 – Esquema representando os tipos de emulsões. 

 
 

Fonte: Adaptado de BOUYER., (2012). 

 

O método de duas etapas consiste na re-emulsificação de uma emulsão primária 

em outra fase DEVANI, ASHFORD E CRAIG, (2005), (Figura 5). Nanomulsões múltiplas de 

óleo-em-água-em-óleo (O1/A/O2) são novos sistemas de entrega onde a fase de óleo interna 

(O1), está dispersa em uma fase aquosa (A), que é distribuída dentro de uma fase contínua de 

óleo externa (O2) em um único sistema, tornando-se assim bastante eficaz para transporte, 

proteção e aumento da biodisponibilidade de ativos de carater lipofílico (HWANG et al 

2017).  

Emulsões múltiplas podem apresentar glóbulos com uma ou mais gotículas com 

tamanhos inferiores em seu núcleo, conforme apresentado na Figura 6. Deste modo, o 

tamanho de um glóbulo de emulsão múltipla é significativamente maior do que o tamanho das 

gotículas internas, especialmente quando há um número de gotículas internas superiores a um. 

As emulsões múltiplas são frequentemente classificadas em três grupos, dependendo do 

número de gotículas internas presentes nos glóbulos (GARTI e BENICHOU, 2001). A 

emulsão múltipla do tipo A é observada quando o glóbulo de emulsão múltipla consiste 

apenas em uma grande gota interna, que é o glóbulo de emulsão múltipla do tipo "core-shell". 

Verifica-se a ocorrência da emulsão múltipla do tipo b, na qual apresenta o glóbulo com 

várias pequenas gotículas internas; e para a emulsão múltipla de tipo C, o glóbulo de emulsão 

múltipla consiste em uma maior quantidade de gotículas internas e polidispersas. 
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Figura 6 - Representação dos tipos de distribuição de gotas em múltiplas emulsões. 

 

Fonte: Adaptado de GARTI e BENICHOU, (2001). 

 

 

 

1.6 Síntese via miniemulsão 

 

O processo de miniemulsão é uma ferramenta versátil para a formação de 

nanopartículas e nanocápsulas poliméricas. Em contraste a outras abordagens utilizadas para a 

formação de nanopartículas (por exemplo, como polimerização em emulsão, polimerização 

em microemulsão e formação de camada por camada), uma variedade de tipos de 

polimerização: polimerização enzimática radicalar, aniônica, catiônica, poliadição e 

policondensação podem ser utilizados no processo de miniemulsão. O processo permite 

perfeitamente o encapsulamento de compostos hidrofílicos ou hidrofóbicos, sejam eles 

líquidos ou sólidos em cascas poliméricas (MUSYANOVYCH et al., 2008).  

A adição de reticulantes como o tolueno diisocianato ou diisotiocianato na fase 

contínua, juntamente com os monômeros adequados, permitem que as reações de poliadição, 

possam ocorrer na interface das gotículas. A espessura da parede da cápsula pode ser ajustada 

diretamente pela quantidade dos reagentes. A natureza dos monômeros e a fase contínua são 

os fatores críticos para a formação das cápsulas (LANDFESTER; MAILA, 2013).   

O nanocarreador resultante desta síntese é capaz de potencializar a 

biodisponibilidade dos fármacos otimizada em termos de composição química, morfologia da 

superfície, tamanho, forma e perfil de liberaração sustentada, sendo que este possui 

dependência da distribuição inicial do tamanho das nanocápsulas (STEINMACHER et al., 

2017). Sistemas nanocarreadores de ativos á partir de hidroxietilamido, foram utilizados em 

diversas aplicações como em trabalho publicado por Kang et al., (2015), no qual as 
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nanocápsulas foram utilizadas como uma plataforma modular para o direcionamento 

específico de farmaco em células. Entretanto, essa estratégia foi apenas utilizada com 

fármacos de carater hidrofílico, sendo um desafio a sua aplicação para o encapsulamento de 

fármacos de natureza lipofílica, denotando o caratér inovador do trabalho, bem como a 

necessidade de ampliar pesquisas com encapsulamento de ativos hidrofóbicos, utilizadando 

nanocarreadores biocompatíveis. 
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2. OBJETIVOS  

 

2.1 Objetivo geral  

 

Sintetizar nanocápsulas de hidroximetilamido através do processo de múltipla 

nanoemulsão, para encapsular o óleo essencial do cravo e lapachol 

2.2 Objetivos específicos  

• Extrair o óleo essencial a partir dos botões florais do cravo; 

• Caracterizar o óleo essencial;  

• Caracterizar o lapachol;  

• Preparar nanoemulsões primárias estáveis;  

• Sintetizar nanocápsulas de hidroxietilamido a partir das nanoemulsões primárias; 

• Caracterizar as nanocápsulas sintetizadas;  

• Determinar a eficiência de encapsulação (%EE) do óleo essencial do cravo e do 

lapachol, além da taxa de carreamento dos ativos nas cápsulas; 

• Realizar ensaios de liberação in vitro;  

• Determinar a concentração mínima inibitória do sistema frente aos microorganismos 

C. parapsilosis ATCC® 22019, C. krusei ATCC® 6258. 

. 
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3. METODOLOGIA 

 

3.1. Materiais 

 

Ácido oleico e hidroxietilamido e o agente reticulante 2,4-diisocianato-1-metil-

benzeno (TDI, 174,2 g.mol-1)  foram adquiridos da Sigma-Aldrich (CAS 112-80-1, 65-88% 

GC, e CAS 9005-27-0, respectivamente), Dodecil sulfato de sódio (SDS) foi obtido da Fluka, 

ciclohexano (>99,9%,Vetec). O bioativo OEC foi extraído de cravos obtidos em mercado 

público na cidade de Fortaleza-CE. O lapachol foi cedido pelo PADETEC-UFC. O 

polirricinoleato de poliglicerol (PGPR) foi adquirido da empresa Danisco®. O Brij 78 e o Brij 

700, foram cedidos pela Universidade de Manchester. Todos os demais reagentes utilizados 

foram de grau analítico. As análises de atividade antifúngica frente aos micro-organismos 

ATCC® C. parapsilosis 22019 e ATCC® C. krusei 6258, foram realizadas em parceria com o 

Laboratório de Bioprospecção de Moléculas Antimicrobianas (LABIMAN). 

 

 

3.2. Métodos 

 

 

3.2.1. Extração de óleo essencial do cravo (OEC) 

470 gramas dos botões de cravo foram triturados, colocados em um balão de 

fundo redondo de 5 L com 2,5 L de água destilada, e extraídos por hidrodestilação, utilizando 

um doseador do tipo Clevenger, durante um período de 2 horas e 30 minutos. 

  

Figura 7 – Sistema de Hidrodestilação. 

 

Fonte: Elaborado pelo autor, (2018). 



25 

Em seguida, o hidrolato foi recolhido e posteriormente extraído com clorofórmio 

PA na proporção de 100 mL de hidrolato para 50 mL de clorofórmio, em um funil de 

separação. A fração clorofórmica, foi tratada com sulfato de sódio anidro, concentrado em 

evaporador rotatório.  

  

3.2.2. Obtenção das nanoemulsões primárias 

A preparação das nanoemulsões primárias segue metodologia adaptada de 

Hosseini et al., (2013), como apresentado na Figura 8. A fase aquosa (FA) foi composta de 9 g 

de água destilada e a massa de surfactante variando de 25 a 100 mg de uma mistura de Brij 78 

e Brij 700. As massas de cada surfactante foram calculadas com o intuito de se obter um valor 

de equilíbrio hidrofílico lipofílico (EHL) resultante igual a 17, valor requerido pelo ácido 

oleico. Os valores de EHL dos Brij 78 e Brij 700 são respectivamente 15 e 18. A partir destes 

valores, foram encontradas as seguintes proporções de Brij 78 e Brij 700: 51,4% e 48,6% em 

massa dos dois surfactantes respectivamente em fase aquosa. A fase oleosa (FO) é composta 

de 1 g de ácido oleico e 30 mg do óleo essencial do cravo ou 10 mg do lapachol, em seguida 

verte-se a fase aquosa sobre a fase orgânica, onde a emulsão é levada para uma pré-

homogeneização por 1 h, posteriormente as emulsões são levadas para o ultrassom de sonda 

utilizando-se de banho de gelo e com regime de pulso de 2 segundos on e 1 segundo off 

durante 2 min e amplitude 70%. As nanoemulsões sintetizadas estão representadas na Tabela 1 

 

Figura 8 – Preparação da nanoemulsão primária 

 

Fonte: Elaborado pelo autor, (2019) 

Tabela 1 –Denotação dos sistemas nanoemulsionados primários de acordo com sua 
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composição em percentagem e/ou massa. 

Emulsão 

primária 

Fase Orgânicaa 

(%) 

Surfactanteb 

(mg) 

Bioativo 

(mg) 

Bb-5ªIc 10 50 -- 

Bb-7,5ªIc 10 75 -- 

Bb-10ªIc 10 100 -- 

Ob-5ªIc 10 50 

30 Ob-7,5ªIc 10 75 

Ob-10ªIc 10 100 

Bb-5ªIIc 5 25 

10 Ob-5ªIIc 5 25 

Ob-10ªIIc 5 50 

a Os valores 5, 7,5 e 10 expressam percentagem de surfactante em relação a massa da Fase orgânica. 

b B e O, são siglas que significam amostra branco, não contém bioativo, e amostra com Óleo essencial do cravo 

respectivamente.  

c I e II, significam amostras com 10% de fase orgânica e 5% de fase orgânica respectivamente. 

Fonte: Elaborado pelo autor, (2018). 

Após a preparação das nanoemulsões primárias, as mesmas foram submetidas as 

análises de tamanho de partícula e potencial zeta, como forma de avaliar qual das formulações 

da Tabela 6, apresenta as melhores condições para ser utilizada na síntese das nanocápsulas.  

 

3.2.3. Preparação das nanocápsulas via nanoemulsão inversa múltipla 

Com base na síntese das cápsulas de hidroxietilamido (HEA), procedimento já 

estabelecido na literatura Kang et al., (2015), a síntese de nanocápsulas de hidroxietilamido, 

foi realizada seguindo o método de dupla nanoemulsão inversa, representada na Figura 9. 

Inicialmente retira-se uma alíquota de 1,3 g da nanoemulsão primária, nos quais foram 

adicionadas 65 mg de hidroxietilamido, com posterior adição de 63,2 mg de surfactante Brij, 

nas proporções citadas na preparação de nanoemulsão primária. A fase orgãnica contém 14,5 

g de ciclohexano e 94,8 mg de PGPR (poliricinoleato de poliglicerol), formando nanogotas 

sob irradiação de ultrasson, estabilizadas pelo o tensoativo PGPR. O reticulante foi utilizado 

na reação de poliadição na interface da gota, no caso o tolueno diisocianato (TDI). O TDI foi 

adicionado lentamente na miniemulsão, a reação de reticulação que se deu pela adição do 

reticulante às cadeias de hidroxietilamido, formando uma cápsula de polissacarídeo. 

https://pt.wikipedia.org/wiki/Polirricinoleato_de_poliglicerol
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Posteriormente as nanocápsulas sintetizadas foram redispersas em uma solução 0,1% de 

dodecil sulfato de sódio (SDS). 

 

Figura 9 – Representação esquemática da síntese das nanocápsulas.  

 
Fonte: Elaborado pelo autor, (2019) 

 

  

Após o processo de otimização das condições para obtenção das formulações, as 

nanocápsulas com óleo essencial do cravo encapsulado e lapachol encapsulados foram 

sintetizadas e caracterizadas por tamanho de partícula, índice de polidispersividade e 

potencial zeta pelas técnicas de Espalhamento de Luz Dinâmica (DLS); Espectroscopia de 

Absorção na Região do Infravermelho (FTIR); Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV); 

além disso foi determinado: teor de sólidos (%TS), eficiência de encapsulamento (% EE), 

estudo da cinética de liberação do fármaco e atividade antifúngica.    

 

3.3. Caracterização 

 

3.3.1 Cromatografia Gasosa acoplada a Espectro de Massa (CG-EM) 

As análises dos compostos voláteis extraídos por MEFS foram realizadas em um 

equipamento CG Shimadzu QP2010 equipado com detector seletivo de massas, utilizando 

coluna DB-5 de 0,40 μm de espessura, 0,18 mm de diâmetro e 20 m de comprimento (J&W 

Scientific®). A temperatura do injetor foi de 250 °C e a temperatura da interface de fonte de 

íons de 300 °C. O modo de injeção foi split (1:10), o gás de arraste foi hélio com vazão na 

coluna de 0,59 mL/min. As análises foram realizadas no modo SCAN em uma faixa de 18 a 
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400 m/z (em intervalos de 0,5 s e com energia de ionização de 70 eV) e com a temperatura do 

injetor de 250 °C. A mistura de hidrocarbonetos lineares padrão Sigma-Aldrich® (C7-C30) 

também foi analisada nas mesmas condições. (CAMELO, 2014). 

3.3.2. Espectroscopia de Absorção na Região do Infravermelho (FTIR) 

Para obter os espectros das amostras, as mesmas foram maceradas em um 

almofariz de ágata e prensadas em pastilhas de brometo de potássio (KBr) sob pressão de 8 t 

para composição da pastilha. Após a prensagem os espectros foram registrados no intervalo de 

4000 a 400 cm-1 em uma resolução de 4 cm-1. A análise foi realizada em um equipamento 

Perkin Elmer, modelo 16 PC, no Departamento de Química Orgânica e Inorgânica da UFC. 

  

3.3.3. Ressonância Magnética Nuclear (RMN) 

Os espectros de RMN 1H e 13C, foram obtidos num equipamento Bruker Avance-

DRX 500, equipado com uma sonda de detecção inversa, operando em 500,6 MHz (1H) e 

175,5 MHz (13C), numa janela espectral de 20 ppm.  As amostras foram solubilizadas em 

CDCl3. Os resultados obtidos das análises foram expressos em função do deslocamento 

químico das amostras (δ) em ppm. 

 

3.3.4 Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (CLAE)       

Com o intuito de verificar a pureza do lapachol utilizado, realizou-se a análise do 

mesmo pela técnica CLAE. A escolha da fase móvel foi realizada através da mistura binária 

de solventes constituídos por metanol e solução aquosa de ácido acético a 5%, partindo-se da 

proporção 95:5 até 70:30, observando o cromatograma quanto ao perfil cromatográfico e 

resolução entre o pico do lapachol fixando-se o fluxo em 1mL/min. Foi selecionado, em 

termos de sensibilidade e repetibilidade, o melhor comprimento de onda a ser utilizado na 

detecção do lapachol, dentre os comprimentos de 251, 278 e 331 nm citados na literatura 

(FONSECA et al., 2004) . 

 

3.3.5 Tamanho de partícula e índice de polidispersividade  

A análise foi realizada utilizando um Zetasizer Nano ZS90 (Malvern®). As 

amostras foram diluídas em água deionizada na proporção (1:1000) (NCSDS:H2O) (v/v) e 

analisadas a um ângulo fixo de 90º e a 25 °C. O tamanho médio e a distribuição de tamanho, o 

índice de polidispersividade das nanocápsulas foram expressos como média de cinco 

determinações. 
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3.3.6 Potencial zeta 

A carga de superfície das amostras foi avaliada através da determinação de 

potencial zeta utilizando um Zetasizer HSA 3000 (Malvern®). As análises foram realizadas 

diluindo as dispersões das nanocápsulas em água deionizada na proporção (1:1000) 

(NCSDS:H2O)(v/v) e os resultados foram expressos como médias de cinco determinações. 

 

3.3.7 Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) 

As imagens microscópicas, bem como dados sobre a composição química das 

amostras, foram analisadas por meio de um Quanta 650 FEG ESEM (FEI Company) equipado 

com energia dispersiva de raios-X (EDX). As amostras foram diluídas em ciclohexano na 

proporção (1:1000) (NC:Ciclohexano) (v/v), depositada sobre um substrato de silício e secas.  

 

3.3.8 Microscopia Eletrônica de Transmissão (MET) 

A morfologia das nanocápsulas foi observada utilizando um microscópio 

eletrônico modelo Hitachi HT7700 (Hitachi Company, Tóquio, Japão) pertencente ao Centro 

para el Desarrollo de la Nanociencia y la Nanotecnología (CEDENNA) da Universidad de 

Santiago de Chile (USACH). As amostras foram preparadas, diluindo-se as nanocápsulas 

dispersas em ciclohexano até cerca de 0,01% de conteúdo sólido, então 50µl da amostra foi 

colocada em uma rede de cobre revestida de carbono de 300 mesh e deixou-se secar o 

solvente à temperatura ambiente (BARBOSA et al., 2018).  

 

3.4 Teor de sólidos 

Essa análise foi feita para mostrar a concentração das cápsulas presentes em g/g 

de solução, calculada a partir da Equação 1. Pesou-se um Eppendorf® vazio (m1), em 

seguida, adicionou-se 300 µL da solução, e pesou-se novamente (m2), em seguida a amostra 

foi congelada e liofilizada, e pesada novamente (m3).   

Equação 1  →  

3.5. Eficiência de encapsulamento e capacidade de carreamento dos ativos 

Primeiramente foi realizada uma varredura no UV/Vis para se encontrar os 

comprimentos de onda onde os ativos apresentam máximo valor de absorbância. 
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Posteriormente, uma curva de calibração foi determinada para cada ativo, para a realização do 

cálculo da eficiência de encapsulamento (EE%) utilizando a Equação 1. 

Equação 2 → EE% =  x 100% 

Onde lapachol inc é a quantidade de fármaco inicial e lapachol sob é a quantidade 

de fármaco no sobrenadante.  

 

Para a capacidade de carreamento do ativo o cálculo foi realizado utilizando a 

seguinte expressão: 

 

Equação 3 → CC% =   x 100% 

 

As mesmas equações foram utilizadas para o cálculo de EE% e capacidade de 

carreamento do ativo OEC.   

   

3.6. Ensaio de difusão 

Para esse teste, com base em metodologia adaptada da Farmacopéia Brasileira 

(2010), foi preparado tampão fosfato pH 7,3 através da dissolução de 20,8 g de fosfato de 

sódio dibásico hepta-hidratado e 3,08 g de fosfato de sódio monobásico monoidratado em 900 

mL de água, e pH ajustado em 7,3 ± 0,1 com ácido fosfórico ou hidróxido de sódio, depois 

acrescentou-se 100 mL de etanol. Em seguida, 2 mL da amostra foram adicionados ao 

compartimento doador e 50 mL da solução tampão foram adicionados ao compartimento 

receptor. A uma temperatura de 37 °C, o ensaio de difusão ocorreu utilizando uma membrana 

de celulose com porosidade de 12 kDa, que foi utilizada como divisória entre os dois 

compartimentos, a mesma foi previamente ativada durante período de 30 min com mesmas 

condições de solução receptora e temperatura. Os sistemas foram devidamente fechados com 

o intuito de evitar a volatilização do etanol. Os intervalos a serem utilizados na análise foram: 

15 min, 30 min, 1 h, 2 h, 3 h, 4 h, 5 h, 6 h, 7 h, 8 h, 24 h, 25 h, 48 h, 49 h. 

Os resultados provenientes da análise foram expostos em função da massa 

percentual de bioativo liberado e do tempo decorrido da difusão do mesmo. Os modelos 

cinéticos foram usados para descrever o mecanismo de difusão, utilizando-se dos valores de 

coeficiente de correlação, com o intuito de mostrar qual modelo cinético descreve mais 

adequadamente o processo de difusão. Para realização dos cálculos foram utilizados os 
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seguintes modelos:  

(1)  Zero Ordem Ct = Co + Kdt  

(2)  Primeira Ordem ln Ct/Co = - Kdt 

(3)  Higuchi Ct = Kdt + t0.5   

(4)  Peppas Ct/Co = K x tn   

Todos os cálculos foram realizados de acordo com as equações cinéticas 

anteriormente descritas. Utilizou-se o software (Origin pro 8) para a submissão dos resultados 

obtidos da liberação aos modelos cinéticos e posterior obtenção dos respectivos coeficientes 

de correlação R2.   

 

3.7. Teste de atividade antifúngica 

Foi utilizado a técnica de microdiluição em caldo de acordo com o documento 

M27-A3 (CLSI, 2008), utilizando o meio de cultura RPMI 1640 (pH 7,0 ± 0,1) tamponado 

com 0,165 M do ácido morfolinopropanosulfônico (MOPS) (Sigma, EUA).  

Os compostos foram testados no intervalo de concentração de 0,78 -201 ppm para 

NC- OEC e 0,39 – 100% para NC – Controle. 

A partir de um cultivo de 24 h das leveduras a serem testadas, realizado em ágar 

Sabouraud dextrose, foi preparada uma suspensão de inóculo inicial de acordo com a escala 

0,5 McFarland. Em seguida, foram realizadas diluições seriadas em meio RPMI 1640 para 

obtenção de inóculo final contendo 0,5 a 2,5 x 10³ UFC/mL. As microplacas foram incubadas 

por 24 h a uma temperatura de 35 ºC (± 2 ºC). As leituras foram realizadas visualmente.    

A concentração inibitória mínima (CIM) foi determinada como a menor 

concentração da droga capaz de inibir 50% do crescimento do microrganismo, em 

comparação com o verificado no poço controle contendo somente o meio de cultura e o 

inóculo padronizado (CLSI, 2008). Os testes foram realizados em triplicata.  
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO  

 

4.1 Caracterização do óleo essencial do cravo   

 

4.1.1 Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massa (CG-EM)    

 

Com base no óleo essencial de cravo extraído, calculou-se o seu rendimento. Pela 

massa de óleo verificou-se que o rendimento da extração, foi de 3.57%. Posteriormente 

realizou-se a análise cromatográfica do óleo, onde foi possível constatar que o mesmo 

apresenta em sua constituição uma quantidade total de 23 compostos. Todavia ao expressar os 

resultados coloca-se uma tabela com os constituintes em maior quantidade encontrados na 

amostra. Os mesmos representam 92,4% da composição do óleo, como podem ser observados 

na Tabela 2. 

   

Tabela 2 - Composição química do óleo essencial da espécie Syzygium aromaticum.  

Tempo 

de Retenção 
Nome 

Fórmula 

Molecular 
Area% 

3.311 Isobutirato de Metila C5H10O2 1,05 

22.898 Eugenol C10H12O2 53,08 

24.715 β-Cariofileno C15H24 33,80 

25.661 α- Cariofileno C15H24 3,12 

27.973 Acetato de Eugenila C12H14O3 1,35 

Total            92,4% 

Fonte: Elaborado pelo autor, (2018). 

 

Ao analisar-se a Tabela 2 é possível inferir que o eugenol é o composto 

majoritário do óleo, com 53% de presença no mesmo, posteriormente o β-cariofileno com 

33% presentes no óleo do cravo. Deve-se destacar ainda a incidência do α- cariofileno com 

3%, sendo que os outros dezoito compostos somados apresentaram 7,6% da composição total 

do óleo. Os percentuais gerados pelo cromatograma dos compostos estão em consonância 

com dados reportados por Plata-Rueda et al., (2018), que analisou óleo de cravo com origem 

em Minas Gerais, cujo perfil cromatográfico mostrou o eugenol com 27,1%, β-cariofileno 

24,5% e o α- cariofileno 10,8%, demonstrando deste modo similaridade com o perfil 

supracitado, no que tange o fato de eugenol e β-cariofileno serem reportados como compostos 

majoritários.   

Todavia as diferenças nos percentuais de composição do óleo podem ser 

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#collection=compounds&query_type=mf&query=C12H14O3&sort=mw&sort_dir=asc
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atribuídas as diferentes origens dos cravos obtidos, sendo este comportamento amplamente 

relatado em trabalhos como de Wan et al., (2019), que relatou a presença de 34,42% de 

eugenol, no óleo de cravo utilizado no estudo supracitado.     

4.1.2 Espectroscopia de Absorção na Região do Infravermelho (FTIR) 

 

O espectro na região de infravermelho para o óleo essencial, mostrou bandas de 

absorção intensas na região de 1267 cm-1 1514 cm-1 e 3550 cm-1 relacionadas ao estiramento 

assimétrico C-O de éter aromático, ao estiramento C=C de aromáticos e ao estiramento 

assimétrico da ligação O-H respectivamente. estas bandas também foram encontradas em 

estudos realizados por Pereira; Maia., (2007), que analisou propriedades químicas e 

biológicas do óleo de cravo. 

 

Figura 10 – Espectro obtido do óleo essencial do cravo através de FT-IR. 
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Fonte: Elaborado pelo autor, (2018).  

 

As atribuições das demais bandas na região do infravermelho, bem como as suas 

respectivas regiões foram dispostas na Tabela 3. 

 

Tabela 3 - Atribuições das bandas do espectro na região do Infravermelho para o óleo de 

cravo. 

  

Número de Onda cm-1 Atribuições 

1063 νass C-O de éter aromático 

1234 ν C-O de Fenol 

1267 νass C-O de éter aromático 
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1431 ν C-C do grupo fenila 

1514 ν C=C de aromáticos 

1609 νass C=C de aromáticos 

2926  ν C-H de carbonos alifáticos 

3550 νass O-H 

Fonte: (LAMPMAN et al., 1973). 

 

As regiões mencionadas na Tabela 3 e as respectivas atribuições encontradas estão 

corroborando com bandas encontradas em trabalho descrito por González-Rivera et al., (2016), 

que realizou estudos de extração de óleos essenciais, dentre eles o óleo de cravo. As bandas 

relatadas foram indicadas como sendo oriundas do eugenol, composto majoritário.   

 

4.1.3 Ressonância Magnética Nuclear (RMN) 

 

4.1.3.1 RMN 1H do óleo essencial do cravo  

A técnica de RMN de 1H, objetiva através da análise de spins de 1H, visualizar a 

partir do espectro obtido, sinais característicos que possam subsidiar uma investigação mais 

consistente sobre os constituintes majoritários presentes no óleo de cravo. A elucidação 

realizada para este bioativo, foi idealizada levando-se em conta as estruturas químicas dos 

compostos majoritários, sobretudo o Eugenol e o β-cariofileno, como mostrados na técnica de 

CG-EM. A partir destes compostos químicos obteve-se um espectro de RMN como o 

observado na Figura 11.     
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Figura 11 - Espectro de RMN 1H do óleo essencial do cravo. 

 
 

Fonte: Elaborado pelo autor, (2018)    

O espectro de RMN 1H do OEC mostrou dois singletos em δ 1,00 referente aos 

hidrogênios dos carbonos metílicos ligados a (C11) do β-cariofileno, outro sinal encontrado 

em δ 2,22 foi atribuído aos hidrogênios do grupo metila ligado ao (C4) do mesmo composto. 

Para a molécula de eugenol foram encontrados sinais em δ 3,90 referentes a metoxila. O 

multipleto em δ 5,09, foi atribuído aos hidrogênios olefílicos ligados ao C9 (ddt), e o sinal em 

δ 6,72 refere-se aos hidrogênios ligados a (C3) e (C5) do eugenol. O singleto em δ 5,33 

refere-se ao hidrogênio da hidroxila. O dupleto em δ 3,35 pode ser inferido aos hidrogênios 

metilênicos ligados ao (C7). Os sinais encontrados para o β-cariofileno estão em consonância 

com os encontrados por Dahham et al., (2016), em estudos de avaliação da atividade 

antinflamatória do composto em questão. Os valores obtidos para o eugenol e o β-cariofileno 

a partir do espectro concordam com os encontrados por Freitas e colaboradores., (2018) em 

análises realizadas de diferentes óleos essenciais das espécies do tipo Ocimum gratissimum. 

 

4.1.3.2 RMN 13C do óleo essencial do cravo  

A Ressonância Magnética Nuclear de Carbono 13 visa identificar através de 

valores específicos de deslocamento químico sinais característicos, que possibilitem 

esclarecer os compostos que podem estar presentes no OEC, sendo, portanto, utilizada 

adicionalmente ao RMN 1H. A análise realizada foi feita com intervalo de deslocamento entre 

20 e 160 ppm, como mostrado na Figura 12.                                                                                                                                                                                                                                                                  
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Figura 12- Espectro de RMN 13C do óleo essencial do cravo. 

 
Fonte: Elaborado pelo autor, (2018).  

A análise do espectro de RMN 13C de OEC (Figura 12), apresentou sinais 

característicos do composto. O β-cariofileno foi identificado no óleo a partir dos sinais em δ 

16,48 refere-se ao carbono metílico ligado ao C4 do, e em δ 154,91 esse sinal refere-se ao C8 

da dupla ligação do mesmo composto. Os sinais referentes ao β-cariofileno encontrados neste 

trabalho, coadunam com os que foram encontrados por Al-Burtamani e colaboradores (2005), 

através de estudos realizados sobre a composição química do óleo essencial da espécie 

Haplophyllum tuberculatum. O Eugenol, foi identificado através dos sinais em δ 56,04 (C10), 

em δ 40,15 (C7), na região de δ 138,01 (C8), δ 114,43 (C6), na região de δ 111,28 (C3) e em δ 

124,50 ao (C5). Os resultados encontrados para os sinais referentes ao eugenol, estão 

condizentes com os encontrados por Farag e colaboradores., (2018), em análises de 

metabólitos feitas com dez espécies de canela. 

 

4.2. Caracterizações do Lapachol 

 

4.2.1 Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (CLAE)  

Esta técnica foi utilizada com intuito de analisar o grau de pureza do lapachol, 

onde os picos foram identificados de acordo com trabalho de Fonseca et al., (2004) levando-

se em consideração o tempo de retenção obtido. Posteriormente foi calculado a área dos perfis 

analisados. O cromatograma da Figura 13, demonstra o perfil da composição do bioativo. 

 

  



37 

Figura 13- Cromatograma do lapachol realizado pela técnica CLAE. 

 
Fonte: Elaborado pelo autor, (2018). 

 

O perfil cromatográfico obtido mostrou picos com intensidade pequena e um pico 

principal de maior intensidade referente ao lapachol com tempo de retenção de 7,650 minutos. 

A partir da obtenção da área total do cromatograma, e integrando a área do pico referente ao 

lapachol, chegou-se ao valor de 95,69% do total. Com base nesse resultado é possível 

correlacionar a área do pico com a composição do bioativo na amostra. O lapachol apresentou 

percentual de pureza 95,69%, em massa.  

 

4.2.2 Espectroscopia de Absorção na Região do Infravermelho (FTIR) 

 

A técnica de espectroscopia na região do infravermelho foi aplicada, com objetivo 

de analisar as vibrações decorrentes de ligações químicas presentes na estrutura, o que 

possibilita, a identificação de grupos funcionais existentes na molécula, contribuindo assim 

para a sua respectiva elucidação estrutural. Para isso as bandas de transmissão encontradas no 

espectro da Figura 14 foram utilizadas, atreladas aos grupos responsáveis pelas respectivas 

bandas. 
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Figura 14 – Espectro no Infravermelho do lapachol. 
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Fonte: Elaborado pelo autor, (2018).  

 

O espectro vibracional da molécula do lapachol apresenta bandas de absorção na 

região de 1639 cm-1 e 1660 cm-1 referentes a C=O do carbono 4 e do carbono 1 

respectivamente, além de uma banda na região de 3350 cm-1 de um estiramento assimétrico na 

ligação O-H, além de bandas nas regiões de 725 e 843 cm-1, todas atribuídas ao anel aromático 

presente no lapachol. Essas e as demais atribuições mostradas na Tabela 4, foram realizadas 

tomando como base bibliografia relatada por (SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2005).  

 

Tabela 4 - atribuições das bandas do espectro na região do infravermelho para o lapachol.  

Número de onda cm-1 Atribuições 

   725 δ C-H fora do plano 

937 δ CCH de alifáticos  

1046 ν CC aromáticos 

1238 δ C-OH 

1369 δ C-H de CH3 

1591 δ CC de aromáticos  

1639 ν C=O do carbono 4 

1660 ν C=O do carbono 1 

3353 νass O-H 

Fonte: (SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2005).  



39 

As bandas encontradas em 1046 cm-1, 1238 cm-1 e 1369 cm-1, referentes ao 

estiramento CC em aromáticos, a deformação C-OH e a torção HC-CH3, também foram 

relatadas em trabalho de Delarmelina et al., (2016), assim como as demais bandas atribuídas 

na Tabela 4.  

 

4.2.3 Ressonância Magnética Nuclear (RMN) 

 

4.2.3.1 RMN 1H   

A referida análise apresenta relevância no que tange a elucidação estrutural dos 

bioativos, que foram cedidos ou sintetizados, processo esse que deve propiciar subsídios 

necessários para confirmar-se que estrutura química está sendo estudada, como mostra o 

espectro de RMN 1H do lapachol na Figura 15. 

 

Figura 15 - RMN 1H do Lapachol.  

 

Fonte: Elaborado pelo autor, (2018). 

 

No espectro de RMN 1H do lapachol foram encontrados em δ 8,08 dubleto de 

dubleto (dd), em δ 7,75 há um dubleto de dubleto de dubleto (ddd), refente aos hidrogênios 

ligados ao (C13), (C14) respectivamente e na região de δ 7,32, hidrogênio da hidroxila. Um 

tripleto foi encontrado em δ 5,23 do hidrogênio ligado ao (C6), em δ 3,32 um dupleto 

referente ao hidrogêno localizado no (C5), em δ 1,79 ppm um singleto do hidrogênio presente 

no (C9) e em δ 1,68 há um singleto do hidrogênio presente no carbono 8. Esse valores de 

deslocamento químico bem como as suas respectivas atribuições estão em concordância com 

resultados obtidos por Singh et al., (2008), que realizou estudos de análise estrutural dos 
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compostos pertencentes a classe das naftoquinonas. 

 

4.2.3.2 RMN 13C      

 A Ressonância Magnética Nuclear de 13C constitui uma importante técnica de 

elucidação das estruturas moleculares, pelo fato de fornecer informações acerca dos carbonos 

presentes na estrutura em análise como o ambiente químico em que o mesmo se encontra, 

permitindo que se conclua como estão dispostos os átomos em um molécula que possua 

carbono, como o observado no espectro ilustrado na Figura 16.  

 

Figura 16 - Espectro de RMN 13C do lapachol. 

 

Fonte: Elaborado pelo autor, (2018).  

 

Os dados de RMN 13C do lapachol, mostraram sinais em δ 184,77 (C‑4), em δ 

181,93 (C‑1), em δ 135,06 (C‑14), δ 127,00 (C‑12), δ 119,88 (C‑6), δ 25,96 (C‑8), em δ 22,84 

(C‑5), δ 18,11 (C‑8). Estes resultados obtidos corroboram com os que foram encontrados em 

trabalho realizado por Sab et al., (2015), que estudou plantas do gênero Bignoniaceae, com 

intuito de verificar a presença de lapachol. 

 

4.3. Caracterizações das nanocápsulas sintetizadas 

 

4.3.1 Espectroscopia de Absorção na Região do Infravermelho (FTIR) 

 

A técnica espectroscópica foi utilizada para realizar-se um estudo sobre a 
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formação das nanocápsulas, sobretudo a respeito da mudança de perfil do espectro do amido 

antes e depois da reação de reticulação, sendo que essa diferença no espectro do 

polissacarídeo, pode ser observada através do surgimento de novas bandas, o desaparecimento 

de bandas existentes, e o aumento ou diminuição da intensidade de bandas já existentes, 

ilustrados na Figura 17. 

 

Figura 17 – Espectro comparativo na região do Infravermelho, entre o hidroxietilamido (HEA) 

e a nanocápsula sintetizada (NC HEA). 
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Fonte: Elaborado pelo autor, (2018).  

 

O espectro do HEA apresentou bandas de transmitância com maiores intensidades 

na região de 1654 cm-1, referente ao estiramento H-OH de água reticulada no polissacarídeo, 

em 3324 cm-1 estiramento assimétrico de O-H, em 1165 cm-1 estiramentos C-C e C-O, regiões 

estas encontradas por Zhao et al., (2018) em estudos realizados sobre propriedades físico-

químicas do amido da castanha com origem na China. A Tabela 5 apresenta ainda regiões de 

transmissão do infravermelho para as nanocápsulas. 
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       Tabela 5 – Atribuições das bandas do espectro na região do Infravermelho para o HEA e para as nanocápsulas sintetizadas. 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(LAMPMAN et al., 1973).    

Número de Onda cm-1 Atribuições (HEA) Número de Onda cm-1 Atribuições (NC–HEA) 

990 δ fora do plano RCHCH2 1024 δ fora do plano RCHCH2 

1165 ν C-O e C-C do anel da anidroglicose 1111 ν C-O de éter alifático 

1372 δ CH3 1227 C-O de éter aromático 

1467 δ CH2 (N) 1346 δ CH3 

1654 ν H-OH de água reticulada 1464 δ CH2 (N) 

2931 ν C-H de carbonos alifáticos 1644 ν H-OH de água reticulada 

3324 νass O-H 1702 ν C=O livre  

  1734 ν C=O de poliuretana 

  2921 ν C-H de carbonos alifáticos 

  3340 νass O-H 
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A Tabela 5 reporta regiões do infravermelho, bem como as suas respectivas 

atribuições, em 1702 cm-1, referente ao surgimento de uma banda proveniente de estiramento 

C=O livre, que não havia sido verificada no espectro do HEA, bem como a região em 1734 

cm-1, referente ao estiramento C=O da poliuretana formada. Ambas são provenientes da 

reação de poliadição (Figura 18) que ocorre entre os grupamentos isocianatos do reticulante 

TDI, com as hidroxilas reativas do polissacarídeo localizadas nos grupamentos hidroxietil, 

pois são menos impedidas estericamente, formando as ligações poliuretana. Outra alteração 

observada, ocorreu no perfil da banda referente ao estiramento assimétrico de O-H, verificou-

se que a mesma apresentou diminuição na largura da banda, fato este atribuído, a diminuição 

do número de hidroxilas presentes no composto, haja vista sua reação de reticulação. Os 

resultados obtidos a partir destes espectros estão em consonância com levantamentos 

realizados por Baier et al., (2012), que realizou estudos envolvendo nanocápsulas de 

hidroxietilamido.   

 

Figura 18– Reação de reticulação do hidroxietilamido. 

 

Fonte: Elaborado pelo autor, (2019). 

 

 

 

4.3.2. Tamanho de partícula e índice de polidispersidade. 

 

O tamanho de partícula das nanoemulsões primárias e das nanocápsulas foi 

mensurado, bem como o índice de polidispersividade. Conforme Antonello e colaboradores 

(2017), uma nanoemulsão ocorre quando são formadas nanogotículas que podem variar de 50 

até 500 nm, nos quais os sistemas que apresentam gotículas com essa característica têm sido 
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classificados como miniemulsões.  

Às emulsões primárias com os subscritos “O” contém o ativo OEC e as emulsões 

controle com os subscritos “B” não contém bioativo. Posteriormente foram obtidos diferentes 

valores de tamanho de partícula e de índice de polidispersividade. Somente após o processo 

de otimização dos sistemas é que foram feitas nanocápsulas com lapachol, portanto o mesmo 

não foi submetido as formulações para otimização. Todos os valores estão listados na Tabela 

6.  

Tabela 6 - Tamanho de partícula e índice de polidispersividade das nanoemulsões primárias e 

das nanocápsulas.  

Emulsão Tamanho de Partícula (nm) Índice de Polidispersividade 

 DIA 1 DIA 37 DIA 1 DIA 37 

Bb-5ªIc 205,63 ± 3,58 241,00±19,25 0,123±0,0189 0,28± 0,0080 

Bb-7,5ªIc  232,83±1,75 261,43±1,92 0,213± 0,0087 0,253± 0,0140 

Bb-10ªIc 226,70± 1,21 268,86 ± 1,04 0,243±0,0095 0,233± 0,0190 

Ob-5ªIc 309,70± 3,20 367,93± 20,09 0,212±0,0060 0,223±0,0920 

Ob-7,5ªIc  254,05± 18,60 414,20± 44,41 0,283±0,0714 0,829±0,0050 

Ob-10ªIc 220,70± 6,23 486,30±56,43 0,271±0,0367 0,497±0,0075 

Bb-5ªIIc 253,03 ± 4,46 ___________ 0,243±0,0153 ___________ 

Ob-5ªIIc 241,56± 2,31 ___________ 0,33±0,0473 ___________ 

Ob-10ªIIc 245,93 ±6,23 ___________ 0,296±0,0547 ___________ 

NC-OEC 343,00±13,00 ___________ 0,473±0,0307 ____________ 

NC-LPC 273,70±3,52 ___________ 0,491±0,0163 ____________ 

NC-HEA 268,70±1,61 ___________ 0,404±0,0643 ____________ 

Fonte: Elaborado pelo autor, (2018).  

 

Verificou-se no geral que as emulsões com 10% de fase orgânica apresentaram 

menores tamanhos, principalmente as formulações com maior taxa de surfactante, como 

observado na amostra 0-10, que tem 10% de surfactante em massa com relação a fase 

orgânica, mostrando que os tamanhos de partícula sofrem influência da quantidade de 

surfactante empregada na formulação. Todos os valores de tamanho de partícula obtidos para 

os sistemas estão dentro do intervalo de 50-500 nm, portanto sendo classificados como 

nanoemulsões. Quanto ao índice de polidispersividade, todas emulsões estudadas obtiveram 

valores entre 0,1 e 0,3, no qual podem ser classificadas como sendo moderadamente 
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polidispersa, concordando com resultados obtidos por Jiménez et al., (2018), que em estudos 

realizados com nanoencapsulamento de óleos essenciais verificou que as emulsões obtiveram 

resultados de acordos com supracitados. 

Os nanossistemas foram ainda avaliados quanto ao tamanho em função do tempo 

de estocagem, onde começaram apresentar aumentos consideráveis de tamanho de partícula e 

índice de polidispersividade, o que remete a necessidade da elaboração de sistemas de 

encapsulamento mais rígidos, capazes de minimizar esses aumentos. Assim torna-se 

necessário a utilização de partículas ou cápsulas  poliméricas de hidroxietilamido para o 

encapsulamento de bioativos, devido a sua tolerância biológica e biodegradabilidade, tempo 

de prateleira, rigidez, alta capacidade de carreamento, dentre outras coisas (BAIER et al., 

2012). 

As nanocápsulas foram sintetizadas através da técnica de múltipla nanoemulsão 

inversa nas quais apresentaram os seguintes valores médios de diâmetro hidrodinâmico: 

268,7, 273,7 e 343 nm para as nanocápsulas NC-B, NC-OEC e NC-LPC, respectivamente 

como ilustrado na Figura 19.  

Figura 19 – Gráficos de distribuições dos tamanhos de partícula e PDI das nanocápsulas 

sintetizadas. 

      

Fonte: Elaborado pelo autor, (2018). 

 

Além disso, todos os sistemas mostraram comportamento moderadamente 
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polidisperso quanto a distribuição das partículas, resultados estes que estão em consonância 

com os obtidos por Zhang et al., (2017), que produziu nanogéis como carreadores de óleo 

essencial com diâmetros médios de 200 a 300 nm utilizando a técnica de múltipla emulsão. 

 

4.3.3 Potencial zeta    
 

Segundo Hunter, (2013), essa medida tem como intuito definir de que forma o 

potencial entre a camada de líquido imediatamente ao lado da superfície (fortemente ligado à 

partícula) e a fase contínua interagem. O potencial zeta também fornece uma medida da carga 

líquida na superfície da partícula e da distribuição de potencial elétrico na interface, 

funcionando como uma medida de estabilidade. A Tabela 7 contém dados de potencial zeta 

das emulsões primárias e das nanocápsulas. 

 

Tabela 7 - Resultados de potencial zeta para naoemulsões primárias e nanocápsulas. 

Emulsão  Potencial zeta (mV) 

 DIA 1 DIA 37 

Bb-5ªIc -38,933                -35,03 

Bb-7,5ªIc  -36,433                 -33,86 

Bb-10ªIc -36,767                 -35,83 

Ob-5ªIc -39,267                 -36,46 

Ob-7,5ªIc -42,366                 -31,46 

Ob-10ªIc -41,533                  -40,6 

Bb-5ªIIc -37,83 _____ 

Ob-5ªIIc -33,46 _____ 

Ob-10ªIIc -34,2 _____ 

NC-OEC -25,7 _____ 

NC-LPC -19,4 _____ 

NC-HEA -20,4 _____ 

 
Fonte: Elaborado pelo autor, (2018).  

 

Os resultados obtidos para as emulsões primárias apontam que as mesmas 

atingiram estabilidade, que está de acordo com o reportado na literatura, que sistemas onde o 

valor de potencial zeta seja igual ou superior a ± 30 mV podem ser classificados como 

estáveis, em função da carga (RAVIADARAN et al., 2018).   
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Todavia quando a concentração de surfactante foi aumentada, o potencial zeta 

diminui de -38,93 para -36,76 mV.  Esse fenômeno é observado por causa da ação do 

surfactante que cobre as superfícies das partículas lipídicas da nanoemulsão primária, devido 

à sua propriedade anfifílica. Presumivelmente, quando a concentração de surfactante não 

iônico, como os Brijs 78 e 700®, foi aumentada, ele poderia ter coberto as superfícies mais 

largas das partículas, diminuindo assim a carga elétrica negativa disposta na interface, como 

mostra a Figura 18 (HAN et al., 2014). 

 

Figura 20 – Tamanho de partícula e potencial zeta em função da variação da taxa de 

surfactantes da emulsão primária.  

 

Fonte: Elaborado pelo autor, (2019). 

 

Com relação as nanocápsulas, os valores encontrados de potencial encontram-se 

fora do intervalo de ± 30 mV, sendo encontrados no intervalo entre -20 e -30 mV. Segundo 

Cano-Sarmiento et al., (2018), sistemas com esse intervalo de potencial, são considerados 

como sendo moderadamente estáveis.  

Embora o potencial zeta propicie informações sobre a estabilidade intereletrônica  

das partículas, existem outros parâmetros que podem contribuir para que o sistema apresente 

comportamento estável, tais como a relação da soma das forças atrativas de Van der Waals e 

as forças de repulsão eletrostática causadas pela camada elétrica dupla, enquanto o zeta 
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fornece informações sobre as forças eletrostáticas repulsivas, não considerando as forças 

atrativas de Van der Waals, portanto, é possível encontrar sistemas estáveis com menores 

valores absolutos de potencial zeta (DERJAGUIN; LANDAU, 1993). 

 

4.3.4 Microscopia eletrônica de varredura   

 

O MEV é um instrumento avançado e versátil que é amplamente utilizado para 

analisar fenômenos de superfície dos materiais, dentre eles, topografia, morfologia, orientação 

e composição Sharma et al., (2018). A morfologia indica como está disposta as nanocápsulas 

no que tange ao seu tamanho e formato (BRABAZON; RAFFER, 2010).    

Segundo Steinmacher et al., (2017), as características da polimerização e/ou 

reticulação interfacial são responsáveis pela morfologia final da cápsula, sendo esta composta 

por um núcleo mais volumoso e aquoso que ao ser submetido a análise de microscopia 

realizada com o uso de sistema a vácuo, essa porção composta por água é removida, 

conferindo as cápsulas os espaços oriundos da região do núcleo, como se as mesmas 

estivessem esvaziadas. Tal comportamento foi observado, quando as nanocápsulas foram 

submetidas a microscopia eletrônica de varredura, como demonstradas na Figura 21.  

 

Figura 21 – MEV das nanocápsulas nas escalas: a) 10 µm e b) 1µm.  

 

Fonte: Central Analítica UFC, (2018). 

 

De acordo com a Figura 21a, as nanocápsulas apresentam-se aglomeradas e 

polidispersas, denotando através desta imagem a moderada polidispersividade do sistema, o 

que corrobora com os valores de PDI por DLS. Na Figura 21b, é possivel estimar um tamanho 

aproximado a 500 nm, porém esse valor de tamanho não é representativo a maior população 
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de cápsulas, onde na primeira imagem pode-se observar um maior número de cápsulas 

menores.   

 

4.3.5 Microscopia Eletrônica de Transmissão (MET) 

 

A microscopia eletrônica de transmissão é uma técnica que funciona através do 

processo de emissão dos feixes de elétrons, que atravessam a amostra, sofrendo diversos tipos 

de espalhamento que dependem das características do material (SHARMA et al., 2018). O 

objetivo principal do TEM é examinar a estrutura, morfologia, tamanho e sua distribuição, 

que por sua vez são de fundamental importância na nanotecnologia, pois, a forma como se 

processa uma síntese e outros aspectos envolvidos na mesma, acarretam em mudanças na  

eficácia de materiais nanoestruturados (WAITZ; KAZYKHANOV; KARNTHALER, 2004).  

Para avaliar a estrutura interna das nanocápsulas, algumas amostras foram 

observadas pelo TEM. De acordo com os resultados elucidados na Figura 22, as nanocápsulas 

obtidas têm uma faixa de tamanho de 200-400 nm, corroborando com a técnica de 

espalhamento de luz dinâmica. Foi possível observar a formação de uma estrutura clara de 

núcleo-concha (BAIER et al., 2010). Isso significa que as nanocápsulas com a concha de 

poliuretana, foram sintetizadas com sucesso. No entanto, a espessura da parede das 

nanocápsulas não é uniforme, e pode haver alguma estrutura multinuclear na nanocápsula 

(DEBELE; MEKURIA; TSAI, 2016). 

Figura 22 – Imagens de TEM das nanocápsulas NC B (a) e NC LPC (b). 

 
Fonte: CEDENNA – Universidade do Chile, (2019). 

 

A morfologia da superfície das nanocápsulas é um fator importante que afeta o 

comportamento de liberação do fármaco. As nanocápsulas sintetizadas têm forma esférica 
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regular, e superfície densa. A morfologia da superfície da nanocápsula está relacionada ao 

mecanismo de formação, apresentando relação dependente da estrutura química e reatividade 

dos polímeros, da viscosidade, das propriedades da fase contínua (CUI et al., 2018).  

4.4 Teor de sólidos   

  

A verificação do teor de sólidos na solução redispersada consiste em uma análise 

de caráter gravimétrico, na qual essa mensuração é realizada em função da massa de sólidos 

da solução por massa da mesma em (g/g). Para o estudo em questão a massa de sólidos 

corresponderá a quantidade de nanocápsulas obtidas após o processo de liofilização. A Tabela 

8 apresenta os percentuais obtidos para os sistemas analisados nesse estudo. 

Tabela 8 - Resultados obtidos para o teor de sólidos das nanocápsulas. 

 

Amostra Percentual do teor de sólidos 

% 

NC-HEA 0,40 

NC-LPC 0,77 

NC-OEC 0,59 

 
Fonte: Elaborado pelo autor, (2018). 

 

Os valores obtidos para o teor foram de: 0,40%, 0,76% e 0,59%, para as 

nanocápsulas de amido sem a presença de ativo, contendo o lapachol e o óleo do cravo, 

respectivamente. Os valores obtidos para os ativos são maiores devidos a presença dos 

mesmos. Além disso, os resultados de teor de sólidos, denotam a concentração de 

nanocápsulas sintetizadas em função da massa da solução redispersada, sendo importante uma 

vez que essa concentração de nanocarreadores está diretamente relacionada com a 

probabilidade de o sistema apresentar respostas frente aos micro-organismos estudados. 

 

4.5 Eficiência de encapsulamento e capacidade de carreamento  

 

4.5.1 Eficiência de encapsulamento do lapachol   

 

Primeiramente foi realizada uma varredura do bioativo utilizando o solvente 

ciclohexano para solubilizar o mesmo, com o intuito de se verificar o valor de λ máximo do 

lapachol mostrado na Figura 23, para que posteriormente fosse realizada a quantificação do 

ativo presente na cápsula através da curva de calibração do ativo em questão.  
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Figura 23 – Espectro de varredura do lapachol. 
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Fonte: Elaborado pelo autor, (2018). 

 

O comprimento de onda em que o lapachol apresentou maior absorbância foi em 

251 nm, o valor obtido está em concordância com resultado reportado em trabalho publicado 

por SEGOLONI; DI MARIA, (2018).  

O comprimento de onda obtido foi utilizado para se construir a curva de 

calibração apresentada na (Figura 24), utilizando o mesmo solvente empregado na varredura. 

A expressão gerada pela curva de [ALPC] = 0,07843[LPC] + 0,00114 com R2 = 0,9974.  
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 Figura 24 - Curva de calibração do lapachol. 

         
Fonte: Elaborado pelo autor, (2018). 

 

 

A partir desta expressão encontrou-se o resultado de 73,47% de eficiência de 

encapsulamento (EE%) do ativo lapachol, que pode ser justificado pelas atrações 

intermoleculares entre o lapachol e o ciclohexano presente na fase contínua da múltipla 

nanoemulsão, que por sua vez transporta o ativo para a fase externa, diminuindo a eficiência 

do sistema. A curva também propicia a mensuração da quantidade em massa de ativo 

encapsulado, o que possibilita analisar quantitativamente a capacidade de carreamento do 

sistema. As nanocápsulas com lapachol apresentaram resultado igual a 1,61%, onde esse 

resultado e a  EE% obtidas estão em consonância com o que foi estudado por Marto et al., 

(2018), que em trabalho realizado utilizando o amido como carreador obteve 79% de 

eficiência de encapsulamento e 1,9% de capacidade de carreamento.  

   

4.5.2 Eficiência de encapsulamento do óleo essencial do cravo   

 

A realização de uma varredura no UV é primordial para descobrir-se o valor de λ 

máximo do óleo essencial, mostrada na Figura 25, pois a partir desse valor obtido foi possível 

construir uma curva de calibração. 
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Figura 25 - Espectro de varredura do óleo essencial do cravo. 

200 220 240 260 280 300 320 340

 

 

 nm

A
b

so
rb

â
n

ci
a

 

 

 

 Espectro de Varredura do OEC


max

= 231nm

 
 

Fonte: Elaborado pelo autor, (2018). 

 

 

O perfil da varredura do óleo do cravo mostrou que o comprimento de onda no 

qual o mesmo apresentou maior absorbância foi na região de 231 nm. Perfil similar de 

espectro foi reportado em trabalho publicado por Ma e colaboradores (2018), que encontrou 

comprimento de onda máximo próximo de 235 nm. Essa mudança por sua vez pode ser 

justificada pela diferença existente na composição do óleo. A partir deste valor encontrado foi 

feita uma curva de calibração apresentada na Figura 26, com o intuito de realizar a 

quantificação de óleo essencial do cravo, presente nas nanocápsulas sintetizadas. 
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Figura 26 - Curva de calibração do óleo essencial do cravo 

     
Fonte: Elaborado pelo autor, (2018). 

 

 

A curva de calibração do OEC gerou uma equação da reta com a seguinte 

expressão: [AOEC] = 0,0159[OEC] + 0,003576, com R2 = 0,9981, onde x é a absorbância 

obtida durante a leitura realizada para a quantificação do ativo na cápsula. Através da 

expressão obtida verificou-se que o sistema de nanocápsulas de hidroxietilamido em análise 

conseguiu encapsular 76,89% do ativo inicialmente colocado, Esse resultado apresenta 

concordância com resultados obtidos por Sebaaly et al., (2015), que apresentou variações da 

EE% entre 56.8 ± 0.33 até 75.7 ± 1.76% do referido bioativo, porém utilizando lipossomas. 

Posteriormente foi realizada mensuração para observa-se a capacidade de carreamento do 

sistema e obteve-se um resultado de 4,99%, valor bem acima do encontrado para o lapachol, 

levando-se em conta que as nanocápsulas de OEC apresentaram maior EE%, o resultado 

obtido se torna complacente com obtido da eficiência. Além disso a capacidade de transportar 

uma maior quantidade de ativo por massa de carreador, confere ao sistema uma maior 

probabilidade de apresentar potenciais aplicações farmacológicas.    
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4.6 Ensaios de difusão    

Os ensaios de liberação são realizados com intuito de atestar o perfil de liberação 

que sistemas de encapsulamento podem prover. Todavia não foi possível realizar tais ensaios 

com o óleo de cravo encapsulado, devido a dificuldades experimentais de execução, como a 

volatilização do mesmo. Contudo os ensaios com lapachol encapsulado ocorrem normalmente, 

como demonstrados na seção 4.6.1.  

            

4.6.1 Ensaio de difusão do lapachol    

Os ensaios de liberação foram realizados objetivando verificar o perfil de 

liberação das nanocápsulas contendo o fármaco em pH fisiológico, adicionado de etanol para 

solubilizar-se o bioativo difundido, possibilitando sua quantificação (GUL et al., 2018).   

A curva de calibração do lapachol nas condições do ensaio de liberação, foi 

realizada com intuito de verificar a viabilidade de quantificar o bioativo nestas condições e 

com o objetivo de obter uma equação com o intuito de realizar as quantificações de fármaco 

liberadas no meio receptor. Sendo essa análise realizada em comprimento de onda de 275 nm 

(TABOSA et al., 2018).  

 

Figura 27 – Curva de calibração do lapachol em tampão 7,4 e 10% de etanol  

        

Fonte: Elaborado pelo autor, (2019).                             

A partir da metodologia utilizada para o ensaio e dos intervalos de concentração 
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utilizados, obteve-se a curva de calibração que submetida ao fit linear gerou a seguinte 

expressão: [ALPC]= 0.09501[LPC]+0.000493, na qual a mesma obteve coeficiente de 

correlação linear com R2 = 0.99983. A equação da reta gerada, foi utilizada para a realização 

das quantificações de fármaco presentes no compartimento receptor. As quantidades de 

fármaco liberadas no meio receptor, para os ensaios do lapachol e das nanocápsulas contendo 

o mesmo, foram quantificadas e expostas em termos de percentagem, mostradas na Figura 28.   

    

Figura 28- Perfil de difusão das nanocápsulas com lapachol e do lapachol livre. 

     

Fonte: Elaborado pelo autor, (2019). 

 

O perfil de difusão do fármaco livre mostrou que em 24 h o mesmo difundiu na 

sua totalidade, contudo o sistema de nanoencapsulamento do bioativo no mesmo período de 

tempo, liberou 47,56%, o que denota o caráter de liberação controlada propiciado pela 

formulação proposta no presente trabalho. Além disso quando comparado a sistemas 

propostos em outros trabalhos Rodrigues et al., (2018) no qual as nanoemulsões liberaram 

58,7% em um período de 54 h, as nanocápsulas mostram uma estabilização no perfil de 

liberação após 24 horas, além de maior efetividade na retenção do bioativo.      
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4.6.2 Estudos de Modelos Cinéticos  

Para analisar os dados de liberação in vitro, vários modelos cinéticos foram 

utilizados para descrever a cinética de liberação ao qual o fármaco encapsulado obedece e 

investigar o mecanismo envolvido no processo de difusão do fármaco (Fickiano ou não-

Fickiano), isto é, se depende ou não exclusivamente do gradiente de concentração (PARRA et 

al., 2015). Os dados de liberação da porção inicial da curva de liberação foram ajustados às 

equações que descrevem os modelos cinéticos, e as mesmas foram comparadas utilizando os 

coeficientes de correlação r2. Os modelos de Zero e Primeira ordem são importantes, na 

medida em que fornecessem informações acerca de como a concentração de bioativo 

influencia no perfil de liberação do mesmo, como demonstrado na Figura 29 e Tabela 9.  

 

Figura 29 – Modelos cinéticos de Zero Ordem e Primeira Ordem. 

 

Fonte: Elaborado pelo autor, (2019). 
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Tabela 9- Expressão e coeficiente de correlação obtidos a partir dos modelos cinéticos de Zero 

e Primeira ordem. 

Modelos Cinéticos Expressão R2 

Zero Ordem  y = 8,26x + 1,83 0.9991 

Primeira Ordem y = 1,98x -0,01 0.9973 

Fonte: Elaborado pelo autor, (2019).  

 

Com base no gráfico demonstrado na Figura 30, bem como nos valores de R2 

dispostos na Tabela 9, o modelo de ordem zero apresentou melhor correlação com os dados de 

liberação, onde pode se inferir que o processo de difusão do fármaco ocorre conforme modelo 

cinético de Zero Ordem padronizar, em suma a variação de concentração do mesmo não 

exerce influência em seu perfil de liberação (SAADATMAND et al., 2019).   

Adicionalmente, os dados de liberação também foram submetidos aos modelos de 

Higuchi e Peppas, com intuito de verificar-se de que forma o material encapsulante 

sintetizado exerce influência no perfil de liberação ou o mesmo segue o modelo de fick 

(LOPES; LOBO; COSTA, 2005). os dados da difusão foram ajustados aos modelos e 

mostrados na Figura 30 e na Tabela 10.  
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Figura 30 – Modelos cinéticos de Higuchi e Peppas. 

 

Fonte: Elaborado pelo autor, (2019) 

Tabela 10- Expressão e coeficiente de correlação obtidos a partir dos modelos cinéticos de 

Higuchi e Peppas. 

Modelos Cinéticos Expressão R2 

Higuchi y= 12,12x – 7.46 0.98952 

Peppas y= 0.83x + 0.64 0.99397 

Fonte: Elaborado pelo autor, (2019). 

 

A partir dos resultados mostrados na Tabela 10 e na Figura 30, pode-se inferir que 

o modelo de Peppas se ajusta mais adequadamente ao ensaio de difusão realizado, haja vista 

que o mesmo apresentou maior valor de coeficiente de correlação, R2, sugerindo assim que a 

liberação do fármaco nas nanocápsulas pode ocorrer através dos mecanismos de absorção da 

água por parte das cadeias poliméricas que podem ser propensas à clivagem hidrolítica ou 

pela introdução de grupos ionizáveis (ácidos/básicos) que podem causar alterações 

conformacionais e de intumescimento (PRAMANIK et al., 2018), consequentemente um 

relaxamento das cadeias e a expansão do volume, logo o polímero expande e se torna poroso, 
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fazendo com que o sistema torne-se menos restritivo a difusão do fármaco (IVANOVA et al., 

2018).     

 

4.7 Teste de atividade antifúngica  

Com o intuito de verificar a susceptibilidade das cepas candida spp frente aos 

bioativos, bem como aos sistemas nanoencapsulados, foram realizados testes de sensibilidade. 

Entretanto o lapachol não demonstrou resposta frente as leveduras testadas, portanto não se 

realizou ensaios com lapachol encapsulado. Os resultados das amostras OEC, NC B e NC 

OEC estão apresentados na Tabela 11. 

     

Tabela 11- Avaliação do efeito antifúngico do lapachol e óleo de cravo isolados e 

encapsulados frente a isolados de Candida spp.    

 
CIM 50

b
 

  Cepas
a 

 

 

Subst. 

ATCC® 

C. parapsilosis 

 22019 

ATCC®  

C. krusei 

6258 

Óleo de Cravo 0,625% 1,25% 

NC OEC 3,14 ppm 1,57 ppm 

NC HEA 0,78% 0,78% 

a Cepas de leveduras isoladas de coleção. b CIM foi definido como a mais baixa concentração que produziu 50% 

de redução do crescimento das células fúngicas após 24 h de incubação.  

Fonte: Elaborado pelo autor (2018).  

 

Os compostos NC B e NC OEC, apresentaram atividade antifúngica dentro da 

faixa de concentração testada frente a todos os isolados, com resultados de Concentração 

Inibitória Mínima (CIM), de 0,78% e 3,14 ppm respectivamente, enquanto que óleo de cravo 

na concentração de 0,625-1,25% apresentou atividade contra as cepas. Vale ressaltar que a 

amostra NC HEA, que não possui bioativo em sua composição, apresentou atividade na 

concentração de 0,78%, que presumivelmente pode ser atribuída a interações de natureza 

hidrofóbica entre os grupos poliuretano das nanocápsulas (LAM et al., 2018).   

O resultado obtido para o óleo do cravo extraído, cujo concentração mínima 

inibitória foi de 1,25% para a cepa C. krusei, apresentou divergência com o obtido por 

(RAJKOWSKA; KUNICKA-STYCZYŃSKA; MAROSZYŃSKA., 2017), que em estudo 
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realizado com a mesma cepa, obteve resultados entre 0,06% e 0,120%, sendo essa divergência 

justificada pela diferença verificada na composição do óleo de cravo dos ensaios. Similar 

comportamento pode ser constatado quando se analisa o resultado do óleo frente a 

c.parapsopolis que em trabalho realizado por (RAJKOWSKA; NOWICKA-KRAWCZYK; 

KUNICKA-STYCZYŃSKA, 2019), verificou resultados de 0,25% de CIM, que apresentam-

se diferentes dos resultados obtidos nesse trabalho, devido a diferença na composição do óleo 

de cravo.   
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5. CONSIDERAÇÕES FINAIS  

 

Com base nos resultados obtidos para os bioativos caracterizados, pode-se inferir 

que o OEC é constituído majoritariamente por eugenol e β-cariofileno, compostos 

responsáveis pelas propriedades antifúngica, no qual o primeiro composto citado é encontrado 

em maior percentual no óleo extraído, que foi caracterizado por FT-IR e RMN, onde 

verificou-se bandas e sinais oriundas dos compostos majoritários, corroborando com o CG-

EM. Para o lapachol, o mesmo apresentou índice de pureza acima de 95%, conforme a técnica 

CLAE, tendo sua estrutura confirmada por FT-IR e RMN.  

A partir dos resultados obtidos, pode-se inferir que as nanocápsulas sintetizadas 

via múltipla nanoemulsão foram formadas, haja vista a formação de bandas referentes a 

poliuretana no infravermelho e a visualização da morfologia “core-shell” através do MEV. 

Com base nos mesmos conclui-se que as nanocápsulas sintetizadas apresentaram raio 

hidrodinâmico em escala nanométrica, já que os valores ficaram entre 50 a 500 nm, enquanto 

que em termos de carga líquida na superfície da partícula, medida pelo potencial zeta, os 

sistemas se mostraram moderadamente estáveis.   

Quanto a eficiência de encapsulamento, os sistemas reteram 76,89% da massa de 

óleo do cravo e 73,47% de lapachol. Com base na eficiência de encapsulamento dos sistemas 

foi realizado os ensaios de liberação, onde a nanocápsula contendo lapachol liberou 47,56% 

em 24 horas. Adicionalmente ao compararmos o perfil de liberação do fármaco e do sistema 

nota-se que as nanocápsulas fornecem perfil de liberação sustentada, uma vez que os 

percentuais de liberação são inferiores aos do ativo livre.  

A partir dos dados obtidos da liberação, inferiu-se que a concentração de fármaco 

não interfere no perfil de liberação do mesmo, pois sua difusão seguiu cinética de Zero Ordem. 

Além disso o fármaco encapsulado obedeceu ao modelo cinético de Peppas, que descreve a 

liberação do ativo como sendo resultante do intumescimento e posterior erosão do 

polissacarídeo, fazendo com que o lapachol encapsulado seja liberado. 

O óleo de cravo extraído bem como as nanocápsulas branco e com OEC, 

apresentaram atividade contra as cepas ATCC® C. parapsilosis 22019 e ATCC® C. krusei 

6258, dentro das concentrações testadas, mostrando a eficácia do ativo, bem como dos 

sistemas de encapsulamento de potencializar propriedade antifúngica do fármaco em questão. 

Esse resultado abre perspectiva para estudos mais aprofundados acerca dessa atividade 

antifúngica. 

A partir dos resultados obtidos, conclui-se que os sistemas nanoencapsulados 
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sintetizados foram eficientes, no que tange a retenção e liberação controlada do mesmo. Desta 

forma, as nanocápsulas carreadoras de ativo em função de seu tamanho de partícula e das 

propriedades biológicas dos fármacos encapsulados, apresentam potencial aplicação das 

mesmas por via oral, utilizando assim os sistemas na forma de suspensão.  
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