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RESUMO

Pesquisas para a obtencdo de micro/nanocépsulas utilizando polimeros biodegradaveis
como material de parede e Oleos essenciais como nucleo sdo bem difundidas. O
inchamento/dissolucdo do polimero no liquido € uma propriedade extremamente importante
para manter o aprizionamento desses 0leos essenciais e uma liberacéo controlada. Nesse sentido
0 objetivo desta pesquisa foi avaliar diferentes biopolimeros em contato direto com diferentes
6leos essenciais. O trabalho foi dividido em duas etapas, na primeira se propde um estudo
comparativo da interacdo inchamento/dissolucéo de filmes poliméricos imersos em diferentes
6leos essenciais. Seis polimeros foram usados para este estudo: poli(e-caprolactona) (PCL) e
poli (&cido lactico) (PLA), goma arabica, alginato de sodio, gelatina e carboximetilcelulose.
Filmes de polimero foram obtidos aplicando o método de fundicdo. Além disso, 0 PCL e 0 PLA
foram moldados por compressédo. Seis diferentes 6leos essenciais (OE) foram usados: Mentha
piperita, Cymbopogon nardus, Mentha arvensis, Syzygium aromaticum, Lavandula hybrida e
Eucalyptus globulus. Cada filme foi mantido a temperatura ambiente imerso nos diferentes
6leos testados intervalos de 1, 3, 5, 7, 14, 28, 56 e 112 dias. O mesmo procedimento foi repetido
a 4°C e 35°C em intervalos de 1, 3, 5 e 7 dias. Filmes de PCL e PLA foram completamente
dissolvidos em OE de Syzygium aromaticum no periodo até 24 horas nas trés temperaturas
testadas. Para todos os outros polimeros, o ganho de massa ocorreu durante os primeiros 7 dias
e permaneceu constante durante os dias seguintes. Os maiores ganhos de massa foram 15,519%
e 10,463% para PCL com Mentha piperita e goma ardbica com Eucalyptus globulus,
respectivamente. No entanto, seus compostos bioativos apresentam instabilidade quimica sob
temperatura, luz e ar devido as suas caracteristicas quimicas. Mesmo teste foi realizado para
6leo vegetal, o qual ndo obteve nenhum tipo de interacdo. Na segunda etapa deste trabalho
foram produzir nanocapsulas por nanoprecipitacdo de PCL com OE de Mentha piperita (MP)
e Cymbopogon nardus (CN) e avaliado sua estabilidade fisico-quimica pelo periodo de um ano.
As nanocapsulas foram caracterizadas por tamanho de particula, indice de polidisperséo,
potencial zeta, pH, morfologia e estabilidade na geladeira. Os tamanhos médios das
nanocapsulas contendo os 6leos essenciais foram 153 nm e 177 nm para MP e CN,
respectivamente, e 138 nm para as nanoesferas sem OE. Apds 360 dias, os tamanhos de
particula eram 210 nm e 245 para MP e CN, respectivamente, e 157 nm para as nanoesferas,
indicando que todas incharam. Os resultados de polidispersidade foram inferiores a 0,20,
indicando uma distribuicdo unimodal, em toda amostra. Todas as formulagcdes apresentaram
potencial zeta abaixo de -20 mV, indicando boa estabilidade fisica ao meio liquido. Avaliando
a morfologia nas nanocapsulas, elas apresentavam formato esférico, com estrutura capsular.
Com base nos resultados obtidos, as nanocapsulas de PCL apresentaram boa estabilidade,
mantendo suas caracteristicas por 330 dias. A eficiéncia de encapsulagdo (%EE) foi
determinada por infravermelho, avaliando o material ndo encapsulado, os resultados mostraram
uma EE de mais 90% para os dois OE, armazenados por 180 dias em geladeira. Para o periodo
de 330 dias, a EE foi de =80%, em tempos maiores (360 dias) ocorreram alteragdes
significativas e o aparecimento de furos nas paredes dos MP-NCs reduzindo a EE para valores
inferiores a 70%.



ABSTRACT

Research to obtain micro/nanocapsules using biodegradable polymers as wall material and
essential oils as a core are widespread. The swelling/dissolving of the polymer in the liquid is
an extremely important property to maintain the retention of these essential oils and a controlled
release. In this sense, the objective of this research was to evaluate different biopolymers in
direct contact with different essential oils. The work was divided into two stages, the first one
proposes a comparative study of the swelling/dissolution interaction of polymeric films
immersed in different essential oils. Six polymers were used for this study: poly(e-caprolactone)
(PCL) and poly (lactic acid) (PLA), gum arabic, sodium alginate, gelatin, and
carboxymethylcellulose. Polymer films were obtained by applying the casting method. In
addition, PCL and PLA were compression molded. Six different essential oils (EO) were used:
Mentha piperita, Cymbopogon nardus, Mentha arvensis, Syzygium aromaticum, Lavandula
hybrida, and Eucalyptus globulus. Each film was kept at room temperature immersed in
different oils tested at intervals of 1, 3, 5, 7, 14, 28, 56, and 112 days. The same procedure was
repeated at 4°C and 35°C at intervals of 1, 3, 5, and 7 days. PCL and PLA films were completely
dissolved in Syzygium aromaticum OE for 24 hours at the three temperatures tested. For all
other polymers, mass gain occurred during the first 7 days and remained constant for the
following days. The greatest mass gains were 15.519% and 10.463% for PCL with Mentha
piperita and gum arabic with Eucalyptus globulus, respectively. However, its bioactive
compounds show chemical instability under temperature, light, and air due to their chemical
characteristics. This same test was carried out for vegetable oil, which did not obtain any type
of interaction. The second step of this work was to produce nanocapsules by nanoprecipitation
of PCL with EO from Mentha piperita (MP) and Cymbopogon nardus (CN) and to evaluate
their physicochemical stability for one year. The nanocapsules were characterized by particle
size, polydispersion index, zeta potential, pH, morphology, and stability in the refrigerator. The
mean sizes of nanocapsules containing essential oils were 153 nm and 177 nm for MP and CN,
respectively, and 138 nm for nanospheres without OE. After 360 days, the particle sizes were
210 nm and 245 for MP and CN, respectively, and 157 nm for the nanospheres, indicating that
they all swelled. Polydispersity results were less than 0.20, indicating unimodal distribution
across the store. All formulations showed zeta potential below -20 mV, indicating good physical
stability in the liquid medium. Assessing the morphology of the nanocapsules, they had a
spherical shape, with a capsular structure. Based on the results obtained, the PCL nanocapsules
showed good stability, maintaining their characteristics for 330 days. The encapsulation
efficiency (%EE) was determined by infrared, evaluating the non-encapsulated material, the
results showed an EE of over 90% for the two EO, stored for 180 days in a refrigerator. For 330
days, the EE was =80%, in longer times (360 days) there were significant changes and the
appearance of holes in the walls of the MP-NCs, reducing the EE to values below 70%.
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1 INTRODUCAO

Oleos essenciais (OE) podem ser incorporados em filmes de biopolimero para melhorar
sua eficiéncia antimicrobiana e atividade antibacteriana, entre outras propriedades. Do
Evangelho et al. (2019) avaliaram as propriedades morfoldgicas, Opticas, mecanicas e de
barreira e a atividade antibacteriana de filmes de amido de milho contendo OE de laranja.
Filmes de amido de milho foram preparados aplicando-se o método de fundicdo (DO
EVANGELHO et al., 2019a). OE foi adicionado em diferentes concentracGes aos filmes de
amido/furcellaran/gelatina. As propriedades antioxidantes mostraram-se significativamente
aumentadas com a adicdo de OE aos filmes. Os resultados sugeriram que os filmes contendo
OE poderiam ser usados como um filme ativo que aumenta a seguranca microbiana e a vida util
dos alimentos devido as suas boas propriedades antioxidantes e antimicrobianas in vitro para
aplicacdes em embalagens de alimentos (JAMROZ; JUSZCZAK; KUCHAREK, 2018).

Os Oleos essenciais sdo quimicamente instiveis, sendo suscetiveis a perdas por
volatilizacdo e deterioracdo oxidativa quando expostos a oxigénio, luz ou calor limitando suas
aplicacdes (BURT, 2004; TUREK; STINTZING, 2013). O encapsulamento dos OE pode
resolver os problemas mencionados acima, uma vez que a casca (material de parede) isola o
OE dos agentes externos, conferindo-lhes maior estabilidade (GONNET; LETHUAUT,;
BOURY, 2010; JUANA FERNANDEZ-LOPEZ; MANUEL VIUDA-MARTOS, 2018).

Os materiais geralmente usados na encapsulacdo sdo biopolimeros, tais como
polissacarideos, gorduras e ceras, proteinas e compostos poliméricos ou suas combinagdes
como poli(e-caprolactona) (PCL) e poli(acido latico) (PLA) que sdo poliésteres alifaticos
termoplasticos e biodegradaveis (JAFARI etal., 2017; MARK, 2006). Além disso, os polimeros
podem atuar como um material de parede versatil para ligar ou encapsular uma ampla variedade
de materiais de nucleo bioativo (VIMALA BHARATHI; MOSES;
ANANDHARAMAKRISHNAN, 2018).

A encapsulacdo por meio do processo de nanoprecipitacdo, o material de parede é
escolhido de acordo com o tamanho desejado das particulas, solubilidade e estabilidade aquosa,
dentre outros fatores. Entre os biopolimeros, podemos citar o PCL, aprovado para liberagdo de
drogas pela Food and Drug Administration (FDA), um polimero biocompativel, totalmente
biodegradavel que tem uma natureza semicristalina, alta hidrofobicidade, alta estabilidade in
vitro e baixo custo (IQBAL et al., 2017).

Zanetti et al. (2019), obteve nanoparticulas de PCL carregadas com cinamato de geranila

por uma técnica de miniemulsificacdo/evaporacdo de solvente. As dispersdes aquosas de
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nanoparticulas de PCL carregadas com cinamato de geranila armazenadas a 4°C mostraram boa
estabilidade coloidal ao longo de 60 dias com eficiéncia de encapsulagdo (%EE) de até 97,46%
(ZANETTI et al., 2019). Nanocapsulas de PCL carregadas com OE de Thymus capitatus (EE
96%) e Origanum vulgare (EE 91%)foram preparadas por nanoprecipitacdo, apresentando
estabilidade a 4°C e 40°C, por pelo menos 30 dias (GRANATA et al., 2018). Nanocépsulas de
PCL contendo Tea tree e preparadas por nanoprecipitacdo, se mantiveram estaveis durante o
periodo de armazenamento (60 dias) (FLORES et al., 2011). Rubenick et al. (2017), relataram
que a suspencdo contendo OE encapsulado com PCL se mantiveram homogéneas no
armazenado por 30 dias (RUBENICK et al., 2017). Ephrem et al., 2014 demonstraram que 0
método de nanoprecipitacdo também é (til para a preparacdo de nanocapsulas de PCL
carregadas com Gleo essencial de alecrim, com %EE de aproximadamente 99%. Nesse caso, as
nanocapsulas (pequena e grande escala de producdo) apresentaram morfologia esférica e
estabilidade ao longo de 60 dias (EPHREM et al., 2014; FAGUNDES et al., 2021).

Nenhum manuscrito fornece informacGes detalhadas das interacGes de biopolimeros
com OE, antes dos pocessos de encapsulacdo ou incorporacdo em filmes, visto que alguns
materiais podem ser solubilizados ou sofrer intrumescimento em contato com éleos essenciais

Este trabalho relata o efeito de biopolimeros, que foram mantidos em contato direto com
diferentes OE, em um sistema de inchamento/dissolucdo em escala macroscopica por meio da
taxa de transferéncia de massa, incluindo as contribui¢6es do inchamento (difuséo induzida por
conveccao) ao longo do tempo de 112 dias.

Outro objetivo deste trabalho foi avaliar a estabilidade fisico-quimica no
armazenamento prolongado de nanocépsulas de PCL contendo 6leos essenciais de Mentha
piperita (MP) e Cymbopogon nardus (CN) e como nanoesferas. (NS) de PCL (sem OE). As
nanocapsulas e nanoesferas obtidas foram caracterizadas por tamanho de particula,
polidispersidade, potencial zeta, pH, eficiéncia de encapsulacao e estabilidade ao longo de um
ano. Nao foi encontrado na literatura pesquisada relacionado ao encapsulamento dos OE com

tempo de armazenamento e avaliacéo de sua estabilidade por um periodo superior a 180 dias.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o inchamento/dissolucdo de biopolimeros em 6leos essenciais utilizados para
obtencdo de nanocépsulas de policaprolactona com os diferentes Oleos essenciais (Mentha

piperita e de Cymbopogon nardus) via nanoprecipitacdo e sua estabilidade ao longo de um ano.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a compatibilidade (inchamento/dissolucao) de diferentes polimeros em contato
direto com diferentes dleos essenciais em condicdes diferentes;

e Avaliar a obtencdo de nanocapsulas de policaprolactona via nanopreciptacdo contendo
0 6leo essencial da espécie Mentha piperita,;

e Avaliar a obtencdo de nanocapsulas de policaprolactona via nanopreciptacdo contendo
0 0Oleo essencial da espécie Cymbopogon nardus

e Avaliar a influéncia de diferentes concentracfes na otencdo das nanocapsulas para cada
6leo essencial;

e Determinar a formulacdo que retne as melhores caracteristicas para cada 6leo essencial;

e Auvaliar a estabilidade ao longo de 1 ano das suspensdes de nanocéapsulas produzida com
os diferentes 6leos essenciais;

e Determinar a eficiéncia de encapsulamento das nanocapsulas contendo os respectivos

6leos essenciais, ao longo de 1 ano.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 OLEOS ESSENCIAIS (OE)

Os Oleos essenciais também chamados de 6leos volateis (GUENTHER, 1948) sao
liquidos oleosos aromaticos obtidos de material vegetal (flores, botbes, sementes, folhas, ramos,
casca, ervas, madeira, frutos e raizes). Sao produtos obtidos, sobretudo, de destilacéo por arraste
com vapor d’agua, podem ser definidos como material volatil presente em plantas e,
geralmente, de odor e fragréncia caracteristica (AZEVEDO; SERAFINI; BARROS, 2002;
SIMOES et al., 2016; VAN DE BRAAK; LEIJTEN, 1999).

A extensa aplicacdo bioldgica de 6leos essenciais (OE) pode ser definida devido a
complexidade e variabilidade de suas composicdes quimicas. Muitos fatores podem afetar a
composicéo final desses OE. Os constituintes obtidos sdo altamente volateis e lipofilicos de
baixa massa molar (BASER; BUCHBAUER, 2015).

A maioria dos OEs sdo misturas complexas de compostos organicos volateis produzidos
como metabodlitos secundarios em plantas, isso inclui hidrocarbonetos (terpenos e
sesquiterpenos) e compostos oxigenados (alcoois, ésteres, éteres, aldeidos, cetonas, lactonas,
fendis e éteres de fenol) (BASER; BUCHBAUER, 2015). S&0 uma mistura de monoterpenos -
CioH16 € sesquiterpenos -CisHo4. Eles séo utilizados hd milhares de anos na producdo de
incensos, alimentos e aplicacdes médicas. Além de suas propriedades aromaticas, 0 OE possui
inimeras propriedades, como atividades antimicrobiana, antioxidante, antibacteriana,
antifungica e anti-inflamatéria (COSTA et al., 2016; LEE; LEE; SONG, 2015; SA et al., 2014).

Estes compostos volateis sdo influenciados por diversos fatores (interacdo entre o
gendtipo e ambiente, método de irrigacao, época da colheita, estacdo e outras) e parametros de
processamento como temperatura, tempo, pressdo e método de extracdo (COSTA; FARIA,
1998; VERMA et al., 2010).

Geralmente estes OE contém cerca de 20 a 60 componentes até mais de 100 substancias
isoladas, com diferentes concentraces, das quais dois ou trés componentes estdo presentes em
concentragdes razoavelmente elevadas (20 — 70%) em comparagdo com outros componentes
que permanecem com quantidades vestigiais. As propriedades biologicas dos OE séo decididas
por esses componentes principais (BASER; BUCHBAUER, 2015).

Os OE sdo amplamente utilizados na medicina tradicional principalmente para o
tratamento de varias doengas do sistema digestivo, como flatuléncia, dispepsia e colica
intestinal (BRAHM I et al., 2014).
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De acordo com a Food and Drug Administration (FDA), aproximadamente 160 OEs
séo reconhecidos como seguros (GRAS), o que significa que podem ser usados com seguranca
em alimentos, medicamentos e cosmeticos. Entre eles estdo Mentha piperita (MP),
Cymbopogon nardus (CN), Mentha arvensis (MA), Syzygium aromaticum (AS), Lavandula
hybrida (LH) e Eucalyptus globulus (EG) (KFOURY et al., 2019; PRAKASH et al., 2015;
REINECCIUS, 2005; YOUNG; TISSERAND, 2013).

Os oleos essenciais sdo quimicamente instaveis e praticamente insollveis em sistemas
aquosos. Além disso, os OEs sdo suscetiveis a perdas por volatilizacéo e deterioracdo oxidativa
qguando expostos ao oxigénio, luz, calor ou interagdes com outros ingredientes da matriz em
alimentos, cosméticos e formulacBes farmacéuticas. Essas desvantagens limitam suas
aplicacBes (BURT, 2004; TUREK; STINTZING, 2013).

O encapsulamento de OEs pode resolver os problemas mencionados acima, uma vez
que o shell isola 0 OE de agentes externos, dando-lhes maior estabilidade devido a sua menor
volatilidade. Além disso, dependendo do agente de encapsulamento escolhido, a liberagdo de
compostos bioativos é controlada (AKHAVAN et al., 2018; JAFARI et al.,, 2017,
KATOUZIAN etal., 2017).

3.1.1 Oleo essencial de Mentha piperita (MP) e Mentha arvensis (MA)

As espécies do género Mentha sdo cultivadas em diversos paises do mundo para a
producdo de 6leos essenciais (LADJEL; GHERRAF; HAMADA, 2011; SUTOUR et al., 2010).
OE de Mentha pode apresentar diferentes composi¢cfes e quimiotipos, sendo esta a razéo pela
qual espécies Unicas ou hibridas pode apresentar aromas diferentes, apenas mudando a estrutura
guimica dos monoterpenos, além disso, os fatores ambientais geograficos podem influenciar as
diferentes composicdes (BEGHIDJA et al., 2007; KASRATI et al., 2015; SITZMANN et al.,
2014).

Mentha piperita L. e Mentha arvensis L. sdo plantas perenes pertencentes a familia
Lamiaceae, originarias da Europa, mas espalhadas pelo mundo e cultivadas em diversos climas.
Essas espécies de Mentha sdo plantas medicinais importantes, devido ao alto consumo no
mundo e pelo tamanho da area cultivada para a producao de oleo essencial (HEYDARI et al.,
2018).

Os OEs sao relatados na literatura como Uteis para o tratamento de colicas intestinais,
espasmos do ducto biliar, dispepsia, disturbios biliares, vesicula biliar e gastrointestinal,

gastrite, flatuléncia e enterite. O mentol mostra vérias atividades bioldgicas, como sedativo,
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anestésico, antiséptico, gastrico e antipruriginoso. E um dos poucos alcoois monoterpenos
monociclicos naturais que possuem caracteristicas propicias a fragrancias. Como tal, tem sido
utilizado para dar sabor a varios produtos, como balas, gomas de mascar e creme dental
(HAYDARI et al., 2019; HEYDARI et al., 2018).

OE de Mentha geralmente incluem mentol, mentona, isomentona, 1,8-cineol
(eucaliptol), acetato de mentila, mentofurano, limoneno, f-mirceno, B-cariofileno, pulegona e
carvona, alguns deles estdo representados na Figura 1. Em particular, o metabdlito secundéario
mais conhecido é o mentol. Esse metabdlito é produzido em tricomas glandulares de peltato
localizados nas partes aéreas das plantas de horteld (KALEMBA; SYNOWIEC, 2019).

Figura 1 — Formula estrutural dos compostos quimicos majoritarios presentes na Mentha.
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(+)-mentol (-)-mentol mentona 1,8-cineol
Fonte: Adaptado de (KALEMBA; SYNOWIEC, 2019)
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A Mentha piperita L. comumente conhecida como horteld pimenta, € um hibrido de M.
spicata L. e M. aquatic (GULLUCE et al., 2007). Como a M. spicata &, por sua vez, um hibrido
de M. rotundifolia L. com M. longifolia (= M. sylvestris L.), Lorenzi e Matos (2008) propuseram
que M. piperita é o resultado de uma triplice hibridacdo natural (LORENZI; MATQOS, 2008).

As folhas sdo normais, nem jaspeadas nem rugosas. As folhas sdo pecioladas;
apresentando o peciolo em torno de 4 mm de comprimento. O limbo foliar lanceolado, 1,5 a 2
vezes mais comprido que largo. A planta tem odor de mentol (LORENZI; MATOS, 2008).

Os componentes majoritarios sdo mentol e mentona, que podem variar de 43 - 54% e
12-30% respectivamente, conforme o acesso, ao momento do pleno florescimento. Outros
monoterpenos presentes incluem limoneno (1 - 5%), cineol (3,5% a 14%), mentofurano (1% a
9%), isomentona (1,5 - 10%), acetato de mentila (2,8 - 10%), pulegona (atépara 4%) e carvona
(até 1%) (ROHLOFF et al.2005). A medida em que o crescimento da planta progride, os niveis

de mentol e acetato de mentila aumentam enquanto os niveis de mentona diminuem. Um retardo
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na colheita pode aumentar os niveis de mentol, contudo o rendimento em 6leo pode diminuir.
A espécie desenvolve-se melhor em regides de clima ameno e dias longos, motivo pelo qual
seu plantio no Brasil esta concentrado na regido Sul do pais (LORENZI; MATOS, 2008).

OE de hortela-pimenta apresenta varias aplicacbes em funcdo da sua atividade como
antioxidante (SINGH; SHUSHNI; BELKHEIR, 2015; TSAI et al., 2013), antiflngico
(MATAN et al., 2009; SCHUHMACHER; REICHLING; SCHNITZLER, 2003; SOKOVIC et
al., 2009), antiviral (SCHUHMACHER; REICHLING; SCHNITZLER, 2003), antibacteriano
(BAKKALLI et al., 2008; MCKAY; BLUMBERG, 2006; SCHUHMACHER; REICHLING;
SCHNITZLER, 2003; VAN VUUREN; SULIMAN; VILJOEN, 2009) inseticida
(SCHUHMACHER; REICHLING; SCHNITZLER, 2003), larvicida e repelente de mosquitos,
e sdo principalmente considerados compostos ndo toxicos para humanos e podem ser letais a
patdgenos (dose letal mediana DLso de 2000 mg.kg™) (ANSARI et al., 2000; DEBBAB et al.,
2007).

A industria alimenticia tende a reduzir o uso de conservantes quimicos de atividade
antifingica devido a pressdo imposta pelos consumidores e autoridades legais para remover
completamente esses compostos toxicos ou para adotar alternativas para a manutencdo ou
extensio da vida de prateleira do produto (SOKOVIC et al., 2009; TASSOU;
KOUTSOUMANIS; NYCHAS, 2000). Como consequéncia, diversos compostos e extratos de
efeitos inibitdrios sobre a biossintese de aflatoxina foram relatados (HOLMES; BOSTON,;
PAYNE, 2008) dos quais a maioria sdo derivados de plantas, tais como fenilpropanoides,
terpenoides e alcaloides. Sabe-se que alguns 6leos essenciais de plantas possuem atividade
antimicrobiana, dentre esses OE, 6leos de horteld-pimenta em sido amplamente produzido e
consumido em sabores, fragrancias, produtos farmacéuticos e aplicagdo medicinal (BROWN,
1995; FOSTER, 1990; HEYWOOD, 1979; ISCAN et al., 2002; MCKAY; BLUMBERG,
2006). Um estudo realizado por Freire et al. (2012), apresentou o potencial inibitdrio deste 6leo
essencial contra os fungos Aspergillus flavus, Aspergillus glaucus, Aspergillus niger,
Aspergillus ochraceous, Colletotrichum gloesporioides, Colletotrichum musae, Fusarium
oxysporum e Fusarium semitectum (FREIRE et al., 2012).

A qualidade e o sabor de um cha de ervas sdo principalmente determinados por seus
compostos volateis e ndo volateis, sendo as propriedades do aroma derivado dos compostos
volateis e 0 gosto dos compostos ndo volateis (SCHARBERT; HOFMANN, 2005). No entanto,
foi relatado que a infusdo de horteld pimenta pode conter apenas 21% do essencial éleo do
material de partida, enquanto 75% do contetdo polifendlico original é extraido (DUBAND et

al., 1992). Por esta razéo, a atencéo deve ser focada em compostos polares, tais como compostos
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polifendlicos que sdo mais estaveis durante a fervura e armazenamento (MIMICA-DUKIC;
BOZIN, 2008).

A Mentha arvensis pode ter um tamanho de 40 cm de altura, possui folhas grandes e
longas cobertas por pelos finos, curtos e macios. O formato das folhas é lanceolado, com apice
agudo. O limbo foliar tem bordas serreadas com os dentes inclinados (BUSTAMANTE, 1996;
LORENZI; MATOQOS, 2008).

Esta planta é utilizada tanto na medicina popular como na industria de substancias
aromaticas em virtude de seu componente majoritario, mentol, sendo utilizada na industria de
bebidas alcoolicas, em medicamentos como peitoral e para inalagBes, na indUstria de cigarros
(mentolados), em pomadas-e no tratamento de micoses (frieiras). A planta tem um sabor muito
amargo, refrescante com odor caracteristico. Os principais componentes estdo em seu OE, onde
se destaca o mentol, que pode alcancar e superar 80% do OE. Outros compostos sdo: acetato de

mentila, mentona, piperitona, furfural, alcohol amilico, canfeno (MOREIRA et al., 2010).

3.1.2 Oleo essencial de Cymbopogon nardus (CN)

OE de citronela ¢é obtido da planta de citronela, que € uma erva aromatica pertencente a
familia Poaceae, originaria do Ceil3o e sul da india. Do género Cymbopogon duas espécies s&o
categorizadas comercialmente: (i) Citronela de Ceildo (Cymbopogon nardus Rendle) e (ii)
Citronela Java (Cymbopogon winterianus Jowitt) (WIJESEKARA, 1973). E uma erva perene,
cespitosa, de 0,80 - 1,20 m de altura, suas folhas sdo planas, inteiras, estreitas, longas, de 0,50
— 1,00 m de altura, com margens asperas, apice agudo, apresentam aspecto curvo, sendo
intensamente aromaticas, lembrando o eucalipto citriodora (DE CASTRO; RAMOS, [s.d.]).

OE de citronela é um éleo essencial conhecido por ter propriedade natural de repeléncia
a insetos, sendo de grande interesse para a industria farmacéutica e de fragrancias (WANY et
al., 2013). Tem varios usos terapéuticos como analgésico, anticonvulsivo, ansiolitico, etc. e um
agente favoravel para anti-fungico, anti-bacteriano, antiparasitarias e nematicidas (DE
ALMEIDA et al., 2004). Na pratica tradicional, o 6leo de citronela tem sido usado como
antipirético, chd aromatico, vermifugo, diurético e em doenca mental (WANY et al., 2014).

Os efeitos bioldgicos do 6leo essencial de citronela séo atribuidos a moléculas de
geraniol e citronelal, que representam sua maior parcela de compostos quimicos em partes
aéreas da planta (CASTRO et al., 2010). A Figura 2 apresenta a férmula estrutural de alguns
compostos quimicos presentes em quantidades majoritaria na citronela (MAHALWAL,; ALL,

2003), avaliando a composic¢édo quimica do OE de folhas secas do capim citronela (Cymbopogon
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nardus), os componentes majoritarios encontrados foram citronelal (29,7%), geraniol (24,2%),
y-terpineol (9,2%) e cis-sabineno hidratado (3,8%), (E)-nerolidol (4,8%), p-cariofileno (2,2%)

e germacren-4-ol (1,5%).

Figura 2 — Formula estrutural dos compostos quimicos majoritarios presentes na Cymbopogon nardus.
0
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Fonte: Adaptado de (CASTRO et al., 2010)

OE de citronela demonstrou boa efic&cia contra mosquitos em concentragdes que variam
de 0,05% a 15% sozinho ou em combinagdo com outros produtos naturais ou comerciais
(FRADIN, 1998). O uso de repelentes € um meio pratico e econdémico, de impedir a transmissao
de doencas a humanos. As formulacdes mais comuns para repelentes de mosquitos disponiveis
no mercado contém DEET (N, N-dietil-3-metilbenzamida), que mostrou excelente repeléncia
contra mosquitos e outros insetos que picam (COLEMAN et al., 1993; QIU; JUN; MCCALL,
1998). No entanto, as reacfes de toxicidade humana apds as aplicagdes do DEET de leve a
efeitos severos (QIU; JUN; MCCALL, 1998).

3.1.3 Oleo essencial de Syzygium aromaticum (AS)

Syzygium aromaticum, popularmente conhecido como cravo da india, pertence a familia
das mirtaceas (Myrtaceae), € uma arvore de porte arboreo podendo atingir de 10 a 15 m de
altura com um ciclo vegetativo de mais de cem anos. Nativa da Indonésia, apresenta um odor
fortemente aromatico, sabor ardente e caracteristico, folhas ovais grandes e flores de cor
vermelha que se apresentam em numerosos grupos de cachos terminais representados na Figura
3 (ALMA et al., 2007; BARROS GOMES et al., 2018; COSTA et al., 2011).



25

Figura 3 — Aspecto geral da planta de Syzygium aromaticum arvore e bot6es florais.

e

Fonte: Adaptado de (SUPINO, 2017)

Seu componente majoritario € o eugenol, apresentando-se em 80 - 90% do total do OE
e outros componentes em menores proporgdes como acetato de eugenila (Figura 4) (CHAIEB
etal., 2007; TOVAR SANCHEZ; BOLIVAR PERTUZ; MAESTRE-SERRANO, 2015). A flor
contém 17% e o talo que o acompanha contém 4,5 — 6,0% de OE (BARROS GOMES et al.,
2018). Apresenta-se como um liquido incolor a amarelo claro (que escurece quando exposto a
luz), volétil, com baixa solubilidade em agua, cheiro forte e aromatico de cravo, sabor ardente
e picante (SANTOS, 2016).

Figura 4 — Formula estrutural dos compostos quimicos majoritarios presentes na Syzygium aromaticum.

eugenol acetato de eugenila
Fonte: adaptado de (VERDU et al., 2020)

3.1.4 Oleo essencial de Lavandula hybrida (LH)

Lavandula hybrida é usada na industria de perfumes e cosméticos, bem como na
aromaterapia (LIS-BALCHIN, 2002; WORONUK et al., 2011). A atividade biolégica do OE
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de lavanda é bem conhecida, varios autores demonstraram efeitos antibacterianos e anti-
inflamatorios (GIOVANNINI et al., 2016; JIANU et al., 2013). OEs podem ser usados como
agentes aromatizantes para influenciar os atributos sensoriais dos alimentos e como agentes
conservantes, para prolongar a vida util dos alimentos devido as suas propriedades
antimicrobianas e antioxidantes (ADELAKUN; OYELADE; OLANIPEKUN, 2016). Sendo
relatados como ativos em muitos tipos de bactérias como patégenos transmitidos por alimentos,
bactérias patogénicas humanas e bactérias ambientais (MARTUCCI et al., 2015; NIKOLIC et
al., 2014; SMIGIELSKI et al., 2018).

O género Lavandula pertence a familia Lamiaceae, uma familia de plantas aromaticas
medicinais, e consiste em mais de 39 espécies; dentre eles, Lavandula intermedia Emeric ex
Loisel (lavandin ou lavanda), é um hibrido estéril natural obtido pelo cruzamento de L.
angustifolia x L. latifolia e geralmente usado para produzir OE.

A variedade Lavandula intermedia (lavandin) “Grosso” é um arbusto sempre verde que
cresce até 90 cm de altura, compacto adequado para bordas grandes, com folhas estreitas de
verde-acinzentado e espigas densas e perfumadas de floracdo longa com pungentes e violetas.

Foi selecionado por Pierre Grosso e utilizado para produzir um OE por destilacdo a
vapor de flores e caules, que demonstraram possuir uma atividade antibacteriana interessante
(GARZOLI et al., 2019). Os principais componentes do OE variam entre: 4 a 8% de 1,8-cineol,
24 a 37% de linalol, 6 a 8,5% de canfora, 1,5 a 3,5% de isoborneol e 25 a 38% acetato de

linalila, alguns estdo presentados na Figura 5.

Figura 5 — Aspecto geral da planta de Lavandula hybrida.
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Fonte: adaptado de (GARZOLI et al., 2019)

3.1.5 Oleo essencial de Eucalyptus globulus (EG)

O Eucalyptus globulus (Figura 6) sdo plantas aromaticas e medicinais, € uma espécie do

género Eucalyptus pertencente a familia Myrtaceae, € uma arvore de folhas perenes cultivada
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no mundo todo. E cultivado como madeira e lenha em diversos paises. E rico em compostos
fendlicos e taninos hidrolisaveis (HAFSA et al., 2016; PARK et al., 2018).

Fonte: adaptado de (“Eucalyptus globulus”, [s.d.])

OE do eucalipto tem propriedades antissépticas, apresenta atividade antimicrobiana e
antiviral (tosses, resfriados, dores de garganta), sendo comumente utilizado na industria
cosmética (MULYANINGSIH et al., 2011; PARK et al., 2018; PARK; WENDT; HEO, 2016).
Devido as suas propriedades antimicrobianas e antioxidantes, também pode ser proposto em
solucBes de armazenamento de alimentos (LUIS et al., 2016; RANUCCI et al., 2019). O
principal constituinte do OE a partir de folhas de Eucalyptus globulus é o 1,8-cineol com

aproximadamente 74,6% da composicao do 6leo essencial (VIEIRA et al., 2017).
3.1.6 Oleo de soja

A soja pertence a classe das dicotiledéneas, a familia leguminosa e a subfamilia
Papilionoides, sendo a mais importante oleaginosa cultivada no mundo (HAMMOND et al.,
2005). O o6leo de soja é um subproduto do grdo de soja (Glycine max (L) Merrill), sendo
considerado uma fonte de alimentos no mundo, apresenta a maior fonte de proteinas
(GUNSTONE, 2013; LIST, 2016; NAFZIGER, [s.d.]). A Tabela 1 apresenta a composicéo da
fase lipidica (6leo de soja) do grdo de soja, em relacdo aos triacilglicerois, fosfolipidios,
material insaponificavel, esterois, tocoferdis, acidos graxos livres e metais.
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Tabela 1 — Composi¢do do dleo de soja.

Componentes Porcentagem massica

Acidos graxos livres 0,3-0,7
Esterois 0,236
Fosfolipidios 3,7
Hidrocarbonetos 0,38
Tocoferois 0,123
Triacilglicerdis 94,4

Traco de metais (mg-kg™ de ferro) 1-3

Fonte: adaptado de (HAMMOND et al., 2005)

O oleo de soja € composto basicamente por triacilglicerdis e apresenta uma alta
composicdo em fosfolipidios (GUPTA; KUMAR, 2007; LIST, 2016).

3.2 BIOPOLIMEROS

Os polimeros biodegradaveis sao classificados em polimeros naturais, que incluem os
polissacarideos e proteinas, e em sintéticos, que apresentam propriedades mecanicas e fisicas
reprodutiveis, como resisténcia a tracdo, mddulo de elasticidade e taxa de degradagdo
(DAVACHI et al., 2016).

Segundo a Norma D883 de 2000 da American Society for Testing and Materials
(ASTM), os polimeros biodegradaveis sao polimeros nos quais a degradacdo é resultado da
acdo de microrganismos como fungos, bactérias e algas. Polimeros sintéticos biodegradaveis
sdo geralmente, poliésteres que possuem ligacGes éster hidrolisaveis, que sdo facilmente
atacados por microrganismos por hidrolise, gerando substancias mais simples (FRANCHETTI,;
MARCONATO, 2006; ROSA; PANTANO FILHO, 2003).

Alguns exemplos de biopolimeros (materiais de casca) usados no encapsulamento:
polissacarideos (goma ardbica, amidos modificados, maltodextrinas, alginatos, pectina,
derivados de celulose, quitosana, ciclodextrinas). Gorduras e ceras (6leos vegetais
hidrogenados, lecitina, triglicerideos de cadeia média, glicerilbenato), proteinas (gelatina,
proteinas de soro de leite, caseinato de sédio, gluten, caseinas, zeina), compostos sintéticos ou
suas combinagdes como PCL (policaprolactona) e o PLA (poli (4cido lactico)) termoplésticos
e biodegradaveis poliésteres alifaticos (JAFARI et al., 2017; MARK, 2006). Além disso, 0s
polimeros podem atuar como um material de parede versatil para ligar ou encapsular uma ampla
variedade de materiais bioativos (VIMALA BHARATHI; MOSES;
ANANDHARAMAKRISHNAN, 2018).
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3.2.1 Goma arabica (GA)

A goma arébica pode ser definida como polimero de cadeia longa, com massa molecular
elevado e com a capacidade de se dissolver ou dispersar em agua fria ou quente (ZANALONI,
1992). E possivel encontrar a goma arabica com a nomenclatura de goma acécia ou goma
indiana, nome dado gracas a sua origem, pois esse biopolimero é obtido a partir do exsudato
gomoso de arvores de acacia. Sua obtencdo é feita a partir da incisdo no tronco e galhos da
planta (THEVENET, 1988).

A composicdo da goma arabica pode ser descrita pela combinacdo de uma mistura
complexa de sais (ions calcio, magnésio e potéassio) do acido ardbico e um complexo
polissacarideo de estrutura altamente ramificada contendo pequenas quantidades de material
nitrogenado (Figura 7). A massa molar pode variar entre 47x103 a 3x10° g.mol™, sendo 10%
da massa total correspondendo ao material nitrogenado de carater proteico (KAUSHIK; ROOS,
2008; LOPERA et al., 2009).

Figura 7 — Estrutura quimica da goma arébica.
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Fonte: adaptado de (CISSE et al., 2020)

A goma é uma mistura complexa de trés fracdes, sendo a arabinogalactana (responsavel
pelas propriedades emulsificantes e a atividade interfacial conferida as gomas) o componente
da frag&o principal, correspondente a 85% da goma, a fracdo de glicopeptideo, rica em material

proteico (representa cerca 10% da composicdo) e o glicoproteina representando 5% da
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composic¢do total da goma arébica (DA SILVA et al., 2015; LIZ et al., 2006; SANCHEZ-
REINOSO; OSORIO; HERRERA, 2017). Além disso, contem cerca de 2% de um componente
proteico ligado covalentemente a esse arranjo molecular, que exerce papel fundamental na
determinacéo das propriedades emulsificantes da goma (AZEREDO, 2005).

A goma ardbica possui algumas caracteristicas, como a capacidade de adsorcdo a
superficies lipofilicas, atuacdo como um agente formador de peliculas, ela ndo possui cheiro ou
sabor, apresenta baixa viscosidade, alta solubilidade em agua e comportamento newtoniano em
solucdes de concentragdo inferior a 35% (KAUSHIK; ROOS, 2008; LOPERA et al., 2009;
SANCHEZ-REINOSO; OSORIO; HERRERA, 2017).

3.2.2 Gelatina (GE)

A gelatina é um polimero natural que pode ser obtido da hidrélise parcial do colageno,
substancia que por sua vez é o maior constituinte de peles, 0ssos, tend@es e tecido conjuntivo
de animais (DUCONSEILLE et al., 2015). A obtencdo dessa proteina é feita o colageno é
submetido a um pré-tratamento, podendo este ser acido ou alcalino (OLIVEIRA, 2013;
ZHANG et al., 2005).

A gelatina é composta aproximadamente por 85% de proteinas, 12% de agua e 3% de
sais minerais. Possui alta massa molar, rica em glicina, 4-hidroxiprolina e prolina (ZIEGLER,
SGARBIERI, 2009). A gelatina é uma mistura de aminoacidos que frequentemente se repetem
em sequéncia, com predominancia de duas cadeias similares e uma distinta (glicina, prolina e
hidroxiprolina). Essas formam uma espiral em torno de um mesmo eixo, caracterizando uma
estrutura de tripla-hélice, a Figura 8 apresenta a estrutura quimica da gelatina (DUCONSEILLE
etal., 2015; GOMEZ-GUILLEN et al., 2011).

Figura 8 — Estrutura quimica da gelatina.
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Fonte: adaptado de (SILVA et al., 2019)
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A GE ¢ soluvel em &gua, possui potencial para formar hidrogéis termo reversiveis e,
também, capacidade para produzir filmes flexiveis. Além disso apresenta excelente
biocompatibilidade, plasticidade, boa aderéncia e excelente desempenho para promover
regeneracdo e crescimento celular (D’AYALA; MALINCONICO; LAURIENZO, 2008).

3.2.3 Alginato de sodio (SA)

O alginato de sodio ¢ um polissacarideo, sal dos acidos a-L-guluronico e B-D-
manurdnico, um copolimero de ocorréncia natural extraido em geral de algas marinhas
(Phaeophyceae).

O alginato é um carboidrato de formula molecular (CsHsOs)n possui apenas ligacoes
glicosidicas do tipo a 1-4 ¢ B 1-4, Devido as liga¢Ges do tipo (1-4), a cadeia do alginato de sodio
é linear. Em termos moleculares, o alginato € da familia de copolimeros binarios, composto por
ligacGes 1-4 de acido B-D-manurdnico e acido a-L-gulurdnico, de larga variagdo na composicao
e estrutura sequencial (Figura 9) (GACESA, 1988; LIMA et al., 2007).

Figura 9 — Estrutura quimica do alginato de sédio.
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Fonte: Adaptado de (KAWAGUTI; SATO, 2008)

Estruturas polimeéricas do alginato s&o hidrofilicas devido a presenga em grande
guantidade de radicais polares, hidroxilas (OH) (TURBIANI; KIECKBUSCH, 2011). Além
disso, o alginato é considerado copolimero de alta massa molecular de cadeias lineares com
segmentos rigidos e flexiveis. S&o constituidos por monossacarideos de acido 3-D-manurdnico

e acido a-L-glucurdnico unidos por ligagdes glicosidicas a (1,4) (LIMA et al., 2007).
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3.2.4 Carboximetilcelulose (CMC)

A carboximetilcelulose (CMC), é um dos polimeros sollveis em agua, obtida da
celulose, um polimero natural e renovavel, sendo um dos polissacarideos mais abundantes. A
partir da substitui¢do de alguns grupos hidroxil (OH) nas unidades de glicose da molécula de
celulose (Figura 10a), por grupos carboximetil (—-CH.COOH) (Figura 10b), obtém-se o
biopolimero carboximetilcelulose (BASTA et al., 2018; HEBEISH et al., 2013; MARZOUK et
al., 2016).

Figura 10 — Estrutura quimica de (a) celulose e (b) carboximetilcelulose.
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Fonte: adaptado de (KA"STNER et al., 1997)

3.2.5 Poliécido lactico (PLA)

O PLA é um polimero sintético biodegradavel com caracteristicas termoplasticas e que
apresenta elevado maédulo elastico e elevada resisténcia (GUPTA; KUMAR, 2007). O PLA ¢
um polimero biodegradavel e compostavel pertencente a familia dos poliésteres alifaticos
derivados de oa-hidroxi acidos. O PLA pode ser caracterizado como um polimero rigido
semicristalino ou totalmente amorfo dependendo da composicdo de sua cadeia polimérica,
como resultado de o monémero acido lactico (acido 2-hidroxipropandico) ser opticamente
ativo.

O PLA é produzido a partir da policondensacéo do &cido lactico ou pela polimerizagao
por abertura do anel desse acido (MURARIU; DUBOIS, 2016; SAEIDLOU et al., 2012). A

estrutura quimica do PLA esta apresentada na Figura 11.
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Figura 11 — Estrutura quimica do PLA.
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Fonte: adaptado de (MUTHURAJ; MISRA; MOHANTY, 2018)

Os polilactideos apresentam diferentes propriedades que variam desde polimeros
amorfos apresentando Tg entre 50 a 60°C até polimeros semicristalinos com T entre 130 a
180°C. A grande variedade nas propriedades depende de diversos fatores tais como método e
temperatura de processamento, massa molecular, mas principalmente, da sequéncia
enantiomérica da cadeia de PLA (WANG; KUMAR; LI, 2012).

Segundo Kim et al. (2003) propriedades tipicas de estruturas baseadas em PLA sdo

tempo de degradacéo prolongado, rigidez mecanica e hidrofobicidade (KIM et al., 2003).
3.2.6 Policaprolactona (PCL)

Poli (e-caprolactona) (PCL) (Figura 12) é um poliéster alifatico e origem sintética obtido
pela polimerizagdo por abertura de anel do monémero e-caprolactona, na presenga de um
catalisador (AVEROUS; POLLET, 2012; NAIR; LAURENCIN, 2007).

Figura 12 — Estrutura quimica da PCL.
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Fonte: (MAZZARINO, 2013)

E um poliéster semicristalino, altamente processavel e solivel em diversos solventes
aromaticos e hidrocarbonetos clorados (PIRES; BIERHALZ; MORAES, 2015). Existem
grades de PCL nos quais a cristalinidade pode atingir valores préximo aos 70% (MARK, 2006).

Por ser hidrofobico, sua estrutura final permanece inalteravel na presenga de agua,
apresenta baixa toxicidade, a massa molar varia de 5.000 a 80.000 g.mol, apresenta baixa
temperatura de fuséo, por volta de 55°C. Apresenta baixa viscosidade e uma densidade de 1,13
g/cm3 (MARIANI, 2010; MOONEY etal., 1991; NATTA, 1958). Por possuir degradacéo lenta
in vivo é bastante adequada para dispositivos de liberacdo controlada com vida util mais longa
(1-2 anos) (AVEROUS; POLLET, 2012; CHANDRA; RUSTGI, [s.d.]; WU, 2010).
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PCL ¢é um polimero solavel em cloroférmio, diclorometano, tetracloreto de carbono,
benzeno, tolueno, ciclohexanona e 2-nitropropano em temperatura ambiente. Além disso,
possui uma lenta solubilidade em acetona, 2-butanona, acetato de etila, dimetilformamida,
acetonitrila e € insoltvel em alcool, petréleo éter (benzina) e em éter dietilico (SINHA et al.,
2004).

3.3 INCORPORACAO DE OLEOQS ESSENCIAIS EM FILMES DE BIOPOLIMEROS

Os o6leos essenciais de extratos vegetais sdo agentes antimicrobianos naturais; a
incorporacdo de 6leo essencial em filmes usados em embalagens de alimentos pode ndo apenas
melhorar as propriedades antimicrobianas dos filmes, mas também reduzir a solubilidade em
agua, a permeabilidade ao vapor e a lenta oxidacéo lipidica do produto (HAFSA et al., 2016).

A incorporacdo de novos aditivos em materiais poliméricos fornece propriedades
especificas. Os Gleos essenciais podem ser incorporados em filmes de biopolimeros para
melhorar sua eficiéncia antimicrobiana e atividade antibacteriana, entre outras propriedades.
Estudos de Souza et al. (2019) apresentam bionanocompdsitos a base de
quitosana/montmorilonita incorporados com dois OE diferentes, alecrim (Rosmarinus
officinalis L.) e gengibre (Zingiber officinale Rosc), e avaliaram suas propriedades
antimicrobianas e antioxidantes por meio de ensaios in vitro. Do Evangelho et al. (2019)
avaliaram as propriedades morfologicas, dpticas, mecanicas e de barreira além da atividade
antibacteriana de filmes de amido de milho contendo OE laranja (Citrus sinensis). Os filmes de
amido de milho foram preparados aplicando o método de fundicéo. Os resultados de diversos
autores sugerem que os filmes contendo OE poderiam ser usados como um filme ativo que
aumenta a seguranca microbiana e o prazo de validade dos alimentos devido as suas boas
propriedades antioxidantes e antimicrobianas in vitro para aplicacGes em embalagens de
alimentos (JAMROZ; JUSZCZAK; KUCHAREK, 2018).

3.4 ENCAPSULACAO DE OLEOS ESSENCIAS

OEs séo praticamente insoluveis, quimicamente instaveis. Além disso, o OE é suscetivel
a perdas por volatilizacdo e deterioragdo oxidativa quando exposta a umidade, luz, calor ou
interacdo com outros ingredientes da matriz em alimentos, cosméticos e formulacdes
farmacéuticas, essas desvantagens limitam suas aplicagdes (PRAKASH et al., 2015; YOUNG;
TISSERAND, 2013).
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Prakash et al. (2015) verificaram que diminuicGes notaveis nas quantidades de terpenos
insaturados, como y-terpineno ou B-mirceno, juntamente com um aumento no p-cimeno foram
frequentemente reveladas, especialmente promovidas sob luz e altas temperaturas em OE. O
periodo de armazenamento e a vida Util do OE podem variar de alguns dias a anos. Além disso,
apenas um numero limitado de OE foi submetido a experimentos de armazenamento
(PRAKASH et al., 2015).

O encapsulamento de diferentes sistemas de OE pode resolver os problemas
mencionados acima, uma vez que o shell isola o OE de agentes externos, dando-lhes maior
estabilidade. Além disso, dependendo invélucro selecionado como agente encapsulante, outra
vantagem que se soma as outras mencionadas anteriormente é a liberagcdo controlada de
compostos bioativos (BURT, 2004; KFOURY et al., 2019; TUREK; STINTZING, 2013).

O encapsulamento pode ser definido como um processo para aprisionar uma substancia
dentro de outra substéncia, produzindo assim uma carreadora com um didmetro de poucos nm
a alguns milimetros. A substancia que é encapsulada pode ser chamada de material do ndcleo,
agente ativo, fase interna ou fase de carga Util. O material que esta encapsulando pode ser
chamado de revestimento, casca, material de suporte, material da parede, shell , fase externa ou
matriz (ZUIDAM; NEDOVIC, 2010).

O encapsulamento oferece uma maneira eficaz para protecéo de propriedades funcionais
de OE. Tal processo visa preservar a estabilidade dos compostos bioativos durante o
processamento de armazenamento e evitar interacdes indesejaveis com a matriz alimentar. A
maioria dos compostos bioativos sdo caracterizados pela rapida inativacdo. O procedimento de
encapsulamento diminui os processos de degradacdo (por exemplo, oxidacao ou hidrolise) ou
evita a degradacdo até que o produto encapsulado seja liberado na quantidade desejada
(LESMES; MCCLEMENTS, 2009).

Além das vantagens mencionadas anteriormente, os OE podem ser aplicados para
modificacdo do estado fisico do material original a fim de (i) facilitar o manuseio, (ii) ajudar a
separar componentes da mistura que, de outra forma, reagiriam com um outro e (iii) fornece
uma concentragdo adequada e dispersao uniforme de um agente ativo (DESAI; JIN PARK,
2005).

A maior parte do encapsulamento de OE concentra-se na microencapsulagéo, que sao
usados para a protecdo de compostos ativos contra fatores ambientais, por exemplo, oxigénio,
luz, umidade e pH, para diminuir a volatilidade do éleo. O encapsulamento em particulas

nanométricas € uma alternativa para solucionar esses problemas com uma adicional vantagem
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devido ao tamanho da nanoparticula (<500 nm), podendo melhorar o mecanismo de absor¢ao
celular e aumentar a bioeficacia (PROW et al., 2011; SCHNEIDER et al., 2009).

A terminologia IUPAC para polimeros e aplicacbes (2012), uma microparticula
compreende dimensdes entre 1x107 a 1x10* m, ja uma nanoparticula ¢ uma particula de
qualquer forma estrutural de tamanho variavel entre 1x10° a 1x107 m, ndo havendo uma
definicdo especifica para a microencapsulacdo e nanoencapsulacdo, este limiar entre micro e
nano € um assunto ainda em debate. A grande area superficial resultante de materiais nesta
escala de tamanho influencia, de maneira significativa as suas propriedades fisicas e quimicas
(FUSKELE; SARVIYA, 2017).

3.4.1 Métodos de nanoencapsulacdo de 6leos esséncias

Vérias técnicas foram desenvolvidas e usadas para nanoencapsulagdo, entre elas a
emulsificacdo, coacervagdo, emulsificacdo-evaporagdo de solvente, nanoprecipitacéo, fluido
supercritico e a técnica de complexacdo de inclusdo, podendo produzir capsulas na faixa
nanométrica variando de 10 a 1000 nm (EZHILARASI et al., 2013). O tamanho de particula é
crucial, entdo esses métodos sdo classificados como top-down ou bottom-up. No método top-
down quando sdo utilizadas metodologias que cisalham as macromoléculas para formar
particulas menores sdo utilizadas ferramentas que permitem esta reducdo de tamanho e
modelagem da estrutura para aplicacdo da nanocapsula. No bottom-up, que tem como base o
processo de autoassociacdo de moléculas, sdo induzidas por caracteristicas do meio onde se
encontram, entre estas, solvente, forca ionica, pH, concentracdo e temperatura (AUGUSTIN;
SANGUANSRI, 2009; JOYE; MCCLEMENTS, 2014).

A Figura 13 mostra as duas abordagens de técnicas de encapsulacdo com os respectivos
tamanhos. Entre estes a emulsificacdo, coacervacdo e técnica de fluido supercritico sdo usados
para encapsulamento de produtos hidrofilicos e lipofilicos a compostos organicos (LESMES;
MCCLEMENTS, 2009) e complexacao de inclusdo, emulsificacdo - evaporacéo do solvente e
técnicas de nanoprecipitagdo sdo usadas principalmente para compostos lipofilicos (PINTO
REIS et al., 2006).
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Figura 13 — llustracdo de vérias técnicas de encapsulacdo baseadas no tamanho.
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Fonte: Adaptado de (PANDIT; AQIL; SULTANA, 2016)

A auto-associa¢do ou auto-organizagdo € um processo espontaneo no qual sdo formadas
estruturas ordenadas por mecanismos dirigidos por interacdes de van der Waals, eletrostaticas,
ligacBes de hidrogénio e interagdes hidrofdbicas (GJERDE et al., 2018; L1 et al., 2019).

A técnica de nanoprecipitacdo baseia-se na deposicdo interfacial de polimeros apés o
deslocamento de um solvente semipolar miscivel com agua de uma solucdo lipofilica.
Geralmente, 0s ativos carregados em nanoparticulas mostram estabilidade, liberagcdo controlada
ou potencial de direcionamento. Parametros diferentes durante o processo de nanoprecipitacdo
podem ser modificados para obter uma formulacdo com as caracteristicas desejaveis em termos
de tamanho, estabilidade de armazenamento, encapsulamento ativo e cargas eletrostaticas.

As vantagens da nanoprecipitacdo sobre outras técnicas de encapsulamento sdo:
simplicidade, facilidade de escalabilidade, boa reprodutibilidade, seguranca (grandes
quantidades de solventes toxicos sdo evitadas), obtencdo de tamanhos de particulas
submicrométricas com estreita distribuicdo de tamanho e insumo de baixa energia. Este método
(nanoprecipitagdo) tem como desvantagens ndo ser adequado para moléculas soltveis em adgua
e ndo haver um controle sobre o crescimento das particulas (VAUTHIER; PONCHEL, 2016).

A técnica de nanoprecipitagdo (ou método de deslocamento do solvente), para a
producdo de nanoparticulas foi primeiramente desenvolvida e patenteada por Fessi e

colaboradores (FESSI et al., 1989). A formacdo das nanoparticulas € instantanea e todo o
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procedimento € realizado em apenas uma etapa. Ela requer o uso de dois solventes misciveis.
Idealmente, o polimero e o ativo devem ser solGveis em um dos solventes, mas ndo no segundo
(ndo-solvente). A nanoprecipitacdo ocorre por uma rapida dessolvatacdo do polimero quando
sua solucéo ¢ adicionada ao nao-solvente. Assim que o solvente difunde para o ndo-solvente o
polimero precipita, envolvendo imediata incorporacdo do ativo. Essa rapida formacgdo das
nanoparticulas é governada pelo efeito Marangoni, o qual é devido as turbuléncias interfaciais
que ocorrem na interface entre solvente e nao-solvente e resulta no complexo fenémeno de
fluxo, difuséo e variagdes nas tensdes superficiais. A nanoprecipitacdo geralmente possibilita a
formagdo de pequenas particulas (100 - 300 nm) com distribuicdo monomodal estreita e pode
ser usada com uma ampla gama de polimeros pré-formados. Esse método ndo requer o uso de
altas taxas de agitacdo, cisalhamento, sonicacdo ou temperaturas muito elevadas e é
caracterizado pela auséncia de interface Oleo-agua, condi¢bes que poderiam danificar
compostos sensiveis, como as proteinas. Além disso, 0s tensoativos geralmente sdo necessarios
e solventes organicos tdxicos sdo geralmente excluidos desse procedimento (BILATI,
ALLEMANN; DOELKER, 2005; FESSI et al., 1989; PINTO REIS et al., 2006).

A nanoprecipitacdo, apos o seu desenvolvimento, foi principalmente utilizada para
encapsulamento de moléculas de drogas hidrofébicas (hanocéapsulas ou formas de nanoesfera)
(FESSI et al., 1989). Para este fim, varios polimeros de poliésteres biodegradaveis tém sido
utilizados, tais como poliacido latico (PLA) (BAZYLINSKA et al., 2014), poli(L-acido lactico-
co-acido glicélico) (PLGA) (SIQUEIRA-MOURA et al., 2013) e poli-g-caprolactona (PCL)
(MAZZARINO, 2013). Conforme relatado por Fessi et al. (1989), neste método € necessario a
adicdo de uma fase (aquosa) sob a outra (fase oleosa) com moderada agitagdo magnética (Figura
14). A evaporacao de solvente organico em temperatura ambiente ou com rotavapor permite a
obtencdo de suspensdo de nanocéapsulas em agua. A ultracentrifugacéo e liofilizacdo sdo dois
métodos que podem ser empregados na proxima etapa para remocdo de fase aquosa.
Basicamente, a fase de solvente compreende um material formador de filme, uma ou mais
moléculas das substancias a serem encapsuladas, um tensoativo lipofilico e um ou mais

solventes organicos.
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Figura 14 — (a) representacdo esquematica da nanoprecipitacdo, (b) ilustracdo do encapsulamento do material em

um polimero pré-formado.
@, . - ,
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Fonte: Adaptado de Rivas et al., (2017)
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A fase com solvente e a fase ndo solvente sdo geralmente denominadas como fases
organicas e aquosas, respectivamente. Materiais formadores de filmes podem ser polimeros
naturais, sintéticos ou semissintéticos (VAUTHIER; PONCHEL, 2016). Para produzir
nanocapsulas ao invés de nanoesferas sdo adicionados éleo mineral ou 6leo vegetal. Segundo
(VAUTHIER; PONCHEL, 2016), a aglomeracéo de nanoparticulas (NPs) poderia ser evitada
pela adigdo de tensoativos na formulagéo. Os surfactantes podem afetar as caracteristicas das
nanocépsulas. O succinato de D-a-tocoferol acido polietilenoglicol 1000 (TPGS) € largamente
usado em nanoprecipitacio. E reconhecido como um excelente emulsificante devido a sua
estrutura volumosa e grande area de superficie (ZHU et al., 2016). Este sulfactante solivel em
agua derivado de uma vitamina natural também é sugerido para formar copolimeros
biodegradaveis de bloco anfifilico. Seu potencial para formar nanocapsulas poliméricas €
devido as interacGes hidrofébicas-lipofilicas (ZENG et al., 2013).

Os solventes mais utilizados no método de nanoprecipitacdo séo etanol, acetona,
hexano, cloreto de metileno ou dioxano. Na maioria das vezes, o ndo solvente (ou fase aquosa)
é a dgua. No entanto, excipientes hidrofilicos podem ser adicionados as fases ndo-solventes
(MARTINEZ RIVAS et al., 2017).
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As técnicas de caracterizacdo que podem ser usadas em nanoencapsulacdo sdo: a
microscopia eletronica de transmissédo (MET), microscopia eletronica de varredura (MEV) e
espalhamento de luz dindmico (DLS) podem ser usados para caracterizar particulas produzidas
em termos de tamanho e morfologia da superficie (MORA-HUERTAS; FESSI; ELAISSARI,
2010; VAUTHIER; PONCHEL, 2016). Outro pardmetro crucial medido é a carga superficial
de NC chamado de potencial zeta, o qual mede a magnitude das interacdes eletrostaticas. Este
parametro € importante para a estabilidade de nanocéapsulas e seu comportamento no meio, na
verdade, um campo elétrico € aplicado e a mobilidade eletroforética das particulas € medida
pelo espalhamento de luz (BHATTACHARJEE, 2016).

A eficiéncia de encapsulamento é uma varidvel que esté relacionada com a quantificacao
dos componentes ativos incorporados dentro de nanocapsulas. Estes parametros podem ser
estabelecidos por métodos analiticos tais como espectroscopia UV-vis, Cromatografia Liquida
de Alta Performance ou Cromatografia Gasosa (para ativos volateis, ou seja, 6leos essenciais).
Além disso, a caracterizacdo termodindmica de nanocapsulas poderia fornecer informacGes
sobre suas propriedades quimicas. A analise termogravimétrica (TGA) determina os eventos de
perda de massa por aquecimento ou arrefecimento de nanocapsulas. A TGA usa calor para
forcar reacGes e mudancas fisicas nos materiais. Curvas termogravimétricas caracterizam
compostos devido a sequéncia Unica das caracteristicas fisico-quimicas e rea¢cdes que ocorrem
sobre as faixas de temperatura especificas. A calorimetria exploratéria diferencia (DSC)
baseado em liberacdo do calor de um processo quimico. O calor de reacdo é definido como a
mudanca na entalpia associada a uma reacao quimica (SINGH; SHUSHNI; BELKHEIR, 2015).
A Espectroscopia na regido do Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR) é uma
ferramenta Gtil para a identificacdo de grupamentos funcionais presentes a serem encapsulados
(BANSAL; GULERIA; ACHARYA, 2013). A estrutura molecular e a composi¢do dos
polimeros formadores de nanoparticulas antes e depois da nanoprecipitacdo podem ser
analisadas por meio dessas técnicas (QIN et al., 2016; WANG; TAN, 2016).

A nanoprecipitacdo baseia-se na reducdo da quantidade do solvente no qual a
composicgdo principal de nanocapsulas é dissolvida. Tal variacdo na quantidade do solvente
pode ser alcangada alterando o pH, condicdes de solubilidade ou a adi¢cdo de um ndo solvente
(MILADI et al., 2013a). O processo de precipitacdo baseado em nédo solventes (agua) inclui
quatro etapas: (i) geracdo de supersaturacgéo, (ii) nucleacéo, (iii) crescimento e (iv) coagulagao
(Figura 15) (JOYE; MCCLEMENTS, 2014).
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Figura 15 — llustrag8o esquematica do processo de precipita¢ao.
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Fonte: Adaptado de (MARTINEZ RIVAS et al., 2017)

A supersaturacao ocorre quando a solucéo contém mais soluto dissolvido do que o valor
de saturacdo de equilibrio. De fato, a adicdo de ndo-solvente (agua) diminui a eficiéncia do
solvente (acetona) para dissolver o soluto (PCL), o que coloca o sistema em um estado de
supersaturacdo. A taxa de supersaturacdo pode afetar as propriedades finais das nanoparticulas,
onde uma supersaturagdo maior leva a uma diminuicdo no tamanho das particulas. Apés a
supersaturacdo, a etapa de nucleagdo comeca para ganhar estabilidade termodindmica. A
nucleacédo é induzida quando a supersaturacdo do sistema atinge os limites de um nivel critico
gue € especifico para solvente/ndo solvente. Em outras palavras, a barreira de energia tem que
ser superada para formar nucleos.

As flutuacOes locais na concentracdo causadas pela supersaturacdo levam a formacéao
de ndcleos priméarios, que, por sua vez, aumentam de tamanho pela associa¢ao de moléculas de
soluto até atingir um tamanho critico que é estavel contra a dissolucao (Figura 18). A etapa de

nucleacdo continuard até que o crescimento dos nucleos anteriores esgote a supersaturacao da
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solugéo. A taxa de nucleagdo pode ser expressa por uma equacdo definida por (D’ADDIO;
PRUD’HOMME, 2011).

A nucleacdo finaliza quando a concentracdo de soluto for reduzida abaixo da
concentracdo critica de supersaturacdo e os nucleos crescem por condensacao ou coagulacéo.
Na condensacdo ocorre a adi¢do de moléculas unicas a superficie da particula. Realiza-se em
duas etapas (i) ocorre uma difusdo na qual o soluto é transportado a partir do fluido a granel
através da camada limite da solucdo adjacente a superficie do nucleo e (ii) de deposicéo, no
qual as moléculas de soluto adsorvidas sdo integradas a matriz dos ndcleos. Quando a
concentracdo de soluto ndo adsorvida é reduzida abaixo da concentracdo de saturacdo de
equilibrio, a condensacdo cessa. A taxa de condensacdo é diminuida pela coagulacéo
(D’ADDIO; PRUD’HOMME, 2011).

Por outro lado, a coagulacdo é a adesao de particulas umas as outras. Ocorre quando as
interacOes atrativas (van der Waals, interacBes hidrofdbicas, etc.) sdo mais fortes que as
interacOes repulsivas (repulsdo estérica ou eletrostatica) (Figura 18). O fator que rege a etapa
de coagulacdo é a frequéncia das colisdes, que depende da concentracdo, tamanho e movimento
das particulas. O numero de colisdes que leva a coagulacao é chamado de eficiéncia de colisdo
e depende da relagdo atrativa e repulsiva da interacdo entre as particulas. Para proteger as
particulas da coagulacdo, agentes estabilizadores podem ser adicionados durante a preparacao.
Tais agentes poderiam adsorver a superficie de nanocéapsulas e introduzir uma interacdo
repulsiva (JOYE; MCCLEMENTS, 2014).

Além da precipitacdo com um ndo-solvente, a precipitacdo controlada pelo pH também
é uma abordagem importante a ser discutida. Neste método, o polimero muda da fase dissolvida
para a nao dissolvida pela variacdo de pH no meio, levando a precipitacdo e formacdo de
nanocapsulas (PEREIRA et al., 2006).

A liberacdo do agente ativo encapsulado de qualquer um desses tipos de céapsula
depende da solubilidade, difusdo e biodegradacdo do envolucro polimérico ou materiais de
matriz. A liberacdo do agente ativo pode ser modificada pela escolha de polimero ou material
de revestimento. A liberagdo também depende da eficiéncia de encapsulagdo do seu tamanho.
Particulas maiores tém menor liberagdo de “explosao” do que particulas menores (KUMARI,;
YADAV; YADAV, 2010).

No caso do tipo de matriz, onde o agente ativo é uniformemente distribuido na fase
polimérica, a liberacdo ocorre por difusdo ou erosdo da matriz. Se a difusdo de um agente ativo

€ mais rapida do que a erosdo da matriz, o mecanismo de liberacao é controlado por um processo
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de difusdo. Neste caso, a liberacdo inicial rapida ou explosdo é principalmente devido ao estar
fracamente ligado ou adsorvido a superficie do encapsulado (SOPPIMATH et al., 2001).

Os OE podem ser liberados a partir do mecanismo de difusdo que é controlado pela
solubilidade de um OE na matriz (que deve estabelecer um gradiente de concentracdo na matriz,
que impulsiona a difusdo) e a permeabilidade do OE através da matriz (CUSSLER; CUSSLER,
1997). A pressdo de vapor de uma substancia volatil pode influenciar a difusdo através do
encapsulamento do tipo matriz (DUMAY et al., 1999).

Nos casos em que a matriz sofre degradacao, a liberacdo de um agente ativo pode ser
controlada por difusdo, erosédo ou combinagdo de ambos. Esta degradacdo ou erosdo pode ser
homogénea ou heterogénea. A erosdo heterogénea ocorre quando a degradacao esta confinada
a uma camada fina na superficie da matriz, enquanto a erosdo homogénea € resultado da
degradacéo ocorrendo a uma taxa uniforme em toda a matriz do polimero (POTHAKAMURY;
BARBOSA-GNOVAS, 1995).

A liberacdo do agente ativo, que € dissolvido ou disperso em uma matriz polimérica,
pode ser controlada pelo inchamento da matriz. Quando tal sistema é colocado em um meio
termodinamicamente compativel, o polimero incha devido a absor¢do de fluido do meio, com
1SS0, 0 OE difunde-se na parte inchada da matriz (FAN; SINGH, 2012). O grau de inchamento
é controlado pela absorcdo de dgua do meio circundante ou solventes como glicerina ou
propileno glicerol (F. GIBBS, SELIM KERMASHA, INTEAZ AL, 1999).

3.4.2 Biopolimeros na nanoencapsulacao

Nanoparticulas poliméricas sdo classificadas como nanoesferas e nanocépsulas.
Nanocapsulas sdo definidas como dois distintos compartimentos, invélucro e um nucleo, sendo
0s agentes ativos materiais encapsulados, podendo apresentar-se dentro do nicleo ou adsorvido
na superficie. As nanoesferas séo sistemas do tipo matriz nos quais o agente ¢ homogeneamente
disperso. O polimero pode ser selecionado com base no uso e nas propriedades desejadas.
Polimeros biocompativeis de origem sintética ou natural sdo os mais usados nas industrias de
alimentos (UHRICH et al., 1999).

Varios polimeros sdo usados para encapsular drogas por nanoprecipitacdo. Entre eles,
podemos citar os poliésteres biodegradaveis tais como PLA, PLGA e PCL. As particulas
obtidas podem produzir nanocapsulas ou nanoesferas. Nanocapsulas sdo vesiculas com
estrutura core-shell na qual a droga é confinada dentro de uma cavidade cercada por uma

membrana polimérica. As nanoesferas sao particulas em que a droga € dissolvida ou dispersa
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na matriz polimérica (LETCHFORD; BURT, 2007; MORA-HUERTAS; FESSI; ELAISSARI,
2010). A nanoprecipitacdo é baseada na deposicdo interfacial de um polimero apds o
deslocamento de um solvente semi-polar miscivel com agua de uma solucéo lipofilica (FESSI
etal., 1989).

Noronha et al. (2013) prepararam nanocépsulas de PCL contendo a-tocoferol. As
nanocépsulas de PCL mostraram carga negativa e distribuicdo de tamanho homogéneo. A
formulacdo Otima teve uma eficiéncia de encapsulacdo de 99,97% (NORONHA et al., 2013).
Outros estudos focaram no encapsulamento de compostos naturais obtidos a partir de extratos
ou o6leos essenciais, tais como propolis, que tem sido amplamente utilizada na medicina
alternativa e tradicional para tratar varias doengas. A matéria-prima vermelha da propolis foi
coletada e extraida por maceracéo, em seguida, o extrato foi carregado em nanocapsulas. A fase
organica foi composta por PCL e extrato de propolis vermelho, enquanto a fase aquosa continha
copolimero plurdnico F-108 (estabilizante). Cinco formula¢Ges foram preparadas com valores
de tamanho de particula variando entre 208 e 280 nm (DO NASCIMENTO et al., 2016).

3.5 ESTABILIDADE DAS NANOCAPSULAS

A estabilidade em longo prazo das nanocapsulas, que séo sistemas termodinamicamente
instaveis, dependera da altura das barreiras energéticas entre o sistema coloidal e as fases
separadas. Quanto mais baixas forem essas barreiras, mais rapidamente ocorrerdo os fendmenos
de instabilidade. As interacdes repulsivas (hidrodinamicas, estéricas e eletrostaticas) entre
goticulas sdo responsaveis pela obtencdo de alta energia, impedindo o contato e sua
coalescéncia. Além disso, a medida que a frequéncia do contato aumenta, a taxa de ocorréncia
dos fendmenos de instabilidade aumenta. Especificamente, isso depende de forcas
gravitacionais, movimento browniano, cisalhnamento aplicado e temperatura (PAVONI et al.,
2020).

Os principais fendmenos fisicos de instabilidade que podem levar a separacdo de fases
sdo: creme ou sedimentacdo (separacdo gravitacional), floculagcdo, coalescéncia e
amadurecimento de Oswald. Enquanto a instabilidade quimica resulta em uma alteracdo na
estrutura quimica das moléculas (oxidacao e hidrdlise). No entanto, as goticulas nanométricas
sdo submetidas a movimentos brownianos capazes de superar as forcas de separacdo
gravitacionais. Além disso, uma estabilizagdo estérica eficaz de nanocapsulas € capaz de evitar
a proximidade das goticulas e, assim, impedir a ocorréncia de fenémenos de floculacéo e
coalescéncia (uso de tensoativos) (LOBATO et al., 2013; PAVONI et al., 2020; WOOSTER,;
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GOLDING; SANGUANSRI, 2008). Outros agentes que influenciam na degradacéo do material
externo, influencia diretamente na eficiéncia de protecdo dos ativos. Fatores como degradacao
enzimatica, contato com agua, raios ultravioletas, oxidacdo, temperatura e pH séo variaveis que
impactam na capacidade do ativo manter-se no core/centro da particula (BHATIA, 2020).

ZANETTI et al., (2019) obtiveram nanoparticulas de PCL carregadas com cinamato de
geranil por uma técnica de miniemulsificacdo/evaporagdo de solvente; as dispersfes aquosas
de nanoparticulas de PCL carregadas com geranil-cinamato armazenadas a 4°C apresentaram
boa estabilidade coloidal ao longo de 60 dias.

Nanocépsulas poliméricas de PCL carregadas com OE de Thymus capitatus e Origanum
vulgare foram preparadas por um método de nanoprecipitacdo com estabilidade a 4°C e 40°C,
por um periodo de pelo menos 30 dias (GRANATA et al., 2018). OE de tea tree (TTO), foi
carregado nas nanocapsulas de PCL preparadas por nanoprecipitacdo. As nanocapsulas eram
homogéneas, apresentavam estabilidade durante o tempo de armazenamento de 60 dias
(FLORES et al., 2011).

Rubenick et al. (2017) relataram que o OE de alecrim foi usado como o nucleo de PCL
armazenadas por 30 dias (RUBENICK et al., 2017). Ephrem et al. (2014) demonstraram que 0
método de nanoprecipitacdo também é Util para preparar nanocédpsulas em larga escala de PCL
carregadas com o6leo essencial de alecrim. Nesse caso, as nanocépsulas (em pequena e grande
escala) apresentaram morfologia esférica e estabilidade ao longo de 60 dias (EPHREM et al.,
2014).

A estabilidade da nanocapsulas, também pode ser verificada pelo acompanhamento da
eficiéncia de encapsulamento ao longo do tempo. O estudo de (CELEBIOGLU; UYAR, 2021),
que envolve o encapsulamento de eugenolciclodextrina em nanofibras. O composto foi aplicado
na forma de complexos. A eficiéncia do estudo foi observada na faixa de 93% e destaca a
caracteristica da volatilidade do ativo utilizado, a qual é diminuida com por conta da alta
concentracédo encapsulada.

Estudos mostram que € possivel determinar a quantidade necessaria para solubilizar um
biopolimero, avaliando Unico componente do OE usando técnicas de espectroscopia UV-
visivel, espectroscopia de fluorescéncia e cromatografia (KATOUZIAN et al., 2017; MARK,
2006; VIMALA BHARATHI; MOSES; ANANDHARAMAKRISHNAN, 2018). Por meio de
um metodo denominado carbono organico total, desenvolvido para avaliar a solubilidade dos
complexos de inclusdo de OE com ciclodextrinas (HILL; GOMES; TAYLOR, 2013).
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Portanto, é necessario um estudo com técnicas mais simples, eficientes e de baixo custo
para determinar o biopolimero que serd usada no processo (encapsulamento ou producéo de
filmes), considerando que este ndo pode ser completamente solubilizado pelo OE.

Este trabalho fornece informag6es mais detalhadas sobre essas interacfes, 0 método de
producdo do filme, temperatura e o tempo de contato direto com OE, para processos de
encapsulamento e filmes com incorporacdo de OE. Utilizando uma metodologia de fécil
reproducdo, permitindo assim uma previsao da possibilidade para utilizar e avaliar a obtencao
de nanocapsulas de policaprolactona pelo processo de nanoencapsulamento via
nanoprecipitacdo de dois diferentes 6leos esséncias (Mentha piperita e de Cymbopogon nardus)

e sua estabilidade ao longo de um ano.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIAIS

Alguns materiais utilizados no desenvolvimento deste trabalho estdo apresentados na
Tabela 2. Os solventes acetona e alcool 95% com grau de pureza analitico da empresa Quimica

Moderna, Brasil.

Tabela 2 — Materiais utilizados.

Reagente

Funcéo

Fornecedor

Policaprolactona (PCL) Mn= 50.000 g.mol*
Poli (acido latico) (PLA) Mn = 6.800 g.mol™*
Goma arabica (GA)

Alginato de sodio (SA)

Gelatina (GE)

Carboximetil celulose (CMC)

Oleo essencial de Mentha piperita (MP)
Oleo essencial de Cymbopogon nardus (CN)
Oleo essencial de Mentha arvensis (MA)
Oleo essencial de Syzygium aromaticum (AS)
Oleo essencial de Lavandula hybrida (LH)
Oleo essencial de Eucaliptus globulus (EG)
Monoestearato de sorbitano (Span 60)
Polissorbato (Tween 80)

Agua destilada

Agente encapsulante
Agente encapsulante
Agente encapsulante
Agente encapsulante
Agente encapsulante
Agente encapsulante
Agente encapsulado
Agente encapsulado
Agente encapsulado
Agente encapsulado
Agente encapsulado
Agente encapsulado
Tensoativo
Tensoativo
Solvente

Perstorp (nome Capa 6500)
Natureworks®
Neon, Brasil
Neon, Brasil
Neon, Brasil
Dindmica Quimica
Vimontti, Brasil
Vimontti, Brasil
Herbia Cosméticos Orgéanicos
Herbia Cosméticos Organicos
Herbia Cosméticos Organicos
Arte dos Aromas
Merck, Germany
Neon, Brasil

A Figura 16 apresenta um fluxograma da carecterizacdo de todas etapas deste trabalho.



Figura 16 — Fluxograma da caracterizagéo.
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4.2 CARACTERIZACAO DA MATERIA-PRIMA

4.2.1 Andlise térmica por termogravimetria (TGA) do PCL

A anélise de TGA foi realizada em um equipamento SHIMADZU TGA-50 utilizando
uma taxa de aquecimento de 10°C-min! e vazéo de 50 mL-min‘* de nitrogénio (N2) com uma

rampa de aquecimento de 25 a 900°C em atmosfera inerte de N2, a massa da amostra foi de

aproximadamente 10 mg.
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4.2.2 Avaliacéo da cristalinidade por difragéo de raios X (DRX) do PCL

A anélise de DRX foi realizada em um difratbmetro SHIMADZU-XRD 6000 com
angulo de difragdo (20), no intervalo de 2 a 30° e tempo de varredura de 0,05°/2 s. O
equipamento foi operado utilizando uma tensdo de 40 kV, corrente de 30 mA e utilizando a
radiacio KaCu = 1,54178 A. A andlise foi realizada em amostras quadras com 40 mm de lado

na forma de filmes.

4.2.3 Anélise por espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

Os espectros de absorcdo na regido de infravermelho foram obtidos na regido
compreendida entre 4000 e 400 cm™, utilizando um espectrometro Nicolet 1S10 Thermo
Scientific, pela técnica de refletancia total atenuada (Attenuated total reflection — ATR), foram
realizados 32 varredutas com resolugdo de 1 cm™.

4.2.4 Andlise da composicéo quimica do 6leo essencial

As analises de cromatografia gasosa (CG) foram realizadas num cromatégrafo Hewlett
Packard 6890 Series, equipado com um processador de dados HP-Chemstation, utilizando-se
uma coluna HP-Innowax (30 m x 320 pum i.d.) 0,50 um espessura de filme (Hewlett Packard,
Palo Alto, USA), temperatura da coluna, 40°C (8 min) para 180°C a 3°C-min, 180 - 230°C a
20°C-min, 230°C (20 min); temperatura de injetor 250°C; split ratio 1:50, detector de
ionizacdo de chama com temperatura de 250°C; gas de arraste H» (34 kPa), volume injetado
1uL diluido em hexano (1:10).

As analises em CG foram realizadas no cromatografo a gas num cromatografo gasoso
acoplado a detector seletivo de massas Hewlett Packard 6890/MSD5973, equipado com
software HP Chemstation e espectroteca Wiley 275. Foi utilizada uma coluna capilar de silica
fundida HP-Innowax (30 m x 250 um) 0,50 um espessura de filme (Hewlett Packard, Palo Alto,
USA). O programa de temperatura utilizado foi o0 mesmo usado no CG: interface 280°C; split
ratio 1:100; gas de arraste He (56 kPa); razdo de fluxo: 1,0 mL-min‘*; energia de ionizagdo 70
eV; volume injetado 1 pL diluido em hexano (1:10). Os constituintes dos Oleos foram
identificados por comparagéo de seus espectros de massas com da biblioteca Wiley (CG) e por

comparacdo do indice de retencdo linear pratico com dados da literatura (Nist). O indice de
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retencéo linear foi calculado a partir da equacdo de Van den Dool e Krats, utilizando-se uma
solucgéo padréo de hidrocarbonetos C8 a C25 (SANTOS et al., 2009).

4.3 TESTE DE INCHAMENTO DE POLIMEROS EM OLEOS ESSENCIAIS

A fim de verificar uma possivel interacdo entre o polimero e 6leo, os filmes foram
preparados por dois métodos distintos: (i) moldagem por compressdo, usando uma prensa
hidraulica (Bovenau®) e pressdo de 5 kN, por cerca de 15 minutos a 65°C, como descrito por
Flores et al (2011) e Guterres et al (2000) e (ii) uso de solvente pelo método de “casting”’, no
qual os filmes se formaram ap0s a evaporacao do solvente (SANTOS et al., 2013).

A Figura 17 mostra o esquema da producéo de filmes poliméricos pelos dois métodos.
Na preparacdo dos filmes pelo método casting, 2 g de cada polimero foram dissolvidos em 50
mL de seu respectivo solvente, sob agitacdo continua (Velp Scientifica) até sua completa
solubilizacdo. A moldagem por compressdo (*) foi utilizada para os polimeros PCL* e PLA*
devido as suas estruturas semi-cristalinas, conforme descrito por Guterres et al (2000) e Weiss
et al (2008), utilizando uma prensa termo-hidraulica (Bovenau®), o resfriamento foi realizado
com circulacdo de agua a temperatura ambiente. Para a evaporacdo do solvente nos filmes
obtidos por fundic&o, todas as amostras foram pesadas (peso inicial = peso final), controlando-
se a auséncia de tracos de solvente nos filmes formados (confirmado por analise de FTIR, secdo
4.2.4). A espessura dos filmes foi medida por meio de um medidor de espessura manual, modelo

7301, da marca Mitutoyo.



Figura 17 — Producdo dos filmes poliméricos.
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A Figura 18 apresenta um esquema do estudo de inchamento de polimero em OE. Todas

as amostras foram realizadas em triplicata (n=3).

Figura 18 — Esquema apresentando as etapas do teste de inchamento.
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Foram colocados 50 mg de cada filme em contato com cada OE quantidade suficiente
para cobrir os frascos de vidro de filme de polimero. Os frascos de vidro foram fechados e
mantidos em temperatura ambiente (23 + 2°C) por 112 dias. O tempo de avaliacdo foi de 60
dias, em intervalos de 1, 3, 5, 7, 14, 28, 56 e 112 dias, os filmes foram removidos do contato
OE, secos cuidadosamente com papel absorvente e pesados em uma balanca de precisdo
analitica. Apds a pesagem, os filmes foram novamente colocados em contato com a OE. O
mesmo procedimento foi repetido nas temperaturas de 4°C e 35°C nos intervalos de 1, 3,5e 7
dias.

A porcentagem de variacdo da massa foi calculada usando a seguinte relagdo empirica
descrita na Equacéo 1, em que (DP) é a diferenga da massa, (PF) massa final e (P1) massa inicial
(ALMEIDA et al., 2019; RIOS, STASHENKO, DUQUE, 2017):

(PF—PI)
PI

DP (%) = x 100 Equacéo 1

Os dados do teste de intumescimento mantidos em temperatura ambiente por 112 dias
foram submetidos a um estudo ANOVA, pelo software Statistica. Para verificar se houve
significancia estatistica, foi utilizado o teste F, com alfa igual a 0,05 (95% de confianca). Os
testes estatisticos que apresentaram significancia estatistica (F> Critical) foram avaliados por

comparagBes multiplas das médias de Duncan.

4.4 PRODUCAO DAS SUSPENSOES DE NANOCAPSULAS

A Figura 19 apresenta um fluxograma simplificado do processo de producdo das

suspensdes de nanocapsulas.



Figura 19 — Fluxograma simplificado do processo de producdo das suspensfes de nanocapsulas.
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Nanocapsulas de Mentha piperita (MP-NCs), Cymbopogon nardus (CN-NCs) e as

nanoesferas de PCL (NS) (sem OE) brancas foram preparadas seguindo o método descrito por

Fessi (1989) e adaptado por Flores (2013) e Venturini et al. (2011). A Figura 20 apresenta um

esquema do processo de obtencdo das nanocapsulas em suspensdo (FESSI et al., 1989;

FLORES et al., 2013; VENTURINI et al., 2011).

Figura 20 — Esquema do processo de obtencdo das nanocapsulas.
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Uma mistura de Span 60 e PCL em acetona foi mantida sob agitacdo magnética
constante a 60°C até a dissolugdo completa dos dois componentes (~ 10 min). A temperatura
desta mistura foi reduzida a 27°C e OE foi acrescentado ao sistema mantendo a agitacdo por 1
minuto. Em seguida, a fase organica foi vertida de forma que entrasse em contato direto com a
fase aquosa contendo dgua de Tween 80 misturados sob agitagdo magnética e mantido a 25°C
por 10 min. O solvente organico foi removido usando um rotaevaporador, com temperatura de
banho de 40°C, e pressdo final de 140 mbar, para obter um volume final de 50 mL.

O meétodo levou a formacdo de nanocépsulas de nucleo lipidico pela difusdo do solvente
organico na fase aquosa, seguida pela evaporacdo do solvente na interface dgua/ar. O nucleo
interno da nanocapsula foi formado pelo monoestearato de sorbitano (Span 60) e,
diferentemente do método de Venturini (2011), pelo OE que substituiu os triglicerideos. O
nucleo lipidico foi cercado por PCL, que por sua vez é coberto pelo Tween 80, um surfactante
anionico. Garantindo uma hidrofilicidade adequada do sistema, neste processo e evitando a
coalescéncia das NCs por um efeito de estabilizacdo estérica. A definicdo das formulagdes foi

baseada para a obtencdo de um menor diametro de particula e uma maior estabilidade.

4.5 CARACTERIZACAO DAS SUSPENSOES DE NANOCAPSULAS

4.5.1 Diametro de particula, indice de polidispersao e potencial zeta das nanocapsulas

O sistema NANO-flex 180° DLS mede o tamanho de particulas entre 0,8 nm a 6,5 um,
aplicando seu heterddino 180° com principio de dispersao calculado pelo software Nanotrac®,
caracterizado por sua alta seletividade em nano-gama. O espalhamento de luz do Nanotrac®
aplicado no NANO-flex foi projetado com uma sonda de medicdo flexivel com 8 mm de
diametro. O laser é focado na amostra por meio de uma fibra Optica e uma janela de safira. A
janela reflete uma parte da luz do laser de entrada. O detector de diodo faz a leitura da reflexao
do laser e da dispersao da luz. A parte flutuante do sinal é modulada pela difusdo browniana de
particulas e transformada por Fast Fourier em um espectro de energia que é referenciado pela
frequéncia do laser. Com isso obtendo o didametro das particulas e sua polidispersdo. O potencial
zeta é analisado pelo equipamento Stabino® que consiste de uma camara cilindrica com um
pistdo oscilante, ambos carregando muito pouco carga anionica na superficie. O cilindro contém
um volume de 10 mL para amostra. O potencial zeta ¢ uma medida da magnitude da repulsao
ou da atracdo eletrostatica ou das cargas entre particulas, sendo um dos pardmetros

fundamentais que, afetam a estabilidade. As amostras foram diluidas com &gua destilada na
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razdo 1:2, para andlise do potencial zeta. As medidas foram realizadas em trés diferentes
bateladas para a formulacdo em triplicata e mantidas a 25°C. Equipamentos da empresa

Microtrac — Europe GmbH.

4.5.2 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) das nanocépsulas e filmes poliméricos

Para realizar a analise por Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) da suspenséao
das nanocapsulas, esta foi centrifugada a 3000 rpm (Centrifuga Novatecnica NT820) durante
5 min, apds uma gota do material de fundo foi depositado sobre um porta amostra devidamente
polido e seca a temperatura ambiente (23°C) dentro de um dessecador durante 24 horas. Para
os filmes poliméricos as amostras foram colocas em porta amostra contendo uma fita adesiva
de carbono. MEV foi realizada em microscopio da Shimadzu modelo SSX 550, com tensdes de
aceleracdo de 10 e 15 kV e aumento de até 3000x. As amostras foram recobertas previamente

com uma fina camada de ouro (20 s de deposi¢édo) durante o processo de metalizacgéo.

4.5.3 Eficiéncia de encapsulacédo

A técnica de espectrofotdmetro de varredura UV-Vis foi empregada para identificar a
presenca dos OE no processo de encapsulagdo e PCL. Uma curva de calibragéo relacionando a
concentracdo de cada OE nas solucdes de interesse com a magnitude da absorbancia nos
espectros de ultravioleta visivel (UV-Vis) foi obtida e empregada para determinar a eficiéncia
do processo de encapsulacéo.

Para a construcdo da curva de calibracdo foram preparadas solucdes padréo de cad OE
solubilizados em alcool PA, sendo que este diluente também utilizado como branco na analise.
A partir desta solucdo foram preparadas novas concentracdes conhecidas, e analisadas no UV-
Vis (BECKMAN, modelo DU® 530 ) utilizando cubetas de quartzo. O espectro de absorcéo foi
obtido por varredura no intervalo de 200 a 450 nm, com resolucdo de 1 nm.

A eficiéncia de encapsulagdo tem por finalidade determinar o teor dos OE
nanoncapsulado em PCL. A eficiéncia normalmente é determinada pela subtracdo das
concentracdes total e remanescente do principio ativo na suspensdo. Nesta metodologia, €
necessario realizar a separacdo da fragdo remanescente e encapsulada por meio de
centrifugacdo. Para a determinacdo da eficiéncia do processo de nanoencapsulacdo dos OE nas
nanocépsulas de PCL foram preparadas formulagdes (F10), conforme procedimento descrito no

item 5.8 As amostras das formulacdes foram centrifugadas com 12000 rpm durante 10 min.
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As suspensdes contendo as nanocapsulas de PCL-OE foram centrifugadas e uma
aliquota do sobrenadante foi retirada apds o processo de centrifugagdo, diluida em alcool PA
na proporcao de 1:8 e submetida a analise de UV-Vis em duplicata. As bandas de absorcéo em
245 nm, caracteristicas para os dois OE, foram avaliadas e 0s respectivos valores de magnitudes
foram utilizados para a determinacdo da concentracdo desse OE remanescente na solugéo,
correspondendo a concentracdo ndo encapsulado. A eficiéncia de encapsulacao foi determinada
empregando a Equacdo 2. baseando-se em trabalhos previamente reportados por diferentes
autores com algumas modificacbes (GHASEMISHAHRESTANI et al., 2015).

(6leo essencial inicial—o6leo essencial sobrenadante)

EE (%) =

X 100 Equagcéo 2

oleo essencial inicial

4.5.4 Estudo da presenca de 6leo essencial na suspensdo de nanocapsulas

Para determinar a presenca do composto majoritario dos 6leos essenciais na suspensao
contendo as nanocapsulas. Realizou-se a analise de cromatografo gasoso da marca Hewlett
Packard 6890 Series, (mesmo equipamento utilizado para analise de cromatografia gasosa dos
oOleos essenciais). Inicialmente, a suspensao foi disposta sobre um vial (recipiente menor). Este
conjunto foi posteriormente inserido no interior de um recipiente maior, o qual foi selado com
um septo de teflon e finalmente utilizou-se uma seringa contendo a fibra SPME (microextracao
quantitativa em fase sélida) para extracdo (KESHAVARZI et al., 2015). O dispositivo basico
de SPME consiste de um bastéo de fibra 6tica, de silica fundida (FS) de 100 mm de diametro,
com 10 mm de uma extremidade recoberto com um filme fino de um solido adsorvente. O
conjunto todo foi colocado em banho-maria, na temperatura de 80°C por 30 minutos para a
evaporacao do 6leo, como mostra a Figura 21.

croextracdo quanti

Figura 21 — Processo de analise mi tativa em fase sélida (SPME).



57

4.5.5 Estudos de estabilidade das suspens6es de nanacapsulas

As formulacbes foram submetidas a temperatura de armazenamento de 4 = 2°C
(refrigerador) em frascos fechados e monitoradas ap6s 1, 7, 15, 30, 60, 90, 120, 150, 180, 210,
240, 270, 300, 330 e 360 dias, em triplicata. Para o periodo determinado e nas condigdes citadas,
as amostras foram coletadas e analisadas quanto as suas caracteristicas visuais, diametro médio,
indice de polidispersao, potencial zeta, pH, em triplicata.

A analise estatistica dos dados foi realizada pela analise de variancia (ANOVA)
unilateral, utilizando o software Statistic 10.0 comparada pelo teste de Tukey e assumindo nivel
de confianca de 95% para significancia estatistica. Todos os resultados foram expressos como
média + desvio padrdo (DP). Cada experimento foi replicado pelo menos duas vezes e as

medicdes realizadas pelo menos trés vezes.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo serdo apresentados e discutidos os resultados obtidos com esta pesquisa,
e para sua maior compreensao esté dividida em etapas como descrito na parte experimental. Na
primeira etapa serdo apresentados os resultados da caraceriza¢do dos materiais poliméricos e
Oleos essenciais, assim como o seguimento de intumescimento/dissolucao dos biopolimeros nos
OE. Segunda etapa é apresentado a nanoencapsulacdo dos OE de duas espécies em PCL pelo

processo de nanoprecipitacdo com avaliagdo de sua estabilidade por 1 ano.

5.1 ANALISES TERMICA DO PCL

Na Figura 22 ¢é apresentado o termograma do polimero termopléstico PCL obtido por

TGA, assim como a curva de DTG.

Figura 22 — Analise termogravimétrica do PCL.
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O termograma mostrou que o PCL tem apenas um evento de decomposicdo que tem
inicio a aproximadamente 225°C até aproximadamente 370°C, apresentando uma massa
residual de 4%. A temperatura do pico da DTG foi de 349°C, indicando que nessa temperatura

a sua taxa de decomposic¢ao € maxima.
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5.2 DIFRACAO DE RAIOS X DO PCL

O PCL é um polimero semicristalino que apresenta célula unitaria ortorromica,
confirmanda pela presenca de dois picos cristalinos bem distintos, que aparecem em 21,26° e
23,48°, correspondente aos planos (110) e (220) respectivamente (SUMITHA et al., 2012). A

Figura 23 apresenta difratograma do PCL utilizado neste trabalho.

Figura 23 — DRX do PCL.
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No difratograma do PCL s&o visualizados os picos estreitos para os &ngulos de 26 em
21,13°, 22,8° e 23,41° que correspondem respectivamente aos planos cristalograficos (110),
(111) e (200) (KIM; WHITE, 2004).

5.3 ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO COM TRANSFORMADA DE FOURIER
DO PCL

A fim de se verificar os grupos funcionais presentes no PCL a Figura 24 apresenta o
espectro de infravermelho do PCL utilizado neste trabalho.
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Figura 24 — Analise por espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier do PCL.
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Os resultados de FTIR estdo de acordo com os valores mencionados por (ELZEIN et
al., 2004; VERMA,; KATTI; KATTI, 2006), Tabela 3.

Tabela 3 — Frequéncia vibracional e atribui¢do no FTIR do PCL.

Frequéncia vibracional (cm™!) Atribuicdo
2949 Estiramento assimétrico CH;
2865 Estiramento simétrico de CH;
1730 Estiramento C = O
1468 Deformacéo (tesoura) C —H
1366 Deformac&o simétrica C — H
1293 C - O e C - C alongamento na fase cristalina
1241 Estiramento C — O — C assimétrico
1182 Estiramento O—-C -0
1170 Estiramento COC simétrico
1157 Estiramento C — O e C — C (fase amorfa)
1106 Estiramento C — O
1047 Estiramento C—C
961 Estiramento simétrico C- 0 -C
732 Deformacédo CH;

Fonte: adaptado de (ELZEIN et al., 2004; VERMA,; KATTI; KATTI, 2006)

5.4 CROMATOGRAFIA GASOSA DOS OLEOS ESSENCIAIS

A Tabela 4 apresenta os principais compostos quimicos encontrados em cada OE por

GC/MS. Vérios parametros como condicdo ecoldgica, tempo de colheita e técnicas de extracao
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podem afetar a composi¢do da OE (GAVAHIAN et al., 2018; SANTOS et al., 2009). Alcoois,
aldeidos, fenilpropandides, terpenos e cetonas sdo 0s principais compostos bioativos
encontrados no OE e que estdo relacionados a sua atividade antioxidante (GAVAHIAN et al.,
2018; YOUNG; TISSERAND, 2013). As Tabelas completas de cada OE com todos o0s

componentes identificados pela cromatografia gasosa estdo no Anexo.

Tabela 4 — Cromatografia gasosa do 6leo essencial.

Componetes

OE A Area (%) Outros autores (%) Referéncias
majoritarios
Linalol 44,95 315 (TAVAKOLPOUR et al., 2017)
LH Acetato de linalila 24,96 26,8 (TAVAKOLPOUR et al., 2017)
L (LUCIA et al., 2016; NARDONI et al.,
1,8-cineol 471 7,7 2018)
Eugenol 88.09 7541  88.32 -90.22 (SHARMA et al., 201)7; YADAV et al.,
L 1 1 1 2019
AS - cariofileno 9.09 037 463642 (SHARMA et al., 2017; YADAV et al.,
Ll Ll Ll Ll 2019)
a- cariofileno 1,56
i (CLAIN etal., 2018; DE SOUSA
I-mentol 47,4 45,49 56,85 GUEDES et al , 2016)
(CLAIN etal., 2018; DE SOUSA
MA Isomenthna 20,89 23,13 21,13 GUEDES et al., 2016)
Mentona 10,13 10,42 (DE SOUSA GUEDES et al., 2016)
B-cariofileno 5,93 1.32 (DE SOUSA GUEDES et al., 2016)
. (MEKONNEN et al., 2016; RIOS;
Citronelal 35,18 13,41  21,8-4537 STASHENKO; DUQUE, 2017)
CN . B (MEKONNEN et al., 2016; RIOS;
Geraniol 21,49 11,25 11,3-204 STASHENKO: DUQUE, 2017)
Limoneno 2,09
i (CLAIN etal., 2018; DE SOUSA
I-mentol 37,94 48,14 59,73 GUEDES et al., 2016)
(CLAIN etal., 2018; DE SOUSA
MP Isomentona 28,61 0,36 18,45 GUEDES et al., 2016)
1,8-cineol 5,48 5,2 (DE SOUSA GUEDES et al., 2016)
Mentona 4.04 16,78 (DE SOUSA GUEDES et al., 2016)
" (ORCHARD et al., 2019;
1,8-cineol 8356 63,00 76,66 TAVAKOLPOUR et al., 2017)
EG p-cimeno 3,87 - -
a-pineno 265 1610 11,09 (ORCHARD et al., 2019,

TAVAKOLPOUR et al., 2017)

Oleo essencial de Mentha piperita (MP), Cymbopogon nardus (CN), Mentha arvensis (MA), Syzygium
aromaticum (AS), Lavandula hybrida (LH) e Eucaliptus globulus (EG).

Alguns estudos apresentaram outros compostos importantes, como EG apresenta
eucaliptol (71,51%) (LUCIA et al., 2016), 1,8-cineol (63,6%) e o-terpineol (10,5%)
(MEKONNEN et al.,, 2016), 1,8-cineol 14,55% e o-pineno 1,53% p-cimeno 0,49%
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(ORCHARD et al., 2019), 1,8-cineol 3,16% e a-pineno 0,13% e p-cimeno 18,18%
(MULYANINGSIH et al.,, 2011). O EA apresenta eugenol 81,9%, isoeugenol 13,1%
(MEKONNEN et al., 2016), eugenol 57,12 - 62,88% (HAFSA et al., 2016).

Outros trabalhos detectaram mentol e isomentona como constituintes predominantes na
MP (HAFSA et al., 2016; STEFANIDESOVA et al., 2019). O constituinte majoritario no MP
foi o mentol (45,58%), seguido pelo mentona (24,87%), isomentona (9,48%), eucaliptol
(5,65%), acetato de mentil (4,62%), limoneno (2,02%) e B-cariofileno (1,02%) (DE OLIVEIRA
etal., 2017).

5.5 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

Com o objetivo de verificar a superficie dos filmes formados, a Figura 25 mostra

micrografias em MEV de todas as amostras de polimeros.

A superficie do filme PCL (Figura 26e) exibiu processo de nucleacdo com formato
grandes e desiguais (ALMEIDA et al., 2019). Entre os processos de nucleacdo formados, é
possivel observar aberturas no filme, um dos indicativos do maior ganho de massa (OE) para
essas amostras (Tabela 5). A superficie do GA (Figura 25b) apresentou fissuras/falhas nas quais

o0s Oleos podem ter penetrado e armazenado, aumentando assim o ganho de massa.
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A partir da observacdo das micrografias (Figura 25h), a amostra de PLA* pode ter uma
superficie estriada, provavelmente devido ao processo de preparacdo do filme (AL-
DARAGHMEH; HAYAJNEH; ALMOMANI, 2019). PCL* (Figura 25g) apresentou as
mesmas caracteristicas (CHUYSINUAN et al., 2019).

As superficies dos filmes SA e CMC (Figura 25c, d) sdo homogéneas e lisas. As
pequenas particulas com diferentes formatos foram observadas no filme de GE. Esses podem
ser particulas ndo dissolvidas (Figura 25a) (FOX et al., 2016; LUPINA et al., 2019). Assim
como o filme PLA (Figura 25f) apresentado em suas particulas de superficie com diferentes
formas geométricas (SHARMA; SATAPATHY, 2019)

As micrografias desses mesmos filmes (Figura 26) ap6s 112 dias de contato direto com
MP, ndo apresentam alteracdes visuais em sua superficie. As micrografias (Figura 26h)
mostram que o filme de PLA* possui uma superficie estriada, provavelmente devido ao
processo de preparacdo do filme (PATRA; MOHANTA; PARIDA, 2019; SAVARIS;
SANTOS; BRANDALISE, 2016). PCL* (Figura 269) apresentou as mesmas caracteristicas.
Observando o PLA obtido por moldagem por compressao e por fundicdo (Figura 25f, h), nota-
se que em ambos a superficie do polimero apresentava irregularidades. Em compara¢do com o
PCL obtido pelos dois métodos (Figura 25e, g), sua superficie apresenta uma morfologia
diferente. Comparando as imagens de superficie do filme de PCL obtidas por fundicdo e
moldagem por compressdo, mudangas drasticas na morfologia sdo observadas, provavelmente
influenciadas pelo tempo de resfriamento e formacdo de filme mais fino (4-6 microns). As
alteracdes sdo maiores no processo de fundicdo (24h), o que favoreceu o crescimento pelo
processo de recristalizacdo do PCL, com a formacao de espagos entre a nucleacdo. No caso dos
filmes de PLA, diferencas sdo observadas. Porém, sdo menos intensos, mas ainda assim,
pequenos cristalitos foram observados no filme obtido por moldagem. Esse resultado pode
indicar que a recristalizacdo do PLA é muito mais lenta do que a do PCL (SHARMA;
SATAPATHY, 2019).

Alguns filmes poliméricos apresentaram superficie mais robusta, com formacdo de
fissuras ou espacos vazios, contribuindo para o ganho de peso desses filmes no contato com o
OE. A Figura 26 mostra as micrografias dos filmes com maior ganho de peso, apés 112 dias de

contato direto com OE de MP.
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Figura 26 — Analise por micrografia da superficie dos filmes de polimero ap6s 112 dias em contato com OE de
MP (50 pm).

A superficie ndo apresentou alteracGes visiveis ap6s 112 dias em contato direto com o
OE em temperatura ambiente, indicando que a presenca de fissuras, vazios e ondulagfes podem
contribuir para o ganho de massa, pois 0 OE pode penetrar e se armazenar neste espaco (Figura
26).

5.6. FTIR

A espectroscopia na regido do infravermelho foi usada para identificar as bandas dos
grupamentos funcionais caracteristicos e € mostrada na Figura 27.

A Figura 27a mostra o espectro IR dos polimeros GA, AS, GE, CMC e seus filmes
obtidos pelo método de casting. As bandas caracteristicas permaneceram para todos 0s
polimeros apos a formagdo do filme, ndo houve alteracéo na estrutura da superficie. O espectro
de todos os filmes exibe bandas de 3668-2998 cm™ atribuidas ao estiramento da ligacio de O—

H do grupo hidroxila presente em todos o0s polimeros.



Figura 27 — FTIR das amostras (a) filmes de polimero por casting, (b) e (c) filmes de casting e de moldagem por
compressdo, MP-OE, 112 dias ap6s o0 contato direto em OE.
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CMC, a banda em 2898 cm ¢ devida & vibracéo axial da ligagdo C—H. A presenca de
uma banda de absorcdo forte a 1588 cm™ confirmando a presenca do grupo COO™. As faixas
em torno de 1416 e 1320 cm™ sdo atribuidas a vibragdo axial (tesoura) de —CH, e vibragdo axial
(flexdio) —OH, respectivamente. A banda em 1043 cm™ é devida ao estiramento de OCH-O—
CH2 (PUSHPAMALAR et al., 2006; RANI et al., 2014).

GA 3321 cm™ estiramento O—H, caracteristica do anel glicosidico, 1605 cm™ COO-a
estiramento simétrico, 1437 cm™ COO- estiramento assimétrico, 1200-900 cm™ referente a
carboidratos (APPOLONIA IBEKWE et al., 2017).

As bandas de absorcdo para filmes compostos a base de gelatina contendo CO no
espectro IR estdo situadas na regido da banda de amida. A banda em 3276 cm™ representa o
estiramento N-H acoplado a ligacdo de hidrogénio na GE; 1626 (amida 1) representa
estiramento de C=0 /ligacdo de hidrogénio acoplado com COO; 1522 (amida Il) decorre da
vibracdo angular de flexdo de grupos N-H e de vibragdes de estiramento do grupos C—N; 1240
(amida I11) esta relacionada as vibragdes no plano dos grupos C—N e N—-H de amida ligada ou
vibracGes de grupos CH> de glicina (LUPINA et al., 2019; NUR HANANI et al., 2013).
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As bandas de 1592 e 1406 cm™ presentes no espectro de SA (Figura 27a) sdo atribuidas
a bandas de estiramento assimétricas e simétricas de grupos de sal de carboxilato. Além disso,
as bandas em torno de 1320 cm™ (estiramento C—0O), 1130 cm™ (estiramento C—C), 1090 cm'*
(estiramento C-0), 1020 cm™ (estiramento C-O—C ) e 950 cm™ (estiramento C-O) sdo
atribuidos a sua estrutura de sacarideos (MOREIRA et al., 2014; SMITHA; SRIDHAR; KHAN,
2005).

O espectro do 6leo MP é mostrado na Figura 27b, c. A banda de absorcéo a 3414 cm™
se deve a banda de estiramento dos grupos hidroxila presentes no extrato (correspondendo a um
grupo alcool) um de seus principais compostos 37,94%. A banda em 2969 e 2918 cm ™ é devido
ao estiramento C—H assimétrico e simétrico do carbono saturado (sp®), respectivamente, 2873
cm ! atribuido a um grupo metil. A banda a 1453 cm™ € devida ao estiramento C=C associado
ao modelo esquelético aromatico dos extratos (1027, 1040 cm™?) atribuido a ligagdo (C-0). As
bandas fracas em 1470 e 968 cm ™! sdo atribuidas a flexdo C—H e vibragfes esqueléticas C—O,
respectivamente. A banda em 1358 cm™ corresponde ao grupo isopropil, todos os quais
confirmam a pureza do material isolado (FERREIRA et al., 2020; MATHUR et al., 2011;
PRAMILA et al., 2012).

O espectro do PCL (Figura 27b) mostrou bandas caracteristicas em 2956-2848
(estiramento C—H), 1727 (C=0) e 1167-1460 cm™* (deformagdo CH,) (DE AVILA etal., 2017;
SHOJA et al., 2015). Como visto anteriormente (Figura 29¢), o PCL exibiu nucleagéo grande
e desigual que levaram ao aparecimento de vazios entre esses espagos, que devem ser
preenchidos com OE. Quando o ATR FTIR foi realizado para o filme produzido por casting de
PCL-MP, a leitura possivelmente ocorreu em uma superficie que ainda continha OE retido,
aumentando assim seu ganho de massa (Tabela 5). PLA (Figura 27c) -CH em 2912 cm™!
(estiramento assimétrico), 2848 cm™* (estiramento simétrico), C=0 estiramento em 1746 cm™,
—CHs curvatura em 1447 cm™, -CH deformagcéo inclui simétrico e uma banda simétrica em
1358 cm™, -C—-O- no trecho em 1179 cm™%, banda —OH 1078 cm™!, —-C—C estiramento 874
cm ! (Al etal., 2019; KISTER; CASSANAS; VERT, 1998).

5.7 INCHAMENTO DOS FILMES POLIMERICOS

A temperatura de armazenamento de 4°C por 7 dias, os filmes poliméricos imersos nos
diferentes Oleos essenciais apresentaram valores semelhantes aos obtidos a temperatura
ambiente por 112 dias (Tabela 5). Os filmes ndo apresentaram nenhum tipo de interagdo com o

oleo de soja.
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PCL e PLA obtidos por diferentes métodos, imersos em OE-AS, tiveram dissolucao
completa. Estes resultados indicam que o OE-AS dissolveu o polimero formando dispersdes
coloidais micelares. A solubilizacdo completa desses polimeros estd associada a sua
composicdo quimica que apresenta mais de 88% de eugenol, estrutura quimica com anel
aromatico, sendo o PCL e PLA séo soltveis em benzeno (MARK, 2006).

A Tabela 5 apresenta os valores percentuais da massa adquirida apés 112 dias de
polimeros imersos em diferentes OE. Os valores encontrados para PCL* (por compressao) sao
préximos aos mencionados por Flores et al. (2011), com OE de (Melaleuca alternifolia), que

obteve um ganho de 9,8% sobre o peso inicial. O estudo estatistico completo esta no anexo 1.

Tabela 5 — Ganho da massa (%) apés 112 dias imersos em OE.
Filmes de polimeros

OE

PCL PCL* PLA PLA*D GA GE cmcP SA

14,224 9,333 2,045 9,493 1,208* 3,6908

LHE 0 0
+0,426  %0,291 +0,03 +0,694 +0,748 +0,022

AS 8,2008 0,793A 6,267 3,6978

+0,096 +0,593 0,173 +0,315

15,298 8,797 0,374A 8,2678 0,6288

MAE 0 0 0
+0,247  +0,018 10,091 +0,093 +0,012

CNE 15,2018 8,181 1,533 2,2608 9,495 0,655*8¢  0,821° 1,467
+0,109 +0,070 +0,373 10,015 10,211 +0,200 +0,187 +0,013
15,519 7,858 2,2088 9,865 1,660

MP 0 0 0
+0,160  +0,055 10,243 +0,035 10,245

EGE 13,517 6,322 0 1,133 10,463 0,624¢ 0,420¢ 1,847
+0,243  %0,011 +0,053 10,011 +0,042 +0,053 +0,074

Italico — Desvio padrédo
(*) Anova one way — razdo n&o significativa (NS) do peso inicial e final

(®) Anova Fator duplo de repeticdo (ADR) — razdo NS do polimero para diferentes OE
(°) ADR — razdo NS de OE para diferentes polimeros
(°) ADR - razdo NS de polimero independente de OE
(¥) ADR - razdo NS de OE independente do polimero

Realizados estudos estatisticos pelo método Anova, entre as medias do OE,
independente do polimero (F), a interagdo entre LH-CN e MA-EG é NS. As médias dos
polimeros, independentemente do OE (P), a interacdo entre PLA*-CMC é NS. Para cada
polimero com os diferentes OE (B), existem diferencas NS entre PCL com 0 OE de MA-CN, o
mesmo ocorreu com o polimero GE. Também ndo ouve diferengas significativas quando
comparado ao OE de LH-AS para SA, CN-MP para PLA* e AS-MA para GA. Cada OE com
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o polimero diferente (<), existem diferencas NS entre CN em comparagdo com os polimeros
GE-CMC e com OE de EG para esses mesmos polimeros.

O PLA-CN apresentou um ganho de massa final de apenas 1.533% + 0,373. O PLA*
apresentou ganhos nao superiores a 3% na massa final, apenas a ganho de massa final (%) para
MA e CN. Segundo Guterres et al. (2000) PLA* obtido por moldagem por compresséo foi
avaliado quanto o inchaco/dissolugédo em benzoato de benzila e Miglyol 810°R por 13 dias.
Apdbs 48 horas a temperatura ambiente, foi observada a dissolucdo completa do polimero em
benzoato de benzila, enquanto no Miglyol as massas de polimero permaneceram inalteradas
apos 13 dias, indicando que ndo havia inchago ou dissolugdo de PLA neste 6leo (GUTERRES
et al., 2000). PLA* teve um aumento de massa entre 30 e 35% nos primeiros cinco dias,
nenhuma variacao significativa de massa foi detectada nas medi¢6es nos 55 dias restantes de
seus estudos com OE de Cymbopogon citratus L (ANTONIOLI et al., 2020).

GE teve uma baixa interacdo, ndo excedendo 1,3% de ganho de massa ao final de 112
dias. Essa baixa interacdo pode estar relacionada a reticulacdo de polifendis com proteinas
(gelatina) sob oxidacdo (STRAUSS; GIBSON, 2004). A gelatina é insoluvel em solventes
organicos menos polares ou ndo polares. Os aminoacidos sao ligados na gelatina por ligacdes
peptidicas (DOMB; KOST; WISEMAN, 1998).

GA, CMC e SA sdo polissacarideos e apresentaram baixa interacdo com o OE. Os
maiores ganhos de massa sdo atribuidos ao GA devido a sua estrutura superficial rachada
(Figura 27c) (ANDERSON et al., 1990; MARIOD, 2018; MASUELLI, 2013). O mecanismo
de intumescimento de SA pode ser explicado pela troca idnica de fons Na* monovalentes da
solugdo salina com os ions Ca®* presentes nos blocos de polianuronato e poliguluronato de
cadeia de alginato, para este estudo seu ganho maximo foi de 3,69% em LH (RIOS;
STASHENKO; DUQUE, 2017). O CMC contém um esqueleto de polissacarideo hidrofébico e
muitos grupos carboxila hidrofilicos, mostrando caracteristica anfifilica, resultando em sua
baixa interagdo com OE (RANI et al., 2014).

A Figura 29 mostra o ganho de massa (%) ao longo do tempo para todos os polimeros
com OE diferente ao longo de 112 dias (1, 3, 5, 7, 14, 28, 56 e 112 dias) a temperatura ambiente.
Em alguns casos a variacdo da triplicada € tdo pequena, que ndo é possivel notar diferencas nas

barras de erro, e ndo aparece no grafico (Figura 28).
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Figura 28 — Ganho de massa (%) para todos os polimeros com OE diferente ao longo de 112 dias.
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Alguns polimeros em diferentes OE permaneceram inalterados ao longo do tempo (112
dias), como GE-MP (Figura 28a), CMC-LH / MA (Figura 28b), SA-MP / MA (Figura 28c) e
PLA-LH/EG/MP / MA (Figura 28e). Os outros polimeros atingiram o equilibrio apds 3 dias
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de contato com o OE. De acordo com Weiss-Angeli et al. (2008) os filmes de PCL obtidos por
moldagem por compressdo foram avaliados quanto ao intumescimento no metoxicinamato de
octilo por 13 dias (n = 3). A analise mostrou que 0s pesos dos polimeros permaneceram
inalterados apos 13 dias, indicando auséncia de inchago ou dissolucdo. Efeitos dos dleos de
semente de uva e peixe em filmes de PCL obtiveram resultados que mostraram ndo haver
mudanca em sua massa (<1%) ao longo do experimento periodo (dia 0 — 90) (BENVEGNU et
al., 2018).

O experimento que foi armazenado a uma temperatura de 35°C por 7 dias mostrou
valores semelhantes aos apresentados na Tabela 5. Houve dissolu¢do completa para PCL /
PCL* em todos os OE. A GA teve uma diminuig&o no peso de aproximadamente 6% para todos
os OE. Isso pode estar relacionado a temperatura de amolecimento dos polimeros associados a
composicao quimica do OE. Sabendo que as reacdes quimicas no OE aceleram com o0 aumento
do calor, a lei de van Hoff afirma que um aumento de temperatura de 10°C aproximadamente
dobra as taxas de uma reacdo quimica, aumenta a quantidade de varios produtos de
polimerizacdo ndo identificados formados a partir de mirceno (FOX et al., 2016).

Além disso, a oxidacdo do 6leo acelera com a concentracdo de oxigénio dissolvido, que
por sua vez depende em grande parte da presséo parcial de oxigénio no espaco livre, bem como
da temperatura ambiente (CHOE; MIN, 2006). Resultantes dessa conversdo (oxidagéo,
isomerizacdo, reagdes de desidrogenacdo ou ciclizagdo, desencadeada quimicamente ou
enzimaticamente), originam uma gama de produtos secundarios oxidados estaveis, como
alcoois mono a polivalentes, aldeidos, cetonas, epdxidos, perdxidos ou acidos, como bem como
polimeros altamente viscosos, geralmente portadores de oxigénio (BACKTORP et al., 2008;
BLUMANN; RYDER, 1949; KARLBERG et al., 1994).

Esses resultados indicam, exceto para PCL/PLA-AS, que os outros OE e polimeros tém
baixas interacdes em escala macroscopica, mesmo 0s produtos de degradacdo do OE nao
interagiram com os polimeros ap6s um longo periodo de contato. Portanto, € provavel que esses
polimeros possam servir como material de parede em um processo de encapsular OE, o que

causaria um atraso na degradacéo desses OE.

5.8 SUSPENSOES DE NANOCAPSULAS

A Tabela 6 apresenta as formulacbes utilizadas no processo de nanoprecipitacao

adaptado de Fessi et al. (1989), para encapsulacdo dos 6leos essenciais de horteld e citronela.
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Para todas as formulacdes a velocidade de agitacdo foi mantida constante em 600 rpm e a taxa

de injecéo da fase orgénica sobre a fase aquosa foi mantida em 2,5 mL/min.

Tabela 6 — FormulacBes do processo de nanoprecipitacao.

Fase organica - FO

Fase aquosa - FA

Amostra PCL Span 60 Etanol Acetona OE Tween  Agua destilada Egi%?\r/z%?g
(mg) (mg) (mL) (mL) (mg)  80(mg) (mL)

F1 200 77 5 20 250 77 50 R‘ﬁ gfgor

F2 200 154 5 20 250 77 50 R‘:i (\)/?gor

F3 200 77 5 20 250 154 50 ch_rti gfgor

F4 200 154 5 20 250 154 50 R‘j_rti gggor

F5 250 77 5 20 250 77 50 Roe vapor

F6 200 77 5 20 200 77 50 ROt8 yapor

F7 200 154 - 20 250 77 50 R?_fi gggor

F8 200 77 - 20 250 154 50 R?_fi gggor

F9 200 154 - 20 250 154 50 Rfj_rti yepor
F10 200 77 - 20 250 77 50 R‘j_fi yepor
F11 200 77 . 20 250 77 50 Aim;;‘j'ge
F12 200 77 - 20 200 77 50 R‘i‘i E)’ggor
F13 250 77 - 20 250 77 50 R‘:i gggor
NES 200 77 - 20 - 77 50 R‘:igfgor
MP-NCs 200 77 - 20 250 77 50 Rote vepor
CN-NCs 200 77 - 20 250 77 50 Rote vepor

Os experimentos foram realizados em triplicata e o resultado médio encontrado da

analise de tamanho da particula, potencial zeta e polidispercao para diferentes formulacdes, esta

apresentado na Tabela 7.
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Tabela 7 — Resultado de DLS e potencial zeta para diferentes formulagdes com 6leo essencial de hortela.
Tamanho da Desvio Potencial Desvio

Formulagdo particula (nm) Padréo Zeta(mV)  Padrdo Polidispergdo
F1 250,7 +48,9 -21,4 +53 0,555
F2 249,2 +39,1 -24 +38 0,784
F3 2444 45,6 -22,4 +44 1,244
F4 272,3 +47.8 -26,3 +31 0,834
F5 218,2 +39,3 -39,4 +29 1,257
F6 256,9 +48,9 -33,9 +41 1,559
F7 229,4 +334 -28,4 +35 1,342
F8 2315 +36.9 -27,5 +43 0,757
F9 284,3 +41,3 -30,8 +4.2 0,733

F10 151,1 +248 -35,9 +31 1,248
F11 219,8 +37,2 -23,7 +39 0,895
F12 220,6 +43.2 -25,1 +3,7 1,253
F13 247,7 +38,3 -37,6 +3,7 1,445

Os valores apresentados na Tabela 7 para o diametro de particula sdo semelhantes aos
encontrados Badri et al. (2017) que desenvolveram estudos comparando alguns parametros
(Tabela 8) em seus experimentos para a preparacdo da fase aquosa, utilizou 5 mg/mL de alcool
polivinilico (PVA) dissolvidos em 50 mL de agua destilada e depois misturado com 10,6
mg/mL de Tween 80. Posteriormente, com a dissolucdo de 8 mg/mL de PCL em 25 mL de
acetona, foi obtida a fase organica. Subsequentemente, a fase organica foi injetada na fase
aquosa sob agitacdo continua. de 500 rpm e uma taxa de injecdo da fase organica sobre a fase
aquosa de 2,5 mL/min.
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Tabela 8 — Efeito dos par@metros de processo e formulacdo no tamanho das particulas e potencial zeta.

Pardmetro Condicio Tamanho da Potencial
investigado ¢ particula (nm) zeta(*)
Evaporacdo da Removida por rotaevaporagéo 175 -6,86
acetona Em temperatura ambiente 297 -7,07
Adicionada diretamente de uma sé vez 280 -
Adlgaq d_a fase Bureta (50 gotas por minuto ou 2,5 ml/min) 253 -
organica
Injetada através de uma seringa 175 -
Concentracio do Concentracdo de 4 mg de PCL 152 -
polimero Concentracéo de 24 mg de PCL 258 -
Concentragao do 2,65 mg/mL 224 -7,95
Tween 80 5,3 mg/mL 185 -6,73
Taxa de injecio 1 mL/h 195 -8,03
de fase orgénica 9 mL/h 189 777
Velocidade de 75r1pm 211 -6.83
agitagdo 600 rpm 172 -6,18
Volume da fase 12,5 mL de acetona 199 -5,81
organica 75 ml de acetona 2377 -6,46
Volume da fase 25 ml de &gua Milli-Q 345 -5,46
aquosa 100 ml de agua Milli-Q 181 -7,05

(*) Néo significativos (p<0,05)
Fonte: Adaptado de Badri et al. (2017)

Badri et al. (2017) verificaram que o potencial zeta das particulas preparadas nédo
apresentou variacdo significativa, independentemente do agente estabilizador usado. Mas
afirmam que sem qualquer agente estabilizador, o polimero PCL ndo é capaz de formar
precipitado sob a forma esférica.

O diametro da particula para a F4 (Tabela 7) em que os dois estabilizantes tiveram sua
quantidade duplicado o tamanho da particula apresentou o maior valor (272,3 nm). Esta relacdo
vai ao encontro ao observado por Badri et al. (2017), que o tamanho das particulas preparadas
pode diminuir devido ao aumento da viscosidade da fase aquosa por Tween 80 e-devido a rapida
estabilizacdo das particulas durante a nucleacdo. Mas, se as concentracfes de Tween 80
ultrapassarem certo limite, o tamanho das particulas também pode aumentar. Assim, 0s
resultados obtidos nos permitem verificar que as altas concentracdes de Tween 80, que
melhoram o tamanho das particulas, diminuiram para certos limites, enquanto que as
concentragcdes de Tween 80 maiores do que esse limite teria o efeito oposto no tamanho das

particulas.
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Na literatura ha varios estudos que mostraram o encapsulamento de diferentes 6leos
utilizando o método de nanoprecipitagdo e PCL. Noronha et al. (2013) produziu nanocéapsulas
contendo a-tocoferol e obteve um tamanho de particula entre 184,4 a 219,1 nm e potencial zeta
variando de -30,6 mV a -51,1 mV. Christofoli et al. (2015) desenvolveram e caracterizaram
nanocépsulas biodegradaveis contendo 6leos essenciais de folhas de Zanthoxylum rhoifolium,
o didmetro de particula apresentou valores menores que 500 nm e valores de potencial zeta de
aproximadamente -20 mV. Bazylinska et al. (2013) produziu nanocapsulas contendo éleo de
coco e obteve um tamanho de particula de 101 nm e potencial zeta de -5 mV. A Tabela 9
apresenta os estabilizantes, a relagdo polimero/solvente e a razéo entre a fase organica (FO) e a
fase aquosa (FA), utilizados em outros estudos, bem como a utilizada neste trabalho.

Tabela 9 — Parametros de diferentes estudos.

Razéao

Estabilizantes Polimero/solvente FO/FA Referéncia
Pluronic F68 35 mg/1 mL 1:10 Noronha et al. (2013)
Span60/Tween80 10 mg/1 mL 5:10 Christofoli et al. (2015)
Cremophor EL 10 mg/1 mL 2:10 Bazylinska et al. (2013)
Tween80/PVA 8 mg/1 mL 5:10 Badri et al. (2017)
Span60/ Tween80 10 mg/1 mL 4:10 Presente estudo

O aumento da concentracdo de PCL na preparacdao de particulas poderia aumentar o
tamanho das particulas em funcdo do aumento da viscosidade da fase organica (CHORNY et
al., 2002). O grau de transferéncia e difusdo de massa, que satisfaz a supersaturacdo homogénea
e a rapida nucleacdo para a producdo de particulas menores, melhorou usando alta velocidade
de agitacao, como relatado por (ALl et al., 2009). As razdes para obter alto volume de particulas
menores na fase aquosa foram a rapida difusdo e nucleacdo de solventes (MILADI et al.,
2013b). A medida que os solventes migram para a fase aquosa, uma turbuléncia interfacial foi
criada devido a difusdo esponténea entre as fases que levando a formacdo espontanea de
nanocapsulas. Como a concentracdo de agua (solvente miscivel) aumenta, pode ser alcangado
a diminuicdo no tamanho da particula, segundo Mohanraj e Chen, 2006.

O potencial zeta é o resultado dos componentes usados na producéo de particulas, como
os surfactantes localizados na interface entre as fases continua e dispersa, e € comumente usado

para caracterizar a propriedade de carga superficial de nanoparticulas (COUVREUR et al.,



75

2002). O potencial zeta reflete o potencial elétrico de particulas e € influenciado pela
composic¢do da particula e 0 meio em que esta disperso.

Nanoparticulas com um potencial zeta acima de £30 mV mostrou-se estavel em
suspensdo, como a carga de superficie impede a agregacdo das particulas (MOHANRAJ;
CHEN, 2006). A magnitude e sinal da energia elétrica carga em uma gota de emulséo depende
do tipo de emulsificante, a concentracéo e as condi¢Oes ambientais prevalecentes (por exemplo,
pH, temperatura e forca idnica) (MCCLEMENTS, 2004).

O potencial zeta das nanoparticulas de PCL é sempre negativo, provavelmente devido a
presenca de alguns grupos funcionais residuais com cargas negativas do monoémero empregado
na polimerizacdo de PCL. Outra razdo de as nanoparticulas obtidas terem carga negativa € a
presenca de Tween 80 como tensoativo na formulacdo. Além disso, o potencial zeta também
esta relacionado a diferenca entre a permissividade dielétrica estatica do material e do fluido de
suspensdo, como afirmado pela regra fenomenoldgica de Coehn e Raydt (2003 e 2005), e para
0 caso sob investigacdo esta diferenca é sempre negativa.

A estabilidade das suspensdes de nanocapsulas sempre foi um fator crucial na utilizacdo
dessas suspensdes (MOTWANI et al., 2008). A literatura relata que valores de potencial zeta
abaixo de -10 mV e idealmente entre -25 e -30 mV, asseguram boa estabilidade coloidal das
suspensdes de nanocapsulas devido a alta barreira energética entre as particulas (MORA-
HUERTAS; FESSI; ELAISSARI, 2010).

Optou-se por reproduzir em triplicata novas nanocapsulas com a formulacdo 11, sem a
utilizacdo de rota vapor para os dois 6leos essenciais de horteld e citronela, avaliando a variacdo
do potencial zeta no dia da preparacao, apés 7, 15 e 30 dias, bem como o didmetro das particulas
e a sua polidispersdo. A Tabela 10 apresenta os valores encontrados.
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Tabela 10 — Avaliacdo do tamanho de particula e potencial zeta.

1°dia
Formulacio  Oleo essencial Tamanh(znd;)particula Potencial Zeta (mV) Polidispersdo
F11 Horteld 221,1 + 36,3 -49,8 +338 0,737 +0,32
F11 Citronela 246,6 +52,3 -22,2 +3,9 0,772 +0,44
7° dia
F11 Hortel& 2453 +39,1 -43,0 +1,9 0,806 +0,33
F11 Citronela 271,1 +456 -28,4 +47 0,917 +0,24
15° dia
F11 Horteld 260,1 + 25,7 -56,2 +19 1,277 +0,47
F11 Citronela 288,0 +373 -37.4 +24 1,361 +0,39
30° dia
F11 Hortela 290,5 +31,5 -63,9 +28 1,976 +0,68
F11 Citronela 300,0 +494 -43,7 +31 1,389 +0,57

As nanocéapsulas de PCL contendo 6leo essencial de hortela e citronela, apos 30 dias de
armazenamento diminuiram seu valor de potencial zeta, como é apresentado na Tabela 10. A
variacdo do valor do potencial zeta provavelmente ocorreu devido & hidrélise do polissorbato
80, uma vez que o potencial zeta negativo € uma consequéncia da densidade de carga dos grupos
carboxilato na estrutura do PCL (PAESE et al., 2009).

Lobato et al. (2013) produziram nanocapsulas de bixina pela técnica de deposicao
interfacial de policaprolactona pré-formada de acordo com o método de Venturini et al. (2011).
A suspensdo de nanocapsulas de bixina apresentou um potencial zeta médio de -14,45
+ 0,92 mV imediatamente ap0s a preparacao, e ap0s 119 dias de armazenamento diminuiram
para -25,85 + 6,58 mV.

Outra maneira de avaliar a estabilidade quimica de uma suspensdo de nanocapsulas é a
medida do pH, ja que sua diminuicdo pode estar relacionada com a degradacdo do polimero ou
de outro componente do sistema (KISHORE et al., 2011; MALIN et al., 1996). O pH das
nanocapsulas de PCL com 6leos essenciais de horteld e citronela permaneceram entre 6,5 e 7,
apos os 30 dias, para todas as formulacGes. Lobato et al. (2013) avaliaram os primeiros 63 dias
de armazenamento, nenhuma mudanca significativa foi observada nos valores de pH (p <0,05),
no entanto, no 119° dia, os valores de pH diminuiram para 4,48 + 0,32. Uma maneira de
minimizar as alteracGes no pH ¢é usar um agente tamp&o na solucéo aquosa (LOBATO et al.,
2013). A diminuicédo dos valores de pH é esperado para este tipo de formulagdo por causa da
liberacdo de mondémero de poliéster durante a hidrolise poli-g-caprolactona (MALIN et al.,
1996).
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Os valores de polidisperséo (PDI) indicam uma ampla distribuicdo, pois os valores de
PDI variando de 0,1 a 0,25 indicam uma distribuicdo de tamanho estreito (monomodal),
enquanto um PDI maior que 0,5 esta relacionado para uma ampla distribuicdo de tamanho de
particulas (WU; ZHANG; WATANABE, 2011). A Figura 29 apresenta a distribuicdo do
tamanho das nanocépsulas (gréficos do equipamento), a Figura 29(a,b) apresentam os graficos
das nanocépsulas contendo OE de horteld, para o 1° dia de armazenamento e apds 30 dias de

armazenamento, respectivamente.

Figura 29 — Distribui¢do do tamanho das nanocépsulas.
20 100 -

20

(a) 90 18 (b) so{— 18

80 16 80— 16

e 70 14 — 70 14
2 7~ 7 e
3 60 12 3 g 60 F12 3
£ S50 10T R 50 10 ==
T 40 8 = T 4} 8 %

< 30 6 o o 6

20 4 20 4

10 2 10 2

0 0 0 : 0

0,1 1 10 100 1.000 10.000 0,1 1 10 100 1.000 10.000
d (nanometers) d (nanometers)

100 100 20

(c) %0 (d) s0 18

80 80 16

el 70 14
@ - @ -
§ 60 2 3 60 12 )
£ 50 = g 50 0 T
T 40 * L 40 8 o

A < 30 6

20 20 4

10 10 2

0 : 0 - - 0

0,1 : 10 100 1.000 10.000 0,1 1 10 100 1.000 10.000

d (nanometers) d (nanometers)

Figura 29(c,d) apresentam os gréficos das nanocéapsulas contendo OE de citronela, para
0 1° dia de armazenamento e apds 30 dias de armazenamento, respectivamente. Para os dois
OE foi possivel observar que os valores maiores de PDI apresentam os graficos com um
alongamento (alargamento) da base, indicando uma ampla distribuicdo das nanocapsulas na
suspenséo.

A Figura 30 apresenta os graficos com a quantidade (%) em relacdo ao diametro de
particula imediatamente ap0s a preparacgdo e apds 30 dias de armazenamento com a formulacao
11 e a Figura 31 apresenta os graficos com o desvio padrdo da quantidade (%) em relagédo ao

diametro da particula imediatamente apds a preparacgéo e ap6s 30 dias de armazenamento.
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Figura 30 — Distribuicdo de tamanho de particulas imediatamente ap6s a preparacéo e ap6s 30 dias de
armazenamento, (a) F11 Horteld e (b) F11 Citronela.
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Para todas as formulacBes ocorreu o aumento do tamanho das nanocépsulas, essa

instabilidade pode ser atribuida ao movimento browniano de acordo com Silva et al., (2011).

Figura 31 — Distribui¢do de tamanho de particulas imediatamente apds a preparacgdo e ap6s 30 dias de
armazenamento, (a) F11 Horteld, (b) F11 Citronela.
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Na Figura 31b é possivel observar que levando em consideragdo o desvio padrdo das

amostras com citronela, para alguns didmetros de particulas a distribuicdo & praticamente a

mesma.

5.9 ESTABILIDADE AO LONGO DO TEMPO (UM ANO) DAS NANOCAPSULAS
CARREGADAS COM OLEO ESSENCIAL (EO-NCs)

A estabilidade a longo prazo das nanocapsulas, que séo sistemas termodinamicamente

instaveis, dependerd da altura das barreiras de energia entre o sistema coloidal e as fases
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separadas. Quanto mais baixas forem essas barreiras, mais rapido ocorrerdo os fen6menos de
instabilidade.

As interacOes repulsivas (hidrodindmicas, estéricas e eletrostaticas) entre as goticulas
sdo responsaveis pela obtencédo de alta energia, evitando o contato e a coalescéncia. Além disso,
a medida que aumenta a frequéncia de contato, aumenta a taxa de ocorréncia de fenémenos de
instabilidade. Especificamente, depende de forgas gravitacionais, movimento browniano,
cisalhamento aplicado e temperatura (PAVONI et al., 2020).

Novas suspensdes foram produzidas com nanocapsulas de PCL carregadas com 6leo
essencial de MP e CN baseadas na formulacdo 10 armazenadas a 4°C, mostraram estabilidade
ao longo de 360 dias (Tabela 11). N&o foram observadas mudangas visuais significativas nas
dispersdes, como mudancas de cor, precipitados ou separacdo de fases; portanto, todas as
dispersdes podem ser classificadas como dispersdes macroscopicamente e coloidalmente
estaveis, os valores de PDI foram inferiores a 0,20 £ 0,02 para ambos 0s sistemas ap06s 360 dias
de armazenamento.

A Figura 32 apresenta a distribuicdo do tamanho das nanocapsulas (graficos do
equipamento), a Figura 32(a,b) apresentam os graficos das nanocapsulas contendo OE de
horteld (MP), para o 1° dia de armazenamento e apds 330 dias de armazenamento,
respectivamente. Figura 32(c,d) apresentam os graficos das nanocépsulas contendo OE de
citronela (CN), para o 1° dia de armazenamento e ap6s 330 dias de armazenamento,
respectivamente. Para os dois OE foi possivel observar que os valores menores de PDI
apresentam os graficos de base estreita, indicando uma suspensao de nanocapsulas com baixa
varia¢do no tamanho das nanocépsulas. Ap6s os 330 dias de armazenamento ha um pequeno

alargamento da base e uma diminuicdo no percentual total das nanocépsulas em suspensao.
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Figura 32 — Distribuicdo do tamanho das nanocéapsulas.

100 . . . 20 100 . 50
@) 0 f{—F—AF—F— et F18 (b) s0{ 45
80 - * + : + + + 16 80 40
~ TeT—t 14 e ROt 35
2 60 Ets st 30 3
& ‘ g 2 g
£ 504 ) 2 e T — RGN S RS > = 2005
T o0y ——t8 % Y 80{4———— it — 20 &
& 301 6 < 30- - 15
20 < 20 10
10 2 10 5
0 - - - 0 0 - 0
0,1 1 10 100 1.000 10.000 0,1 1 10 100 1.000 10.000
d (nanometers) d (nanometers)
100 - 20 100 - 50
(c) %0 18 (d) 90 | - : : 45
80 |- +—F16 80 4—+ ! 4 ! AR Lt 40
~ 703 —F 14 — 01—+ ! ! : . —} 35
@ )
I fi2 'S n0 30 3
a ~— - ~—
s 50 107 $ sod—+ ; - - : —F25 ¢
T 40 8l o 20 &
& 50 6 Z 50 15
o0 4 20 10
183— 2 10 =5
0 0 0 0
0,1 1 10 100 1.000 10.000 0,1 1 10 100 1.000 10.000
d (nanometers) d (nanometers)

A estabilidade das suspensdes OE-NC foi avaliada monitorando pardmetros como
tamanho, polidispersidade, potencial zeta e pH ao longo do tempo. Em particular, as amostras
foram analisadas em 1, 30, 60, 90, 120, 150, 180, 210, 240, 270, 300, 330 dias de
armazenamento (4°C). Conforme mostrado na Figura 33, ndo foram observadas alteragdes
significativas, ap6s 330 dias de armazenamento, no tamanho de particula, indice de
polidispersidade, pH e potencial zeta e as formulagdes permaneceram essencialmente estaveis

guando o tempo de armazenamento variou.

Figura 33 — Diametro e ZP das amostras (F10) avaliadas apds 360 dias de armazenamento.
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Durante o armazenamento de longo prazo, a degradacdo do polimero, o vazamento do
composto bioativo e/ou a degradacdo do composto bioativo podem ocorrer no ambiente aquoso.
A degradacdo do PCL ocorre por meio da hidrolise simples de ligacdes éster autocatalisadas
por grupos carboxilicos (HAKKARAINEN; ALBERTSSON; KARLSSON, 1996).

Os resultados das amostras de NCs indicam que o pH foi ligeiramente influenciado pelas
condigdes de armazenamento, uma vez que as formulagdes ndo apresentaram grandes alteracoes
durante os 360 dias de armazenamento.

De acordo com Neto et al. (2019), nanoparticulas carregadas com OE de Pimenta
racemosa e Ocimum gratissimum ndo apresentaram diferenca estatistica durante os 180 dias de
armazenamento a 6 e 20°C, mantendo o indice de polidispersidade constante, demonstrando
gue as nanoparticulas sdo estaveis sob armazenamento (DA ROCHA NETO et al., 2019).

Apds armazenamento por 330 dias a 4°C, as nanoparticulas de MP-NCs, CN-NCs e
NES exibiram apenas um ligeiro aumento no tamanho de particula, de 153 para 167, de 177
para 180 e de 138 para 140, respectivamente (Figura 35). Esses resultados mostram que 0
diametro médio das nanoparticulas ndo se altera com o tempo (330 dias), sugerindo auséncia
de coalescéncia e degeneracdo. Outros autores atribuiram ao efeito estérico proporcionado pelo
surfactante polissorbato 80 a responsabilidade pela estabilidade desse tipo de formulacdo de
nanocapsula, apesar do leve aumento em seu didmetro (JAGER et al., 2009; YOUNG;
TISSERAND, 2013). De acordo com Franca et al. (2016), o PCL demonstrou manter seu
desempenho em meio aquoso (FRANCA et al., 2016).

Na Figura 35 € possivel observar uma diminuicdo (ndo significativa) no ZP, para 330
dias de armazenamento (Tabela 11), provavelmente devido a hidrélise do polissorbato 80, uma
vez que o ZP negativo é consequéncia da densidade de carga negativa do os grupos carboxilato
na estrutura do PCL (LOBATO et al., 2013).

Granato et. al, apresentaram 0 mesmo comportamento em todos 0s experimentos
(JAFARI et al., 2017), assim como as nanocapsulas de PCL contendo bixina apresentaram um
ZP variando de -14,45 a -25,85 ap0s 119 dias (LOBATO et al., 2013). Por outro lado, se as
condicBes aquosas do ambiente governam (polaridade do solvente organico) a dissocia¢do dos
grupos carboxilicos PCL, os aspectos metodoldgicos associados a cada procedimento sdo
provavelmente criticos para determinar o comportamento eletrocinético das nanoparticulas
(GALINDO-PEREZ et al., 2018; MORA-HUERTAS et al., 2012).

Foi possivel observar na Tabela 11, uma ligeira diminui¢do (ndo significativa em 360
dias) de pH 6,83 para 6,23, 6,23 para 5,89 e 7,37 para 6,38 para MP-NCs, CN-NCs e NES,

respectivamente. mudancas nos valores de pH em 360 dias ndo foram relevantes e, uma vez
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que esta diminuicdo para os valores de pH pode estar relacionado a degradacéo do PCL devido
ao maior relaxamento de suas cadeias e liberacdo de seus grupos acido-dependentes, conforme
explicado em estudos anteriores (LABET; THIELEMANS, 2009; PERSENAIRE et al., 2001).

Essa diminuicdo nos valores de pH esta provavelmente relacionada a formacdo de
acidos, peroxidos, cetonas, aldeidos e hidrocarbonetos durante a degradacgao do polissorbato 80
por auto-oxidagdo em meio aquoso. O inicio da auto-oxidacdo em polissorbatos pode ocorrer
devido a presenca de peroxidos residuais, tracos metalicos e incidéncia de luz. A taxa de
hidrolise do polissorbato € bastante lenta em temperaturas de armazenamento de 5 - 25°C e que
a auto-oxidacao é a principal causa de degradacéo a essas temperaturas (KISHORE et al., 2011,
LOBATO et al., 2013).

Tabela 11 — Didmetro, ZP e pH das amostras (F10) avaliadas durante 360 dias de armazenamento.

MP CN NES
Dias D'g:“nf)”o ZP (MV)  pH D'?:rf)”o ZP(MV) pH D'f‘:rf)”o 7P (mV)  pH

1 153+7 375 68 177+8 231 62 138+9 397 74
30  143+9  -381 69  170+19  -225 6.7 12948  -391 7.7
60 157+9  -367 68  170+13  -259 64  130£10  -396 7.6
00 162+11  -398 68  177+16  -308 65 127410  -393 7.7
120 15949  -37.9 68  174+15  -306 67 124+7 389 75
150 15248  -362 68  174+16  -31,0 68 124+9  -392 76
180 164+12  -381 68 179+9  -313 67 139412 381 75
210 155+9 369 68  172+13  -321 66 122+¢8  -395 75
200 168+14  -409 68  183+18  -374 66 123+7  -447 73
270 160+8  -413 68  178+15  -357 6,6 128+9  -451 74
300 163+13  -426 67  184+14  -366 65 12447 479 71
330 167416  -442 66  180+15 397 64  140+11 509 7.0
360 210£20 626 62  245+27  -549 59 157+9 558 64

Mora-Huertas et al. (2012), afirmaram em seus estudos que a fase aquosa com valores
de pH acima de 4 ndo rege o potencial zeta das particulas preparadas pela técnica de
nanoprecipitacdo (MORA-HUERTAS et al., 2012). Na Tabela 11 ¢é possivel observar que as
amostras com 360 dias de armazenamento, apresentaram um ZP e didametro de particula com
variacdo significativa, com maior diametro de particula e menor o valor de ZP (Figura 35) para
os dois OE.

Como resultado, o pH acido gera cargas negativas mais altas na superficie, conforme
demonstrado pelos valores de potencial zeta registrados negativamente. Esse fato foi atribuido
a exposicdo de um maior nimero de grupos terminais de acido carboxilico, das cadeias

poliméricas no processo de hidrolise do PCL devido a susceptibilidade de sua ligacdo éster
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alifatica a hidrolise e a formac&o de radicais livres, juntamente com a alta &rea de superficie das
nanocépsulas, e também com a presenca de oxigénio nos frascos (FRAJ et al., 2019).

5.10 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA DAS SUSPENSOES

As Figuras 33, 34, 35 e 36 apresentam micografias das nanocapsulas de PCL contendo

0leo essencial de horteld e citronela para as formulacdes F11, sem uso de rota vapor.

Figura 35 — Micrografia MEV-FEG
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Figura 36 — Micrografia MEV-FEG

para as nanocapsulas de F11 Citronela.
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Na Figura 34, ha presenca de particulas sélidas que apresentam superficie densa e
ligeiramente &spera, sem poros aparentes. A aspereza da particula pode ser vantajosa para
melhorar a absorcéo de agua na superficie, que é o principal fator que influencia a degradacédo
hidrolitica de poliésteres alifaticos. A taxa de intrusdo de agua no polimero determina a
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clivagem hidrolitica da espinha dorsal do polimero em oligbmeros ou mondémeros, segundo
(LAM et al., 2009).

A morfologia das particulas é um pardmetro importante de qualidade, estruturas com
rachaduras ou danos podem comprometer a estabilidade do material encapsulado. As
nanocépsulas apresentaram uma superficie mais rugosa em todos os processos e formato
esférico (Figuras 34, 35, 36 e 37). A MEV-FEG da Figura 34 e 35 revela que as nanocapsulas
apresentam tamanhos entre 272,83 a 449,87 nm, para o Oleo essencial de horteld com a
formulacdo F10, estd heterogeneidade de tamanho esta associado ao indice de polidispersédo
que foi de 0,737, ou seja, diferentes tamanhos de particulas. A Figura 36 e 37 para o 6leo
essencial de citronela (formulacdo F11), o tamanho ficou entre 296,31 a 411,75 nm, também
associado a polidispersédo de 0,772.

As analises de microscopia eletrénica de varredura foram realizadas para avaliar a
morfologia das nanoparticulas com formulacdo F10 (uso de rota vapor) (Figura 38). O
encapsulamento foi confirmado pela presenca de particulas esféricas da estrutura capsular nas
micrografias (FENG et al., 2013). Observam-se diferencas nos tamanhos das nanocapsulas de
MP-NCs e CN-NCs revestidas com PCL, sendo possivel observar que na Figura 38b o tamanho
das CN-NCs é ligeiramente maior que o de MP- NCs (Figura 38a), confirmando os valores

encontrados na analise de diametro médio.

Figura 38 — Micrografias MEV-FEG das amostras (F10) de MP-NCs e CN-NCs ap6s serem produzidas.
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As micrografias indicam que as particulas tinham didmetro médio inferior a 350 nm,
com distribuicdo na suspensdo sem a formagdo de aglomerados para o primeiro dia.
Micrografias semelhantes foram obtidas para nanoparticulas de PCL com a-tocoferol (184,6-
187,91 nm) (LUCIA et al., 2016), tamanho de particula foi de cerca de 250-326 nm para
nanoesferas e 390-400 nm para nanocépsulas a griseofulvina (MOHANRAJ; CHEN, 2006),
camptotecina (180-220 nm) (NORONHA et al., 2013), 6leo da arvore do cha (160-220 nm)
(AKHAVAN et al., 2018), oleo essencial de alecrim (220 = 10 nm) (MARK, 2006) e 6leo de
alecrim (233,05-275,03 nm) (RUBENICK et al., 2017), todos revestidos com PCL. QOutros
autores, com diferentes materiais de concha, obtiveram morfologia semelhante
(MALLAKPOUR; NOURUZI, 2017; OZKAYALAR et al., 2020; SHI et al., 2019).

A Figura 39 mostra SEM-FEG de MP e CN com 60, 180, 330 e 360 dias de
armazenamento. Todas as particulas sdo aproximadamente esféricas, embora variacbes de
tamanho sejam evidentes. O potencial zeta indica a carga de uma particula. Como as particulas
de carga semelhante se repelem, aquelas com cargas altas resistirdo a floculacdo e agregacéao
por periodos mais longos, tornando essas amostras mais estaveis. Essa diminuicdo pode estar
relacionada a degradacdo hidrolitica parcial da superficie de contato do polimero e a
consequente liberacdo do monémero de poliester durante a hidrélise do PCL segundo estudos
de Dos Santos et al (2015) (DOS SANTOS et al., 2015). Esta possivel degradacdo por hidrélise
do PCL pode ser corroborada na Figura 38d, h.



Figura 39 — Micrografias MEV-FEG de amostras (F10) avaliadas a partir de MP-NC e CN-NC com 60, 180, 330 e 360 dias de armazenamento, (a) (c) (€) MAG 50,0 kx - 1
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A Figura 39a,b,e,f mostra particulas esféricas, e com tamanho muito semelhante ao
apresentado no primeiro dia de armazenamento. A Figura 39c,g mostra as particulas esféricas,
mas também € possivel observar uma diminuicdo no ndmero de nanocapsulas, indicando
possivel instabilidade nas amostras. As nanocapsulas tinham uma superficie rugosa, as vezes
com uma textura de superficie mais lisa.

A rugosidade das superficies pode ser devido a tendéncia de absorver por¢des polares
dos solventes (SITTIPUMMONGKOL et al., 2019). Defeitos de superficie, incluindo poros e
erosdo, encontrados na Figura 38d, sdo provavelmente o resultado de secagem irregular e
evaporacao rapida de liquido da suspensdo de nanocapsulas durante a preparacdo da amostra
para microscopia. Os poros da superficie podem ser causados pelo encolhimento irregular da
superficie durante a secagem ou devido a degradacdo hidrolitica do PCL em contato com o0s

componentes acidos do 6leo MP.

5.11 EFICIENCIA DE ENCAPSULAGAO POR UV-VIS E ESTUDO DA PRESENCA DE
OLEO ESSENCIAL NA SUSPENSAO DE NANOCAPSULAS POR SPME

O estudo da presenca de Oleo esséncia (composto majoritario) nas suspensfes de
nanacapsulas, pelo processo de analise microextracdo quantitativa em fase sélida (SPME), ndo
se mostrou eficaz, pois os resultados da composi¢cdo dos OE foram modificados devida a
temperatura (80°C) aplicada no processo.

Uma vez verificada a formacdo das nanoparticulas através da técnica de MEV, o
proximo passo foi determinar a eficiéncia de encapsulamento (%EE) para cada sistema
desenvolvido da formulacdo F10 (MP-NCs e CN-NCs). A avaliacdo da %EE foi realizada por
aplicacdo de regressao linear com curva de calibracdo de cada OE (COMETA et al., 2020).

A técnica de espectrofotometria UV-Vis foi empregada para a identificacdo do OE
sobrenadante na suspencdo. Para a sua aplicacdo foram obtidas curvas de calibragédo
relacionando a intensidade de absorbancia em um comprimento de onda caracteristico de cada
OE (Figura 40).
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Figura 40 — Curvas de calibracdo de UV-Vis para cada OE
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Apos a plotagem das curvas foi possivel realizar a leitura dos sistemas sobrenadante, 0s
quais apresentaram %EE distintos. Os valores da eficiéncia de encapsulacdo em duplicata estéo

apresentados na Tabela 12.

Tabela 12 — Eficiéncia de encapsulacdo ao longo de 1 ano
Eficiéncia de encapsulacéo (%)

Dias armazenados

MP-NCs CN-NCs
1 P T
60 ggg 97,3 gg:g 95
180 gg% 92,9 g?g 90,6
330 s 82,45 332 80,85
360 282 68 gg;’ 64,8

Dessa forma, foi possivel concluir que a %EE depende do o6leo essencial
nonoencapsulado possivelmente devido a alguma interacdo com os materiais do processo. No
geral, os percentuais de EE foram satisfatorios, com valores entre 97, 8 para 0 OE de MP e 97%
para o CN.

A nanoencapsulagdo do OE de alecrim em PCL apresentou %EE de 97,46%, 97,10%
apo6s 15 dias e 98,83% em 30 dias em temperatura ambiente (=24°C) (RUBENICK et al., 2017).
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O nanoencapsulamento de drogas como piroxicam em PCI teve um %EE 92,83 + 0,4410%
(RAHMANI DEL BAKHSHAYESH et al., 2020).

A capacidade da particula em manter o composto ativo Nerol encapsulado em sua matriz
de PCL foi praticamente constante e superior a 93% para todas as condi¢cdes de imersao até 60
dias, sem diferenca estatisticamente significativa armazenadas a 4°C (FAGUNDES et al.,
2021). A liberacdo dos OE tormam-se mais expressiva ao final de 360 dias, em qual a sua %EE
fica inferior a 70%.

Ainda, SILVA etal., 2017 encapsulou o 6leo essencial de Lippia alba em nanoparticulas
monocamadas de PCL, atingindo %EE entre 95% a 100%. No entanto, utilizando materiais de
parede a base de quitosana, DAMASCENO et al., 2020 apresentou EE de (45% + 2) em
sistemas contendo Lippia origanoides Kunth (DAMASCENO et al., 2020; SILVA et al., 2017).

Esses dados mostram que o sistema desenvolvido mostrou ser eficiente na protecdo dos
6leos essenciais testados, sendo o PCL com capacidade de manter o encapsulado por longos
periodos de tempo. Pela comparagao com a literatura, a sintese do sistema proposto tem grandes
chances de trazer beneficios por apresentar elevado %EE Oleos essenciais propostos,

confirmando a efetividade do processo.



6 CONCLUSOES

A poli(e-caprolactona), PCL pode ser usada como material de parede das nanocapsulas,
pois ndo foi solubilizado pelos dleos essenciais de hortela e citronela. A caracteriza¢do do PCL
apresentou valores proximos aos descritos na literatura.

Os valores de ganho de massa dos diferentes matérias de parede testados a uma
temperatura de 4°C e 35°C foram semelhantes a temperatura ambiente, exceto para PCL/PCL*
completamente dissolvido para todo OE, mostrando a necessidade de realizar este processo
simples, mas em condi¢Ges de temperatura em que o material for exposto. Portanto, este
trabalho se limitou a comparar seis polimeros, com uma relagdo de ganho de massa PCL> GA>
PCL*> AS> CMC> PLA> GE> PLA*, com seis OE.

O equilibrio do ganho de massa foi obtido aos 7 dias, os resultados deste estudo
mostraram que esta etapa simples e de baixo custo antes do processamento da producgéo de
nano/microcapsulas ou filmes com a incorporacdo de OE é valiosa para garantir a estabilidade
do processo como visto em PCL/PCL* e PLA/PLA*, que se dissolveu completamente em AS
em 24 h, para todas as temperaturas. Dependendo da temperatura e do OE utilizado, todos os
polimeros aqui estudados tém potencial para uso em processos de encapsulamento de OE e/ou
filmes com incorporacdo de OE. O PCL e o PLA tornam-se mais vantajosos, devido a sua
producdo em larga escala, tornando seu custo menor em relacdo aos demais.

E possivel obter nanocapsulas de PCL contendo 6leo essencial da espécie Mentha
piperita e de Cymbopogon nardus, com %EE superior a 90% armazenadas em temperatura de
~4°C (geladeira), por 180.

H& uma influéncia direta de diferentes concentragdes de Span 60 e Tween 80 no
tamanho das nanocapsulas contendo o 6leo essencial. Assim como o método de evaporacao do
solvente, tem influéncia sobre o diametro da particula, sendo que a evoporacédo por rotavapor
apresenta diametros menores. As analises de Micrografia MEV-FEG confirmaram a formagéo
da particulas esféricas.

Em suspensdo as nanocapsulas de PCL contendo 6leo essencial de horteld, bem como,
as contendo citronela, apresentaram valores de potencial zeta, que segundo a literatura indicam
estabilidade das nanocépsulas (valores proximos ou maiores que -30 mV).

Este estudo identificou a necessidade de um teste prévio de compatibilidade
(dissolucdo/dilatacdo) de materiais poliméricos a serem utilizados como ndcleo e casca em

processos de encapsulamento. Dependendo do método de processamento para obtencdo dos
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filmes poliméricos, sua morfologia de superficie pode mudar, o que pode alterar os resultados
da interacdo macroscopica entre 0s materiais envolvidos no processo de intumescimento.

A nanoprecipitacdo pode ser considerada um método adequado para a formulacdo de
nanoparticulas de PCL contendo 6leo essencial de Mentha piperita e Cymbopogon nardus. As
nanocapsulas e nanoesferas apresentaram estrutura esférica observada/confirmada por MEV,
boa estabilidade das particulas, confirmada pelo potencial zeta e baixo indice de
polidispersidade, para armazenamento em geladeira por até 330 dias, com %EE de 80%, em
tempos maiores (360 dias) ocorreram alteracdes significativas e o aparecimento de furos nas
paredes dos MP-NCs reduzindo a %EE para valores inferiores a 70%. A composi¢do quimica
dos 6leos essenciais testados, presentes no interior da nanocapsula de PCL, influencia as
propriedades fisico-quimicas das nanocapsulas, principalmente no diametro medio das
particulas dos CN-NCs. Varios avancos tém sido alcancados, tanto em informacoes relevantes
para o desenvolvimento de formulac6es de nanoparticulas mais estaveis quanto em relacéo aos
fendmenos fisico-quimicos envolvidos. Fatos que podem ampliar as perspectivas de utilizagdo

desses sistemas em diversas areas.
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APENDICE

ANOVA: one way: Lavandula hybrida

SS df MS F P-value F crit
PCL 7,49067E-05 | 1 | 7,49067E-05 | 1449,806452 | 2,84143E-06 | 7,708647422
PCL* 3,22017E-05 | 1 | 3,22017E-05 | 1016,894737 | 5,76444E-06 | 7,708647422
PLA* 1,5E-06 1 1,5E-06 300 6,52107E-05 | 7,708647422
GA 3,3135E-05 | 1 | 3,3135E-05 | 348,7894737 | 4,83915E-05 | 7,708647422
Ge 4,81667E-07 | 1 | 4,81667E-07 4,515625 0,10077322 | 7,708647422
SA 4,86E-06 1 4,86E-06 972 6,30733E-06 | 7,708647422
ANOVA: one way: Syzygium aromaticum
GA 2,44017E-05 | 1 | 2,44017E-05 | 2091,571429 | 1,36717E-06 | 7,708647422
GE 2,01667E-07 | 1 | 2,01667E-07 | 3,27027027 | 0,144818327 | 7,708647422
SA 5,04167E-06 | 1 | 5,04167E-06 | 108,0357143 | 0,000483817 | 7,708647422
ANOVA: one way: Mentha arvensis
PCL 8,58817E-05 | 1 | 8,58817E-05 | 2712,052632 | 8,13745E-07 | 7,708647422
PCL* 2,86017E-05 | 1 | 2,86017E-05 17161 2,03656E-08 | 7,708647422
PLA* 4,16667E-08 | 1 | 4,16667E-08 6,25 0,066766545 | 7,708647422
GA 2,56267E-05 | 1 | 2,56267E-05 | 2196,571429 | 1,23978E-06 | 7,708647422
GE 1,06667E-07 | 1 | 1,06667E-07 64 0,001323897 | 7,708647422
ANOVA: one way: Cymbopogon nardus
PCL 8,58817E-05 | 1 | 8,58817E-05 12882,25 3,61363E-08 | 7,708647422
PCL* 2,44017E-05 | 1 | 2,44017E-05 3660,25 4,47033E-07 | 7,708647422
PLA 8,81667E-07 | 1 | 8,81667E-07 | 18,89285714 | 0,012189656 | 7,708647422
PLA* 1,815E-06 1 1,815E-06 363 4,47099E-05 | 7,708647422
GA 3,3135E-05 | 1 | 3,3135E-05 1656,75 2,17717E-06 | 7,708647422
GE 1,35E-07 1 1,35E-07 6,75 0,060169847 | 7,708647422
CMC 2,4E-07 1 2,4E-07 12 0,025721421 | 7,708647422
SA 8,06667E-07 | 1 | 8,06667E-07 484 2,5264E-05 | 7,708647422
ANOVA: one way: Mentha piperita
PCL 8,97067E-05 | 1 | 8,97067E-05 | 4140,307692 | 3,49452E-07 | 7,708647422
PCL* 2,24267E-05 | 1 | 2,24267E-05 3364 5,2915E-07 | 7,708647422
PLA* 1,70667E-06 | 1 | 1,70667E-06 | 53,89473684 | 0,001832989 | 7,708647422
GA 0,000036015 | 1 | 0,000036015 7203 1,15537E-07 | 7,708647422
CMC 8,81667E-07 | 1 | 8,81667E-07 | 27,84210526 | 0,006184543 | 7,708647422
ANOVA: one way: Eucaliptus globulus
PCL 6,80067E-05 | 1 | 6,80067E-05 | 2147,578947 | 1,2969E-06 | 7,708647422
PCL* 1,47267E-05 | 1 | 1,47267E-05 8836 7,67913E-08 | 7,708647422
PLA* 4,81667E-07 | 1 | 4,81667E-07 72,25 0,001050578 | 7,708647422
GA 4,00417E-05 | 1 | 4,00417E-05 24025 1,03921E-08 | 7,708647422
GE 1,35E-07 1 1,35E-07 27 0,006533376 | 7,708647422
CMC 6E-08 1 6E-08 12 0,025721421 | 7,708647422
SA 1,215E-06 1 1,215E-06 243 9,88819E-05 | 7,708647422




Anova: double factor with repetition

SUMMARY PCL PCL* PLA PLA* GA GE CMC SA Total
LH
Count 3 3 3 3 3 3 3 3 24
Sum 42.673 28.0004 0 6.1358 28.4788 3.6255 0 11.0708  110.5892
Average 14.2243 9.3335 0 2.0453 9.4929 1.2085 0 3.6903 4.6079
Variance 0.42563 0.2906 0 0.0346 0.6936 0.7482 0 0.0217 25.3666
AS
Count 3 3 3 3 3 3 3 3 24
Sum 0 0 0 0 24.6009 2.3787 18.7998  11.0923 56.8717
Average 0 0 0 0 8.2003 0.7929 6.2666 3.6974 2.3696
Variance 0 0 0 0 0.0956 0.5933 0.1733 0.3146 10.0014
MA
Count 3 3 3 3 3 3 3 3 24
Sum 45.864 26.3915 0 1.1228 24.7999 1.8839 0 0 100.0621
Average 15.288 8.7972 0 0.3743 8.2666 0.6280 0 0 4.1692
Variance 0.2470 0.0183 0 0.0912 0.0933 0.0119 0 0 31.4649
CN
Count 3 3 3 3 3 3 3 3 24
Sum 45.6036 24.5422 4.6001 6.7798 28.4858 1.9638 2.463 4.3999 118.8382
Average 15.2012 8.1807 1.5334 2.2599 9.4953 0.6546 0.821 1.4666 4.9516
Variance 0.1091 0.0696 0.3733 0.0148 0.2106 0.1995 0.1866 0.0133 26.5450
MP
Count 3 3 3 3 3 3 3 3 24
Sum 46.5583 23.5732 0 6.6236 29.5964 0 4.98 0 111.3315
Average 15.5194 7.8577 0 2.2079 9.8655 0 1.66 0 4.6388
Variance 0.16011 0.05517 0 0.2431 0.0347 0 0.2452 0 30.7693
EG
Count 3 3 3 3 3 3 3 3 24
Sum 40.5521 18.9658 0 3.4 31.3878 1.871 1.2598 5.5398 102.9763
Average 13.5174 6.3219 0 1.1333 10.4626 0.6237 0.4199 1.8466 4.2907
Variance 0.24353 0.0111 0 0.0533 0.0111 0.0417 0.0532 0.0745 24.8423
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Total
Count 18 18 18 18 18 18 18 18
Sum 221.251  121.4731 4.6001 24.062 167.3496 11.7229 275026  32.1028
Average 12.2917 6.74851 0.2556 1.3368 9.2972 0.6513 1.5279 1.7835
Variance 32.6426 10.6203 0.3897 0.9104 0.8441 0.3210 5.1720 2.4790
ANOVA
Source of Variation SS df MS F P-value F crit
Sample 113.9452 5 22.7890 174.8354  1.3450E-46 2.3092
Columns 2650.8823 7 378.6975  2905.3318 9,2907E-109 2.1065
Interactions 780.9863 35 22.3139 171.1901  2,3246E-72 1.5456
Within 12.5132 96 0.1303
Total 3558.3270 143
Sxbar 0.0737 Sxbar 0.0851
Ld (decision limit) 0.2211 Ld (decision limit) 0.2553
. . Polymers
Essential Oils PCL PCL* PLA PLA* GA GE CMC SA Average
LH 14.2243 9.3334 0 2.0453 9.4929 1.2085 0 3.6903 4.9977
AS - - - - 8.2003 0.7929 6.2666 3.6974 2.3696
MA 15.288 8.7972 0 0.3743 8.2666 0.6280 0 0 4.1692
CN 15.2012 8.1807 1.5334 2.2599 9.4953 0.6546 0.821 1.4666 4.9516
MP 15.5194 7.8577 0 2.2079 9.8655 0 1.66 0 4.6388
EG 13.5174 6.3219 0 1.1333 10.4626 0.6237 0.4199 1.8466 4.2907
Average 12.2917 6.7485 0.2556 1.3368 9.2951 0.6513 1.5279 1.7835
Interactions Interactions
PCL - PCL* 5.5432 0.2553  Significant LH - AS 2.6280 0.2211  Significant
PCL - PLA 12.0361 0.2553  Significant LH - MA 0.8284 0.2211  Significant
PCL - PLA* 10.9549 0.2553  Significant LH-CN 0.0461 0.2211 Not significant
PCL - GA 2.9967 0.2553  Significant LH - MP 4.6388 0.2211  Significant
PCL - GE 11.6404 0.2553  Significant LH - EG 0.7070 0.2211  Significant

PCL - CMC -13.8196 0.2553  Significant AS - MA -1.7996 0.2211  Significant



PCL - SA 10.5082 0.2553  Significant AS - CN -2.5819 0.2211  Significant
PLC* - PLA 6.4929 0.2553  Significant AS - MP -2.2691 0.2211  Significant
PLC* - PLA* 5.4117 0.2553  Significant AS - EG 4.2907 0.2211  Significant

PLC* - GA -2.5465 0.2553  Significant MA - CN -0.7823 0.2211  Significant

PLC* - GE 6.0972 0.2553  Significant MA - MP -0.4695 0.2211  Significant
PLC* - CMC 5.2206 0.2553  Significant MA - EG -0.1214 0.2211 Not significant

PLC* - SA 4.9650 0.2553  Significant CN -MP 0.3128 0.2211  Significant
PLA - PLA* -1.0812 0.2553  Significant CN-EG 0.6609 0.2211  Significant

PLA - GA -9.0395 0.2553  Significant MP - EG 0.3481 0.2211  Significant

PLA - GE -0.3957 0.2553  Significant
PLA -CMC -1.2724 0.2553  Significant

PLA - SA -1.5279 0.2553  Significant

PLA* - GA -7.9583 0.2553  Significant
PLA* - GE 0.6855 0.2553  Significant
PLA* - CMC -0.1911 0.2553 Not significant
PLA* - SA -0.4467 0.2553  Significant
GA-GE 8.6437 0.2553  Significant
GA -CMC 7.7671 0.2553  Significant

GA-SA 7.5115 0.2553  Significant

GE - CMC -0.8766 0.2553  Significant

GE - SA -1.1322 0.2553  Significant

CMC - SA -0.2556 0.2553  Significant

0.2553 Not significant
Interactions Polymer
PCL PCL* PLA PLA* GA GE CMC SA
LH-AS - - - - 1.2796 0.4156 -6.2666 -0.0072

AS-MA - - - - -0.0663 0.16493 6.2666 3.6974

MA-CN 0.0868 0.61643  -1.53337 -1.8857 -1.22863 -0.02663  -0.821 -1.4666

CN-MP -0.3182 0.32300 1.53337 0.05207 -0.37019 0.6546 -0.839 1.46663

MP-EG 2.0021 1.5358 0 1.07453 -0.59713 -0.6237  1.24007  -1.8466
EG-LH -0.70697  -3.01147 0 -0.91193 0.98269 -0.58483  0.41993  -1.8437
0.2211 Not significant
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Interacti Oil essential

nteractions LH AS MA CN MP EG
PCL-PCL* 4.89093 - 6.49083  7.02047 7.6617 719543
PCL*-PLA 9.3334 ; 89717  6.64737 785773  6.32193
PLA-PLA* -2.04527 ; 037427  -0.72657  -220787  -1.1333
PLA*-GA -7.43463 ; 789237  -7.2353 76576 -9.32927
GA-GE 82714 74074  7.6387 8.8407 9.86547  9.83893
GE-CMC 12085  -54737  0.62797  -0.1664 -1.66 0.20373
CMC-SA -3.69027  2.56917 0 -0.64563 1.66 -1.4267
SA-PCL 1053407 3.69743  -15288  -13.73457  -1551943  -11.67077
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Analise do Oleo Essencial por Cromatografia Gasosa

As andlises em GC foram realizadas num cromatdgrafo Hewlett Packard 6890 Series,
equipado com um processador de dados HP-Chemstation, utilizando-se uma coluna HP-
Innowax (30 m x 320 pm i.d.) 0,50 um espessura de filme (Hewlett Packard, Palo Alto, USA),
temperatura da coluna, 40°C (8 min) para 180°C a 3°C/min, 180-230°C a 20°C/min, 230°C (20
min); temperatura de injetor 250°C; split ratio 1:50, detector de ionizagdo de chama com
temperatura de 250°C; gés de arraste H> (34Kpa), volume injetado 1uL diluido em hexano
(1:10).

As andlises em GC/MS foram realizadas num cromatografo gasoso acoplado a detector
seletivo de massas Hewlett Packard 6890/MSD5973, equipado com software HP Chemstation
e espectroteca Wiley 275. Foi utilizada uma coluna capilar de silica fundida HP-Innowax (30
m x 250 pum) 0,50 pum espessura de filme (Hewlett Packard, Palo Alto, USA). O programa de
temperatura utilizado foi o mesmo usado no GC: interface 280°C; split ratio 1:100; gas de
arraste He (56 Kpa); razdo de fluxo: 1,0 mL/min.; energia de ionizagao 70 eV; volume injetado
1 uL diluido em hexano (1:10).

Os constituintes dos 6leos foram identificados por comparacdo de seus espectros de
massas com aqueles da biblioteca Wiley (GC/MS) e por comparacdo do indice de retencédo
linear pratico com dados da literatura (Nist). O indice de retencéo linear foi calculado através
da equacéo de Van den Dool e Krats, utilizando-se uma solu¢do padrao de hidrocarbonetos C8
a C25.
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Resultados de identificacdo e quantificacdo de compostos quimicos por Cromatografia
(GC/MS e GC/FID) - IR: indice de retencdo (min); - LTPRI: Indice de retencdo com
programacéo linear de temperatura calculado; - IRL lit.: indice de retencio linear da
literatura. a=alfa; g=gama; b=beta; p=para; d=delta

Composi¢ao quimica do 6leo essencial de Cymbopogon nardus

citronela

composto IR LTPRI  |IRLIit |Area (%)
limoneno 23,772 (1199,234 1199 2,09
citronelal 37,908 |1490,363| 1491 35,18
linalol 40,538 |1551,684| 1551 0,73
isopulegol 41,737 |1579,915( 1578 1,17
b-elemeno 42,528 | 1598,54| 1598 0,28
2.6-dimetil-2.6-octadieno | 45,329 |1668,219 ? 1,26
neral 46,288 [1692,105( 1692 0,19
germacreno-D 47,454 11722,278| 1726 1,03
1.5-cadinadieno 47,960 (1735,555 ? 0,23
geranial 48,251 |1743,191| 1744 0,35
d-cadineno 49,046 (1764,051| 1772 1,13
citronelol 49,377 |(1772,737| 1773 18,4
nerol 50,672 (1807,052| 1810 0,22
geraniol 52,421 (1855,234 1853 21,49
elemol 58,458 (2093,326( 2080 1,88
eugenol 60,233 |2190,659| 2186 1,48
a-cadinol 61,439 | 2255,55| 2230 1,37

CITRONELA, 11/04/2018
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Composi¢do quimica do 6leo essencial de Syzygium aromaticum

cravo
composto IR LTPRI  [IRLIit |Area (%)
b-cariofileno 43,019 |1610,685| 1604 9,09
a-cariofileno 45,907 (1682,615| 1685 1,56
d-cadineno 49,232 (1768,932 1772 0,11
calameneno 52,143 |1847,576] 1849 0,04
oxido de cariofileno 56,812 [2005,446| 2008 0,55
eugenol 60,331 |2196,044| 2186 88,09
chavicol 63,571 [2356,309| 2345 0,09

CRAVO, 11/04/2018

Intensity - .
300000{ E %
200000{
1000005 %
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Composi¢ao quimica do 6leo essencial de Mentha piperita
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horteld 1
composto IR LTPRI  |IRLIlit |Area (%)
a-pineno 13,963 |1018,912| 1022 0,69
b-pineno 18,608 |1105,035 1108 1,02
sabineno 19,462 |1120,613| 1120 0,27
mirceno 22,011 |1167,111( 1166 0,1
limoneno 23,786 |1199,489| 1199 2,26
1.8-cineol 24,189 (1207,228 1210 5,48
p-cimeno 27,686 (1274,634] 1270 0,08
3-octanol 33,602 (1395,297| 1400 0,18
isomentona 37,216 |1475,033( 1465 28,61
mentofurano 38,042 |1493,332( 1478 1,55
mentona 38,378 |1500,824 1486 4,04
b-bourboneno 39,494 |1527,101] 1510 0,27
acetato de mentila 41,355 (1570,921] 1561 4,81
b-cariofileno 42,761 [1604,259| 1604 3,46
neomentol 42,951 [1608,991 ? 3,34
dl-mentol 44,092 | 1637,41| 1631 0,61
I-mentol 44,640 |1651,059| 1652 37,94
a-cariofileno 45,952 (1683,736/ 1685 0,55
a-terpineol 46,808 [(1705,327] 1710 0,46
piperitona 48,212 (1742,167) 1949 0,81

HORTELA 1. 11/04/2018

Intensity
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Composi¢ao quimica do 6leo essencial de Mentha arvensis

hortela

composto IR LTPRI  |IRLIit  |Area (%)
a-pineno 13,962 (1018,894( 1022 0,1
canfeno 16,498 (1065,961| 1065 0,08
b-pineno 18,600 [1104,889| 1108 0,08
limoneno 23,763 | 1199,07[ 1199 0,21
isomentona 37,329 |1477,537] 1465 20,89
mentona 38,530 |1504,403| 1486 10,13
linalol 40,575 |1552,555[ 1551 0,59
acetato de mentila 41,459 (1573,369| 1561 3,97
cloveno 41,788 |(1581,116 ? 1,6
b-cariofileno 42,852 11606,526| 1604 5,93
dl-mentol 44,113 |1637,933| 1631 0,55
[-mentol 44,857 |1656,463| 1652 47,4
lavandulol 45,984 |1684,533| 1682 0,43
a-terpineol 46,849 |1706,403| 1710 0,91
piperitona 48,262 |1743,479| 1949 0,74

HORTELA. 11/04/2018

Intensity
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Composi¢ao quimica do 6leo essencial de Lavandula hybrida

lavandin

composto IR LTPRI  |IRLIit |Area (%)
a-pineno 13,955 (1018,764| 1022 0,45
canfeno 16,301 |1062,305| 1065 0,33
b-pineno 18,594 |1104,779( 1108 0,42
mirceno 22,009 |1167,074] 1166 0,28
limoneno 23,753 (1198,887[ 1199 0,5
1.8-cineol 24,142 (1206,322| 1210 4,71
p-cimeno 27,680 [1274,518| 1270 0,46
sulcatona 31,092 |1343,298| 1338 0,29
mentona 36,196 (1452,437| 1486 0,15
canfora 39,495 [1527,125| 1515 9,81
linalol 40,060 |1540,429| 1551 44,95
acetato de linalila 41,088 (1564,634| 1557 24,96
acetato de bornila 42,172 (1590,158 1591 1,68
b-cariofileno 42,947 (1608,892| 1604 3,17
I-mentol 44,464 |1646,675| 1652 0,27
a-cariofileno 45,875 (1681,818 1685 0,25
borneol 47,057 | 1711,86] 1715 3,21
acetato de nerila 47,871 | 1733,22( 1742 0,29
acetato de geranila 49,029 (1763,605| 1766 0,42

LAVANDIN, 11/04/2018

Intensity
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Composi¢ao quimica do 6leo essencial de Eucaliptus globulus

LRI
IR (min) FID Literatura Provéavel composto Area (%)

14,252 1020,349 1022 a-pineno 2,65
18,898 1106,428 1108 b-pineno 0,2
22,213 1166,965 1166 mirceno 0,56
22,290 1168,371 1166 mirceno 0,41
23,022 1181,738 1188 a-terpineno 0,12
24,101 1201,523 1199 limoneno 7,34
24,587 1210,893 1210 1.8-cineol 83,56
26,624 1250,164 1240 g-terpineno 0,8
27,988 1276,460 1270 p-cimeno 3,87
40,773 1552,153 1551 linalol 0,29

LRI = Indice de Retencéo Linear
a= alfa; b= beta; p= para; g= gama
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