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RESUMO

A microencapsulagdo é capaz de aumentar o tempo de vida util de compostos
volateis, presentes em produtos alimenticios e cosméticos. No presente trabalho séo
apresentados os resultados da microencapsulacédo do 6leo essencial de capim liméo
(Cymbopogom citratus) com poli(alcool vinilico) reticulado com glutaraldeido através da
técnica de coacervagao simples ou salting out. Foram avaliados quatro tipos de PVA
com diferentes massas molares e graus de hidrolise. Os resultados experimentais
mostraram que PVAs de elevado grau de hidrolise apresentam baixa ativacao
superficial, ndo estabilizando o 6leo essencial e ndo formando microcapsulas. A
distribuicdo de tamanho das microcapsulas apresentou estreitamento e deslocamento
para faixas de didmetro menores com o aumento da temperatura de reacdo, com a
diminui¢ao da fragdo volumétrica e com o aumento da taxa de agitagdo. A absorc¢ao de
agua, ou intumescimento, das microcapsulas foi diminuida com o aumento da razéo de
reticulacao utilizada. A adicdo de nitrogénio ao meio de reacdo foi avaliada e os
resultados indicaram que a taxa de reacgao foi maior. Foram testados um estabilizante,
poli(pirrolidona vinilica) e um surfactante, dodecil sulfato de sdédio, para evitar a
reticulagdo entre as microcapsulas. Somente o dodecil sulfato de sédio mostrou-se
eficiente. O o6leo essencial de capim limdo foi avaliado antes e apds ser
microencapsulado quanto a sua composicao e atividade antimicrobiana, avaliada por
concentragdo minima inibitéria. Nao foram observadas alteracbes que pudessem
comprometer a sua atividade antimicrobiana. A liberacdo do d&leo essencial
microencapsulado foi avaliada por hidrodestilacdo das microcapsulas e foi comparada a
hidrodestilagcdo do éleo essencial puro mostrando que o 6éleo encapsulado € liberado a
uma taxa menor. Por fim o glutaraldeido foi quantificado através de HPLC em funcéo do
tempo de reacdo, mostrando que sua maior parte € consumida na primeira hora de

reacao.

Palavras-chave: microencapsulagao, Poli(alcool vinilico), glutaraldeido, 6leo
essencial, capim liméo, coacervagao simples.
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ABSTRACT

Shelf life of volatile compounds in food and cosmetic products can be increased
by microencapsulation. This work presents the results of the lemongrass essential oll
(Cymbopogom citratus) microencapsulation with poly(vinyl alcohol) cross-linked with
glutaraldehyde through simple coacervation or salting out method. Four types of PVA
with different molecular weight and hydrolysis degree were evaluated. The experimental
results showed that highly hydrolised PVAs had low superficial activation, not stabilizing
the essential oil nor forming microcapsules. The microcapsules size distribution became
narrower and was displaced toward smaller sizes with the increase of the reaction
temperature, with the decrease of the volumetric fraction and with the increase in the
stirring rate. Microcapsules water absorption, or swelling, was decreased with the
increase in cross-linking ratio. Nitrogen feeding to reaction medium showed an increase
in reaction rate. A stabilizing agent (poly(vinyl pirrolidone)) and a surfactant (sodium
dodecil sulfate) were tested to avoid cross-linking between microcapsules. Only sodium
dodecil sulfate was efficient. Lemongrass essential oil was evaluated before and after
microencapsulation in respect to composition and minimum inhibitory concentration
(MIC). Changes that could compromise the antimicrobial activity were not observed. The
microencapsulated essential oil release was evaluated by microcapsules
hydrodistillation and was compared to pure essential oil hydrodistillation, showing that
encapsulated oil is released in a lower rate. Finally glutaraldehyde was quantified by
HPLC in relation to reaction time, showing that almost all glutaraldehyde was consumed
in the first hour.

Keywords: microencapsulation, poly(vinyl alcohol), glutaraldehyde, essential oil,
lemongrass, simple coacervation.
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1. INTRODUCAO

A microencapsulacao foi usada no passado para mascarar o gosto desagradavel
de determinados ingredientes e também converter simplesmente liquidos em sdlidos.
Gouin (2004) destaca que nos ultimos anos o conceito de liberagdo controlada do
ingrediente encapsulado no lugar certo e no tempo certo se tornou mais e mais
interessante. A liberacdo controlada dos ingredientes pode assegurar a dosagem
adequada e melhorar a eficacia de aditivos nos alimentos, ampliando a escala de
aplicacao.

Muitos agentes ativos presentes em cosméticos sdo compostos instaveis como
0s Oleos essenciais, como o 6leo essencial de capim limo. Estes 6leos podem reagir
com outros componentes da formulacéo, tornando-se irritantes para a pele, podendo
também volatilizar-se ou simplesmente oxidar-se. A microencapsulagcdo se torna uma
alternativa viavel para aumentar a estabilidade destes compostos e permitir sua
liberagao controlada.

A microencapsulagéo proporciona aos Oleos essenciais um grande numero de
beneficios para que sejam aplicados em produtos téxteis, agrotoxicos, produtos
farmacéuticos e cosméticos. O uso de 6leos essenciais na sua forma convencional
pode ser limitado nestas aplicagdes, devido a sua alta volatilidade, além disso, podem
ocorrer alteragbes nas suas propriedades, pelas condicbes do meio de aplicagdo. A
protecao proporcionada pela parede polimérica evita que durante o armazenamento
prolongado, ocorram alteragbes quimicas e organolépticas.

A tecnologia de liberagdo controlada representa uma das areas de fronteira da
ciéncia a qual envolve aproximagao cientifica multidisciplinar, como discute Majeti
(2000). Algumas fungbes das microcapsulas sdo citadas por Souza (2006), como a
protecdo de determinado composto ou material dos efeitos da radiagdo ultravioleta,
umidade ou do contato com oxigénio. Também as reagdes quimicas entre duas
espécies ativas podem ser evitadas pela separagao fisica oferecida pela parede
polimérica encapsulante. A microencapsulacao pode ainda modificar a cor, a forma, o

volume ou a fotossensibilidade da substancia encapsulada e mascarar odor e/ou sabor
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desagradavel de principios ativos. Nota-se nestes exemplos que a microencapsulagéao
envolve conceitos de diversas areas como a farmacéutica, a médica e de engenharia.

Os hidrogéis podem ser produzidos através da reticulagdo de polimeros
hidrofilicos com aldeidos como o glutaraldeido, podendo assim ser utilizados como
parede para as microcapsulas. Estes hidrogéis sdo capazes de absorver agua, porém
nao sao solubilizados, protegendo os compostos que estdo encapsulados. A técnica
mais empregada para produgao de microcapsulas de hidrogéis é a coacervagao, que
permite encapsular substancias hidrofébicas como os 6leos essenciais.

Dentro deste contexto este trabalho foi realizado com o intuito de produzir
microcapsulas que contivessem 6leo essencial de capim limao (Cymbopogom citratus),
por este apresentar propriedades antimicrobianas. Foi utilizado o poli(alcool vinilico)
como parede polimérica das microcapsulas e a formagao do hidrogel foi realizada pela
reticulagdo do mesmo com o glutaraldeido. O estudo foi realizado com énfase nas
caracteristicas morfolégicas das microcapsulas, na distribuicido de tamanho das
mesmas, no intumescimento do hidrogel e nas propriedades do oleo essencial apos a

microencapsulagao. O presente trabalho esta estruturado da seguinte forma:

(1) Objetivos;

(2) Reviséo bibliografica;
(3) Material e métodos;
(4
(5

(6) Sugestoes;

Resultados e discusséao;

Conclusoes;

(7) Referéncias bibliograficas;

)
)
)
)
)
)
)
)

(8) Anexos.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

O objetivo geral deste trabalho consiste na produgcédo de microcapsulas contendo
O0leo essencial de capim limdo (Cymbopogom citratus) de PVA reticulado com

glutaraldeido por coacervagao simples.

2.2. Objetivos especificos

» Determinar o tipo de PVA mais adequado a produg¢ao das microcapsulas;

» Estudar a influéncia da temperatura e da adigdo de nitrogénio na produgéo das
microcapsulas;

= Avaliar a distribuicdo de tamanho e a morfologia das microcapsulas em funcao da
fracdo volumétrica de 6leo essencial e da taxa de agitagéo;

» Avaliar o intumescimento do hidrogel de PVA reticulado com glutaraldeido das
microcapsulas em fungéo da razéo de reticulagao utilizada;

» Estudar a liberagao do 6leo essencial de capim limao;

= Avaliar a composi¢cédo do oleo essencial de capim limao puro e do 6leo essencial
microencapsulado;

= Avaliar a atividade antimicrobiana através de concentragdo minima inibitéria do
Oleo essencial de capim limao puro e do 6leo essencial microencapsulado;

» Determinar o consumo de glutaraldeido em fungao do tempo de reagéo.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Neste capitulo sera apresentada a revisao bibliografica que da embasamento
tedrico para o desenvolvimento do trabalho aqui apresentado. Inicialmente serao
apresentadas, de forma geral, as microcapsulas, aplicaveis tanto a farmacos quanto a
alimentos. Em seguida seréo discutidas as caracteristicas e propriedades do poli(alcool
vinilico) e dos hidrogéis. Logo seréo discutidos os fatores que influenciam a liberagao a
partir das microcapsulas e por fim serdo apresentadas as caracteristicas do 6leo

essencial de capim limao.

3.1. Microcapsulas

As microcapsulas sao empregadas em diferentes setores da industria,
desempenhando muitas fungdes. A protecédo proporcionada pela parede polimérica das
microcapsulas aumenta o tempo de vida util de um composto volatil, ou seja, o tempo
de prateleira de muitos produtos alimenticios e cosméticos é ampliado. A
microencapsulacéo € de grande interesse para a industria de alimentos pois aumenta a
estabilidade de dleos, flavorizantes, vitaminas, etc. Gouin (2004) relata que a industria
de alimentos espera aumentar as propriedades dos ingredientes dos alimentos e tais
propriedades podem na maioria das vezes somente serem obtidas com material
microencapsulado.

Basicamente, as microcapsulas sao formadas por um nucleo liquido, ou sdlido,
contendo o ingrediente ativo e uma parede polimérica que confina o ingrediente ativo,
controla sua liberagao e protege o material de efeitos nocivos. Um exemplo de estrutura

de microcapsula se encontra na Figura 1.
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Ntcleo

Parede polimérica

Figura 1. Estrutura de uma microcapsula.

A selecao da técnica de producido das microcapsulas bem como a definicdo do
material formador da parede ou casca depende da fungdo que as microcapsulas
deverao desempenhar, do tamanho desejado, do meio de liberagdo e do material a ser
encapsulado. Ré (1998), Cardoso (2000) e Alvim (2005) relatam que os procedimentos
para obtencdo das microcapsulas podem ser divididos nos grupos basicos

apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Procedimentos para obteng&o de microcapsulas (Ré (1998), Cardoso (2000) e Alvim (2005)).

Fisico-quimicos Quimicos Fisicos
- Coacervacao simples N : « -
¢ P - Polimerizagéao interfacial - “Spray drying
ou complexa
- Separacgao por fase ~ « -
-paragao p - Inclusdo molecular - “Spray coating
organica
- Envolvimento « Al
- “Spray chilling

lipossémico
- Leito fluidizado

- Extrusao

- Centrifugagao com
multiplos orificios

- Co-cristalizagao

- Liofilizacao

De acordo com Nelson (2002), que trata da microencapsulagao voltada para a

industria téxtil, o0 maior interesse na microencapsulagao para este setor esta atualmente
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voltado para a aplicagao de fragrancias duraveis e hidratantes para pele em tecidos.
Outras aplicagbes incluem repelentes de inseto, tinturas, vitaminas, agentes
antimicrobianos e aplicagcbes médicas, tais como antibiéticos, hormbnios e outras
drogas.

As técnicas de microencapsulagdo e aplicacbes destas microcapsulas na
industria de alimentos s&o discutidas por Gouin (2004). De acordo com o autor, a
tecnologia de leito fluidizado € uma maneira muito eficiente de aplicar uma camada
uniforme de material encapsulador em particulas soélidas, sendo possivel eficientemente
processar particulas de 100 mm a alguns milimetros. A microencapsulagao por extrusao
€ usada quase exclusivamente para o encapsulamento de flavorizantes e 6leos volateis
e instaveis em matrizes de carboidrato. Um dos inconvenientes desta tecnologia é a
formacgao de grandes particulas que limitam o uso de flavorizantes em aplicagdes onde
o paladar é um fator crucial. O “spray cooling/chilling” é a tecnologia menos cara de
encapsulamento e é usado rotineiramente para o encapsulamento de varios sais
organicos, inorganicos bem como para os ingredientes texturais, as enzimas, os
flavorizantes e outros ingredientes funcionais para melhorar a estabilidade ao calor,
retardar a liberagdo em ambientes umidos, e/ou o converter ingredientes hidrofilicos
liquidos em pods (solidos). A tecnologia de “spray drying” € bem estabelecida, barata e
direta, porém uma limitagdo dessa tecnologia é o numero limitado dos materiais para
encapsulagao disponiveis. Quase todos os processos de spray drying na industria de
alimentos sao realizados com formulagdes aquosas, logo o material da parede deve ser
soluvel em agua, em um nivel aceitavel.

A coacervacao é usada tipicamente para encapsular oleos, 6leos essenciais e
flavorizantes. O conceito da microencapsulagao por coacervagao (simples ou complexa)
€ a separacao das fases de um ou de muitos hidrocoldides da solugao inicial e da
deposigao subsequente da fase recentemente formada em torno do ingrediente ativo
suspenso ou emulsionado no meio da reacdo. Apds este processo podem ser
adicionados agentes reticulantes, formando o que é chamado de hidrogel. O poli(alcool
vinilico) (PVA) € um polimero hidrofilico que pode ser utilizado como material de parede
polimérica para em microcapsulas. O PVA deve ser reticulado para que possa ser

utilizado em uma variedade de aplicagcbes, especificamente nas areas de ciéncias
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meédicas e farmacéuticas. A parede polimérica reticulada proporciona a protecdo do
material contido no nucleo das microcapsulas. A reticulagcdo € uma forma de evitar a
rapida dissolu¢ao dos polimeros soluveis em agua. Caso n&o houvesse a reticulagao no
grau apropriado, as microcapsulas tenderiam a redissolver em &agua quando as
condigdes de coacervagao fossem revertidas (diminuicdo da temperatura ou da
concentragdo salina do meio). Nos topicos seguintes serdo abordados mais

amplamente os temas de coacervagao e de producdo de hidrogéis.

3.2. Coacervacao simples ou “salting out”

De acordo com a definigdo da IUPAC (“IUPAC Compendium of Chemical
Terminology, eletronic version”), a coacervagao € a separagao de duas fases liquidas
em sistemas coloidais. A fase mais concentrada no componente coloidal é o
coacervado, e a outra fase € a solugao de equilibrio.

Para que a separagao de fases ocorra um eletrélito, como o sulfato de sédio, é
adicionado a solugao coloidal. Em geral, um aumento na concentragdo do eletrolito
diminui a solubilidade das cadeias poliméricas na fase aquosa devido ao efeito “salting
out”. Como resultado, unidades de repeticdo da mesma cadeia polimérica comegam a
interagir com as unidades de repeticdo mais proximas (da mesma cadeia), seguidos
pela associacdo com cadeias vizinhas (formacédo de agregados). Na temperatura de
separacdo de fases as cadeias poliméricas interagem através de forcas de atracéo
intensas e no caso da microencapsulagao, os agregados poliméricos formados
depositam-se ao redor das gotas da fase hidrofébica dispersa, formando assim um filme
protetor. A coacervagao pode ocorrer quando toda solugdo de eletrdlito é inicialmente
adicionada e entdo a temperatura € gradualmente elevada atingindo entdo o ponto de
turvamento (“cloud point”), ou mantendo-se a temperatura fixa e adicionando
gradualmente a solugao de eletrdlito (Bachtsi e Kiparissides, 1996). Este processo pode

ser observado na Figura 2, onde é apresentado um esquema dos estagios da



Revisao Bibliografica 8

coacervagao simples seguida da reticulagdo do polimero formador da parede

polimérica.
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Figura 2. Estagios da coacervagao simples ou salting out: (A) dispersao da fase hidrofoébica na solugéao
polimérica, (B) separagao de fases do polimero, (C) formagéo da parede das microcapsulas e (D)
enrijecimento da parede através de reticulagao (Souza, 2006).

Na Figura 2 (A) é representado o estagio inicial do processo onde somente existe
a dispersdo da fase hidrofébica na solugao polimérica. O estagio (B) mostra a
separacdo de fase do polimero na solugcdo aquosa, onde para determinada
concentragao de eletrdlito, foi atingida a temperatura de separacéo de fases e o estagio
(C) a formacédo da parede ao redor das gotas pela deposicdo dos agregados
poliméricos na superficie do material hidrofébico. O passo (D) representa o
enrijecimento da parede polimérica com compostos capazes de formar ligagdes
cruzadas com o polimero.

Ja a coacervagao complexa, de acordo com Ducel et al. (2004), é o processo de
separagao de fases baseada na desolvatagao simultdnea de polieletrdlitos carregados
opostamente induzida por modificacbes no meio. Esta separagcdo de fases &
dependente do pH, for¢a ibnica do meio e concentracédo do poli-ion. A gelatina é
largamente utilizada na coacervacdo complexa associada a polissacarideos que
neutralizam suas cargas e assim formam um complexo. Normalmente a gelatina é
positivamente carregada e a coacervagao € induzida por coldides anibnicos como

pectina, alginato, goma arabica e carboxi metil celulose.
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A producdo de microparticulas coacervadas €& pouco aplicavel no caso da
encapsulagdo de compostos hidrossoluveis, pois esses ficam dissolvidos na solugao
polimérica, ndo criando condi¢bes para a adsor¢do dos polimeros. Sendo assim, o
nucleo fica fracamente retido na matriz sendo rapidamente liberado da capsula (Schmitt
et al., 1998).

A eficiéncia da microencapsulagdo por coacervagdo estd associada as
caracteristicas dos polimeros envolvidos, do complexo formado e do nucleo a ser
encapsulado. Tensao superficial do sistema, capacidade de adsor¢ao dos polimeros ao
nucleo disperso, polaridade do nucleo, viscoelasticidade do complexo, sao
propriedades de grande importancia para a correta formagdo da parede e,
consequentemente, interferem na eficiéncia de retengdo do material. Em geral,
compostos liquidos ou particulados de carater hidrofébico ou particulas sélidas de baixa
solubilidade em agua, sédo facilmente encapsulados por esse processo (Schmitt et al.,
1998; Kruif et al., 2004).

A seguir serdo apresentadas as propriedades e caracteristicas do PVA, material

empregado neste trabalho como parede das microcapsulas.

3.3. Poli(alcool vinilico) - PVA

O PVA foi obtido pela primeira vez em 1924, por Herrman e Haehnel, pela
hidrélise do poli(acetato de vinila), que é a forma de obtengdo comercial utilizada até
hoje (Marten, 1985). O poli(alcool vinilico) é preparado pela hidrélise do poli(acetato de
vinila) pois 0 mondémero alcool vinilico somente existe na sua forma tautomérica, como
acetaldeido. Embora a hidrolise deva ser realizada em condi¢gdes acidas, condigdes
alcalinas na presenga de um alcool sédo preferidas. (Sandler et al., 1998). A hidrdlise do

poli(acetato de vinila) (PVAc) é representada pela Equagao 1.

—(CH,CH[OCOCH,]), - + NnCH,OH — —(CH,CH[OH]),- + nCH,OCOCH,

Equacédo 1
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O acetato de metila € um co-produto do processo. Em processos industriais, este
produto é isolado por destilagdo como um azeotropo acetato de metil-metanol (Sandler
et al., 1998). A reacdo de hidrolise ndo € completa, resultando em polimeros com certo
grau de hidrélise que depende da extensdo da reagdo e assim o PVA é sempre um
copolimero de PVA e PVAc. O PVA possui uma estrutura quimica relativamente simples

com um grupo hidroxil pendente como apresentado na Figura 3.

CH;— CH——-CHs— CH——
| | CH,— CH
OH |
n OH
"

8]

I

C=0
I

CH;

4 m
(a) PVA parcialmente hidrolisado (b) PVA completamente hidrolisado
Figura 3. Estrutura quimica do PVA parcialmente e completamente hidrolisado (DeMerlis e Schoneker,

2003).

O grau de hidrdlise e a massa molar sao responsaveis por algumas
caracteristicas fisico-quimicas importantes do PVA. De acordo com Hassan e Peppas
(2000), o grau de hidrolise, ou a quantidade de grupos acetato no polimero, tem um
efeito global nas suas propriedades quimicas, solubilidade e cristalizagdo. Por exemplo,
os graus de hidrdlise e polimerizagao afetam a solubilidade do PVA em &agua. Para
graus de hidrolise elevados a solubilidade do PVA aumenta com o aumento da
temperatura. Os grupos hidrofobicos residuais (acetato) afetam as pontes de hidrogénio
intra e intermoleculares dos grupos hidroxil e também afetam a habilidade de
cristalizacdo do PVA. Faixas de hidrélise mais elevadas do PVA dificultam a sua
cristalizacdo bem como sua solubilizagdo em agua. PVAs de alto grau de hidrolise
incham facilmente pela absor¢do de agua porém nao sao dissolvidos. Takahashi,
Honda e Ryocichi (2000) avaliaram o intumescimento de comprimidos de PVA, com
grau de hidrolise entre 96 e 97,5 %, e obtiveram uma expansao de 500% a 37°C.

O PVA possui excelentes propriedades adesivas, de formacado de filme e de
emulsificagdo e também é resistente a 6leos, graxas e solventes. O PVA é um material
atatico, ou seja, possui distribuicdo aleatéria de suas unidades de repeticdo, porém

exibe cristalinidade, suas cadeias formam regides ordenadas tridimensionalmente,
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denominadas de cristalitos. Possui elevada forca elastica e flexibilidade e funciona
como uma excelente barreira @ permeacado de aromas e oxigénio. Contudo estas
propriedades sao dependentes da umidade. A agua age como um plastificante
reduzindo sua forga elastica (Marten, 1985).

O PVA é utilizado na industria téxtil como agente de finalizagdo e também pode
ser incorporado na fabricagdo de vestimentas protetoras, sacos de lavanderia para os
hospitais, esponjas, assim como em produtos de higiene. Também € largamente usado
na fabricacdo de produtos de papel, sendo aplicado como agente de recobrimento
fornecendo rigidez e sendo util no selamento de caixas de papeldo, por exemplo. O
PVA é usado como espessante para tintas latex, colas brancas ou em outras misturas
como cimentos baseados em gesso, como os usados para ladrilhos ceradmicos
(DeMerlis e Schoneker, 2003).

Varios trabalhos abordam a polimerizagdo em suspenséo utilizando o PVA como
estabilizante. Zerfa e Brooks (1996.a, b) estudaram a polimerizagéo do cloreto de vinila,
utiizando PVA e agua como fase continua, com diferentes concentragbes da fase
dispersa e condi¢cbes de agitacdo. Chatzi e Kiparissides (1992) utilizaram PVA na
concentragao de 0,1 g/l como estabilizante na polimerizagao do estireno em suspensao.
Konno et al. (1982) avaliaram os efeitos da concentracédo de PVA na distribuicdo de
tamanho das particulas de poliestireno produzido em suspensao.

DeMerlis e Schoneker (2003) apresentaram uma revisao sobre a toxicidade do
PVA em aplicagcbes meédicas e farmacéuticas onde as informagdes disponiveis na
literatura cientifica foram avaliadas criticamente e concluiram que o PVA administrado
oralmente é seguro além de ser conveniente no uso como revestimento para
suplementos dietéticos e produtos farmacéuticos em forma de comprimidos e capsulas.
Em geral as aplicagbes do PVA na microencapsulagao, sistemas de liberagéo
controlada, membranas de pervaporagao e aplicagdes biomédicas exigem que o PVA
nao seja soluvel em agua, protegendo desta forma os compostos encapsulados ou
incorporados. A absorcao de agua do PVA pode ser modificada através da formagao de
ligacdes cruzadas, produzindo assim um hidrogel. Estas aplicagbes serdo citadas no
item a seguir que trata de hidrogéis. Porém, alguns trabalhos utilizam o PVA sem

reticulagcao. Morita, Honda e Takahashi (2000) desenvolveram um sistema de liberagao



Revisao Bibliografica 12

constituido de um nucleo em forma de comprimido contendo PVA e um agente de
controle de intumescimento com um revestimento de material poroso para liberagéo do
difumarato de emedastina. Rodrigues (1999) realizou a microencapsulagdo de

rifampicina com sistema polimérico quitosana-PVA.

3.4. Hidrogéis

Certos materiais, quando em presenga de agua, sao capazes de inchar
rapidamente e reter grandes volumes de agua nas suas estruturas. Estes materiais nao
se dissolvem na agua e mantém sua estrutura tridimensional. Tais estruturas de géis
aquosos sao chamadas hidrogéis. O termo hidrogel implica na situagdo em que material
ja esta inchado na agua. O hidrogel seco é chamado xerogel ou gel seco. Hennink e
Nostrum (2001) descreveram e discutiram técnicas de preparacao de hidrogéis, fisicos

e quimicos, que sao apresentados na Tabela 2.

Tabela 2. Técnicas de preparacao de hidrogéis poliméricos (Hennink e Nostrum, 2001).

Processo Quimico Processo Fisico
- Polimerizagao radicalar - Interacdes idnicas
- Reagao quimica com grupos
complementares (aldeidos; adi¢ao; - Cristalizagao em sistemas homopoliméricos
condensagao)

- Aplicacéo de elevada energia de

. - - Interagdes protéicas
irradiagao

- A partir de copolimeros de bloco e

- Enzimas
enxertados.

- Pontes de hidrogénio

Nos géis reticulados quimicamente, ligagbes covalentes estdo presentes entre

diferentes cadeias poliméricas. Nos géis fisicamente reticulados, a dissolugao é
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prevenida por interacdes fisicas, que existem entre diferentes cadeias poliméricas
(Hennink e Nostrum, 2001).

Os hidrogéis podem ser usados como carreadores de farmacos (microcapsulas)
que podem interagir com a mucosa do trato gastrintestinal, célon, vagina, nariz e outras
partes do corpo prolongando seu tempo de residéncia para liberagdo. De acordo com
Peppas et al. (2000), a interacdo entre os hidrogéis e as glicoproteinas da mucosa
provavelmente ocorre principalmente via pontes de hidrogénio. Portanto, materiais
contendo uma densidade alta de grupos carboxilicos e hidroxilicos parecem ser
promissores para este tipo de aplicagdo. Micromatrizes de liberagdo prolongada,
baseadas em polimeros hidrofilicos, sdo de potencial interesse como forma de
dosagem para medicamentos geriatricos e pediatricos (Gander, et al., 1989).

A utilizacdo de hidrogéis em fase homogénea em produtos cosméticos € antiga,
e conta com literatura vasta sobre seu uso em formulagbes como estabilizantes,
texturizantes e excipientes. Porém, a sua utilizacdo em fase heterogénea na
encapsulagcdo de agentes ativos para uso cosmético é relativamente recente, e
segundo Oliveira (2004) a literatura sobre o assunto ainda é escassa.

O hidrogel de PVA é um exemplo de material ndo biodegradavel que é produzido
através de reacgbes de reticulagdo com glutaraldeido, por exemplo, ou com outros
dialdeidos. Alguns agentes comuns de ligagdes cruzada utilizados na preparagdo de
hidrogéis incluem: glutaraldeido, acetaldeido, formaldeido e outros monoaldeidos. A
estrutura quimica do glutaraldeido esta representada na Figura 4. Segundo Bachtsi e
Kiparissides (1996), quando estes agentes de ligagdo cruzada (ou de reticulacdo) sao
utilizados na presenca de acido sulfurico, acido acético e metanol, pontes de acetal se

formam entre os grupos hidroxil pendentes das cadeias de PVA.

Figura 4. Estrutura quimica do glutaraldeido .
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A reagao de reticulaggo do PVA com glutaraldeido esta representada na

Figura 5.
ZOH -0H
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Figura 5. Reticulagdo do PVA com glutaraldeido (adaptado de Praptowidodo, 2005).

Varios estudos envolvendo estruturas de PVA e ou outros polimeros reticulados
com glutaraldeido estao disponiveis na literatura sendo que alguns sdo apresentados a
seguir. Peppas e Wright (1996) estudaram a difusdo da teofilina, vitamina B12 e
mioglobina através de membranas de PVA e Poli(acido acrilico) reticuladas com
glutaraldeido. Bachtsi e Kiparissides (1996) avaliaram a liberagdo controlada do dleo
Santosol a partir de microcapsulas de PVA também reticulado com glutaraldeido.
Bachtsi, Boutris e Kiparissides (1996) estudaram as caracteristicas de distribuicao de
tamanho e morfologia de microcapsulas de 6leo de silicone produzidas com diferentes
tipos de PVA. Kim e Lee (1992) utilizaram um método de preparacado de esferas
grandes de poli(acetato de vinila) produzido em suspensao, onde uma dupla camada de
revestimento era adicionada as esferas, sendo a primeira de PVA altamente reticulado
e a segunda de PVA pouco reticulado com glutaraldeido. Neste trabalho foram
estudadas como drogas modelo de liberagédo o acetominofeno e a proxifilina. Hassan e
Peppas (2000) e Paradossi et al. (2003) estudaram aplicagdes biomédicas para o
hidrogel de PVA.
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Praptowidodo (2005) estudou a separagdo de solugbes etanol-agua em
membranas de PVA modificadas por meio de ligagdes cruzada com glutaraldeido. A
autora observou que a reticulagdo com glutaraldeido diminui a hidrofilicidade do PVA e
o fluxo através da membrana, pois existem espacos livres menores entres as cadeias
poliméricas. Varshosaz e Koopaie (2006) produziram filmes de PVA reticulado com
glutaraldeido e prolongaram a difusdo de teofilina. Segundo os autores isto ocorreu
devido a redugcdo do tamanho da malha molecular do hidrogel proporcionada pela
reticulacao. A baixa absorgdo de agua pelo hidrogel foi relacionada com as ligagdes
cruzadas que impedem a mobilidade das cadeias de polimero, assim diminuindo a
quantidade de agua absorvida pelo polimero (Peppas e Wright, 1996). Quando o
equilibrio de absor¢cdo é atingido, a quantidade de agua incorporada a estrutura
tridimensional do hidrogel pode ser obtida gravimetricamente e calculada.

Os hidrogéis também podem ser preparados a partir de polimeros naturais,
alguns exemplos utilizados para liberagcdo controlada s&o: quitosana, alginato,
colageno, gelatina, acido hialurdénico e dextra. Embora os hidrogéis feitos de polimeros
naturais nao apresentem propriedades mecanicas adequadas e possam conter
patdgenos, eles oferecem varias propriedades vantajosas tal como biocompatibilidade
inerente e biodegradabilidade. Os hidrogéis sintéticos, por outro lado, ndo possuem
estas propriedades, porém polimeros sintéticos normalmente possuem estruturas bem
definidas que podem ser modificadas para a obtencdo de caracteristicas de

degradabilidade e funcionalidade (Lin e Metters, 2006).

3.5. Fatores importantes na obten¢édo de microcapsulas

A distribuicdo de tamanho das microcapsulas é um fator importante no
desempenho e no controle na liberacdo e também na protegcdo do ativo encapsulado.
Quanto maior a area superficial das microcapsulas, ou seja quanto menores forem seus
didmetros, mais rapidamente o ativo sera liberado. O tamanho das microcapsulas no

processo de coacervagao simples pode ser controlado através da taxa de agitagao
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mantida durante o processo, pela viscosidade e fracdo volumétrica de material
encapsulado e pelas caracteristicas do material formador da parede polimérica das
microcapsulas.

Bachtsi, Boutris e Kiparissides (1996) realizaram um estudo bastante completo
da distribuicdo de tamanho de microcapsulas de PVA. Foram avaliados os fatores: taxa
de agitacao, viscosidade e fracdo volumétrica da fase interna, tipo de PVA e proporg¢éao
massica entre PVA e sulfato de sédio. Os autores observaram que, com o aumento da
taxa de agitagéo, a distribuicdo de tamanho se desloca para diametros menores devido
a associagao da energia cinética turbulenta com o aumento no processo de quebra de
gotas. Quanto as caracteristicas da fase hidrofébica, os autores observaram que a
distribuicdo de tamanhos se torna mais estreita e diametros menores séo obtidos com a
diminuicado da fragao volumétrica e da viscosidade da fase dispersa. Para o tipo de PVA
empregado, observaram que com o aumento da quantidade de grupos acetato
(diminuigdo do grau de hidrélise) a resisténcia ao quebramento das gotas diminui
permitindo que os didmetros obtidos fossem menores. Hsieh, Chang e Gao (2006)
observaram experimentalmente que com o aumento da taxa de agitagdo microcapsulas
contendo 6leo de citronela com didmetros menores eram produzidos podendo aumentar
assim a velocidade de liberacéao.

A reticulacédo também é um fator de grande importédncia nas microcapsulas
produzidas com PVA pois influencia a absor¢cdo de agua do hidrogel e
consequentemente a difusdo dos compostos através dos espagos da rede polimérica,
ou seja, afeta tanto a liberagdo do material encapsulado quanto a sua protecdo. Maji et
al. (2007) concluiram que com o aumento da concentragdao de glutaraldeido as
microcapsulas de gelatina reduziram significativamente a liberagcdo do oleo de
Zanthoxylum limonella. Bachtsi e Kiparissides (1996) observaram que o coeficiente de
permeabilidade das microcapsulas diminui com o aumento da quantidade de
glutaraldeido empregado na reticulagédo do PVA, ou seja, a protecéo e a resisténcia ao
transporte do material encapsulado aumenta. A espessura da parede polimérica,
formada por PVA, também apresentou influéncia no coeficiente de permeabilidade,
sendo esta dependente da quantidade de eletrdlito indutor de separagéo de fase do

PVA. O sulfato de sédio além de indutor de separacdo de fases foi utilizado como
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inibidor do intumescimento das microcapsulas. Quando a forga ibnica do meio foi
aumentada observou-se novamente a diminuicdo do coeficiente de permeabilidade,
bem como a diminui¢cdo do intumescimento. Gohel e Amin (1999) e Chang et al. (2006)
também avaliaram a liberagdo de compostos em fungdo da reticulagdo com

glutaraldeido e obtiveram resultados similares.

3.6. Oleo essencial de capim lim&o

Oleos essenciais e seus componentes vém ganhando espaco e o interesse nas
suas varias aplicagdes como produtos farmacéuticos, cosméticos, alimenticios, etc. Isto
se deve a condicdo de seguranga que apresentam por serem produtos naturais e
possuirem larga aceitagdo por consumidores. Os O6leos essenciais apresentam
propriedades importantes como atividades antioxidante, antimicrobiana e antifungica
(Sachetti et al., 2005).

Entre as espécies reconhecidas como produtoras de 6leo essencial anti-séptico
presentes no ecossistema brasileiro, destacam-se alfavacdo (Ocimum gratissimum L.),
capim-limao (Cymbopogon citratus (DC) Stapf.) e salvia (Salvia officinalis L.). O dleo
essencial de capim lim&o é constituido por mirceno, neral, geranial e outros compostos
volateis, sendo utilizado contra gripes, disenteria, dores de cabeg¢a e também como
calmante e antiespasmadico; além disso, possui atividade antimicrobiana (Pereira et al.,
2004).

O capim limao ou Lemongrass (Cymbopogom citratus), apresentado na Figura 6,
€ conhecido popularmente como erva-cidreira, capim-cidreira, capim-cheiroso, capim-
cidrilho ou capim-santo e é uma planta herbacea, aromaética, perene, originaria da india,

de clima tropical, da familia Gramineae (Poaceae).
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Figura 6. Planta de Cymbopogom citratus

A atividade antimicrobiana do 6leo essencial de capim limao foi avaliada por
Onawunmi, Yisak, e Ogunlana (1984) que observaram, dentre seus trés principais
componentes, que o a-citral (geranial) e o R-citral (neral) apresentaram acao
antimicrobiana isoladamente em organismos gram-negativos e gram-positivos. O
terceiro componente, mirceno, ndo mostrou atividade observavel quando isolado, no
entanto quando misturado com qualquer um dos outros dois componentes identificados
(geranial ou neral) foi observada uma atividade maior.

Sacchetti et al. (2005) compararam a atividade antioxidante e propriedades
antimicrobianas de onze oOleos essenciais com algumas peculiaridades, relacionado a
composicdo quimica dos mesmos. Os autores utilizaram o éleo de Thymus vulgaris
como referéncia. Os 6leos essenciais que reduziram notavelmente os radicais livres de
DPPH na andlise de atividade anti-radicais livres foram C. odorata, C. citratus, R.
officinalis e C. longa. Os resultados para a andlise de difusdo em disco para atividade
antimicrobiana mostraram que os 6leos de C. citratus e T. x citriodorus mostraram
eficacia muito boa até mesmo melhor que do dleo referéncia, T. vulgaris. Segundo os
autores, o geraniol e isbmeros de citral provavelmente devem explicar tal eficacia.

Como discutido anteriormente, 6leos essenciais sdo volateis além de poderem
ser oxidados. Desta forma a microencapsulagao torna-se uma importante alternativa de
estabilizacdo destes dleos e também permite agregar valor aos produtos onde sao
inseridos, aumentando sua eficacia e prolongando sua agéo. A estabilidade do

material encapsulado apds o processo de microencapsulagdo é muito importante.
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Ramos (2006) comprovou a eficacia terapéutica das microcapsulas de goma arabica
produzidas por spray drying que continham a fragao volatil do 6leo de copaiba, o qual
possui como principal composto o B-cariofileno, responsavel pela atividade
antiinflamatoria do mesmo. O autor demonstrou que o efeito inibitério da fragdo volatil

do oleo de copaiba ndo encapsulado era a mesma da fragdo encapsulada.
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4. MATERIAL E METODOS

Neste capitulo estdo apresentados os reagentes que foram utilizados bem como
os procedimentos adotados para os experimentos de microencapsulagao e analises de
caracterizagao das microcapsulas, da parede polimérica (hidrogel de PVA) e do dleo

essencial.

4.1. Reagentes

Os PVAs utilizados neste trabalho foram adquiridos da Polysciences, Inc. A

Tabela 3 apresenta os valores de grau de hidrélise e massa molar destes PVAs.

Tabela 3. Tipos de PVA avaliados na microencapsulagao.

M., [Da] Grau de Hidrdlise [Yom]
78.000 99,7
78.000 88
25.000 98
6.000 80

O Oleo essencial de capim limdo (Lemongrass), produzido através de
hidrodestilacdo, foi adquirido da empresa Ferquima e suas caracteristicas estao
apresentadas no capitulo 9 (Anexos). O hidroxido de sédio p.a. utilizado para ajuste do
pH das amostras e o dodecil sulfato de sodio (SDS) com 99% de pureza foram
fornecidos pela Vetec. O acido sulfurico p.a. utilizado como catalisador da reticulacao
do PVA com o glutaraldeido foi fornecido pela Ecibra. A poli(pirrolidona vinilica) (PVP)
de K30 com M, igual a 40.000 Da foi fornecida pela Sigma-Aldrich. Os demais
reagentes utilizados foram fornecidos pela Nuclear, sendo: acido acético glacial p.a.,

etanol p.a., metanol p.a., solugédo de glutaraldeido (25%) e sulfato de sédio anidro p.a..



Material e Métodos 21

Nitrogénio fornecido pela White Martins foi utilizado em alguns experimentos para

eliminar o oxigénio do meio reacional.

4.2. Determinacéo do ponto de turvamento

Para determinagao do ponto de turvamento, onde ocorre a separagao de fase do
PVA, foram preparadas solu¢gdes aquosas com os tipos de PVA apresentados na
Tabela 3, na concentracdo de 2%y, € uma solugdo aquosa de sulfato de sédio anidro
(NaxS0O4) na concentragéo de 20%,,. Em seguida foram colocados 15 ml de solugdo de
PVA em diferentes tubos de ensaio que foram levados a um banho termocriostatico
(Microquimica MQBTC) com temperatura igual a 5°C. Em seguida a solugdo de Na;SO4
foi adicionada aos tubos de ensaio em volumes predeterminados de acordo com a
proporcdo massica entre PVA:Na,SO, utilizada no teste (1:1, 1:2 ou 1:3). Apds a
homogeneizacao das misturas, a temperatura do banho termocriostatico foi aumentada
a uma taxa de 1°C/min e foi observado o comportamento do PVA a cada 5 °C, até que
a mistura deixasse de apresentar transparéncia e se tornasse opaca. Este

comportamento das solugdes foi avaliado visualmente.

4.3. Producgédo das microcépsulas de PVA reticulado contendo 6leo essencial de capim
lim&o

Para produgao das microcapsulas foram colocados 600 ml de solugdo aquosa de
PVA 2%, em um reator de borosilicato (FGG) encamisado de 1000 ml. Foi adicionado
continuamente nitrogénio para remogao do oxigénio do meio reacional em alguns
experimentos. Em seguida foi adicionado o 6leo essencial de capim limao (em fragdes
volumétricas de 3,4%., ou 7,4%,,) € a mistura foi mantida a 10°C e com taxa de

agitagao igual a 500 rpm, 700 rpm ou 900 rpm por 20 minutos. Entdo foi adicionada a
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solugéo de NaSO4 20%,n, sendo a proporgcao massica entre PVA e Na,SO, utilizada
de acordo com a menor temperatura onde foi observado o ponto de turvamento. A
temperatura entdo foi aumentada em 1°C/min até que o valor desejado para a
reticulagdo fosse atingido (45°C ou 50°C) As temperaturas de reticulagdo utilizadas
foram necessariamente maiores que a temperatura de turvamento, ou separacédo de
fases. Apds o sistema atingir a temperatura de reagido, a solugdo de reticulagao,
composta por 0,17%., de HSOy4, 16,7%. de metanol, 5%, de acido acético glacial e
solugao de glutaraldeido 25% foi adicionada. A quantidade de solugao de glutaraldeido
25% adicionada foi calculada de acordo com a razdo de reticulagdo (X) descrita por

Peppas e Wright (1996) que é apresentada na Equagéao 2.

3 moles de GA
moles hidrolisaveis de PVA por cadeia

Equacgao 2

Os experimentos de microencapsulacao realizados sdo apresentados na Tabela
4, que mostra as condigdes experimentais empregadas. O procedimento de
microencapsulacdo bem como as concentracdes de PVA, fracdo volumétrica de dleo
essencial e tempo de reagdo com do PVA com o glutaraldeido utilizados nos
experimentos foram baseados principalmente nos trabalhos de Bachtsi, Boutris e
Kiparissides (1996) e Bachtsi e Kiparissides (1996). Nas rea¢cdes R11, R12 e R13 foram
utilizados PVP ou SDS para avaliagao da estabilidade das microcapsulas e estes foram
adicionados 30 minutos apos a adi¢do do glutaraldeido. As concentragbes de PVP e
SDS foram utilizadas com base nos trabalhos de Gongalves (2006) e Machado (2000)
respectivamente. A mistura foi mantida por até 24 h. Ao final da reacdo o pH foi
ajustado para aproximadamente 7,0 com solugao 0,5 N de NaOH e as microcapsulas

foram armazenadas sob refrigeragao.
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Tabela 4. Condi¢bes experimentais utilizadas na microencapsulagao.

Reagéo PVA TC] X[%ul @ [%un] agi;ag’;f) O['fp w G N [E;o\:z] [f;ii’]
R1 78.000 Da; 88%m 45 0,01 7,4 500 24 - - -
R2  78000Da;88%u 50 01 74 500 24 - - -
R3  78000Da;88% 45 01 7.4 500 24 - - -
R4  78000Da;997%, 50 001 74 500 0 - - -
R5 ~ 6000Da;80%y 50 01 74 500 0 - - -
R6  25000Da;98% 50 001 7.4 500 0 - - -
R7  25000Da 9% 50 001 34 500 3 X - -
R8  78000Da;88% 50 01 7.4 500 3 X - -
RO 78000Da;88% 50 001 7.4 500 3 X - -
R10  78000Da;88%y 50 01 74 500 3 - - -
R11  78000Da;88% 50 001 34 500 3 X - -
R12  78000Da;88%y 50 01 34 500 3 X 01 -
R13  78.000Da;88%y 50 01 34 500 3 X 04 -
R14  78000Da;88%u 50 01 34 500 3 X - 003
R15  78000Da;88% 50 01 34 500 3 X - -
R16  78000Da;88% 50 01 34 700 3 X - -
R17  78000Da;88% 50 01 34 900 3 X - -
R18  6000Da;80%, 50 01 74 500 0 - - -

4.4. Determinacgdo do intumescimento do hidrogel

A determinacdo do intumescimento foi realizada através da retirada de uma
amostra de cerca de 20 ml do meio de reacdo. O pH da amostra foi determinado com
um pHmetro e entdo elevado para aproximadamente 7,0 com uma solugdo 0,5 N de

NaOH. A amostra foi entdo seca em estufa de convecgao forcada (Marconi MA035/5)
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por 24 h a 60°C. Em seguida o aglomerado formado foi colocado em etanol para
extracdo do 6leo essencial por 24 h. Apos este periodo o aglomerado foi novamente
seco em estufa a 60°C e entdo colocado em agua destilada onde permaneceu por mais
24 h. Apos atingido o equilibrio, o aglomerado foi colocado sobre um papel filtro para
que o excesso de agua fosse retirado. A amostra foi pesada em balanga com preciséo
de 0,001 g (Gehaka BK300) sendo esta a massa de amostra umida ou de polimero
inchado. Apods atingir massa constante, a massa de polimero seco foi determinada. O

Intumescimento (l) do hidrogel de PVA pode ser calculado com a Equacgao 3.

_(massa polimero inchado — massa polimero seco)
massa polimero seco

[941207 9 polimero ] Equacgéo 3

4.5. Caracterizacdo morfologica das microcapsulas

Foi utilizado um microscoépio 6tico trinocular Bioval modelo L-2000A acoplado a
uma camera fotografica Sony Cyber-shot (DSC-S650/S700). As imagens obtidas foram

analisadas com aumentos de 40, 100 e 400 vezes.

4.6. Distribuicdo de tamanho de particula (DTP)

Os diametros das microcapsulas foram determinados através das imagens
obtidas no microscopio citado anteriormente, para tanto foi utilizado o software Size
Meter (Size Meter, 2008). Em seguida a média dos diametros determinados no software
foram avaliadas graficamente com relacdo ao numero de medidas, até que um valor
constante de média fosse obtido. Estas medidas estdo apresentadas em no capitulo 9

(Anexos) na Figura 34 e na Figura 35. Em todos os casos a média estabilizou com
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aproximadamente 250 microcapsulas entdo em todas as analises foram tomadas 300
microcapsulas para determinacédo da distribuicdo de tamanho de particula (DTP) das
microcapsulas. As medidas foram tomadas sempre com o mesmo aumento (100x).
Também foram realizados testes de média (intervalos de confianga) para verificar

diferenca significativa entre as distribuigdes de tamanho.

4.7. Viscosidade relativa do 6leo essencial em fungédo da temperatura

A viscosidade relativa do 6leo essencial de capim limdo foi determinada
experimentalmente em fungdo da temperatura. No caso do escoamento laminar de um

liquido através de um capilar a viscosidade € calculada pela equacao de Poiseuille

(Equacao 4).
—(7”—4“3) Equacgao 4
8V L qua¢
Onde:
P - Presséo hidrostatica sobre o liquido;
V - Volume do liquido que flui;
r - Raio do capilar;
L - Comprimento do capilar;
t - Tempo de escoamento.

Entdo considerando a densidade constante pode-se calcular a viscosidade

relativa do liquido, com a Equacéo 5.

Equacao 5
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Como uma estimativa da variacdo da viscosidade do 6leo essencial em funcao
da temperatura, o tempo de escoamento no viscosimetro capilar Ubbelohde para 7
temperaturas na faixa de 35°C a 65°C foi avaliado. Como referéncia foi tomado o tempo

de escoamento do 6leo a 35°C (ny).

4.8. Liberacéo do 6leo essencial

A liberagdo do Oleo essencial foi obtida através da hidrodestilacdo das
microcapsulas em aparelho do tipo Clevenger. As microcapsulas foram filtradas sob
vacuo (bomba vacuo Fisatom M830), lavadas triplamente com agua destilada e uma
vez com etanol para retirada do 6leo essencial que ndo tenha sido microencapsulado.
Em intervalos determinados de tempo o 6leo essencial obtido foi retirado do aparelho e
pesado em uma balanga de precisao igual a 0,001 g (Gehaka BK 300). O procedimento
foi repetido até nao fosse observada mais extracdo de 6leo das microcapsulas. A
porcentagem liberada foi determinada com relacdo a massa total de oleo essencial

acumulada como apresenta a Equacéao 6.

m, .100

% Liberado = Equacéao 6

a

Onde:
m; - Massa de 6leo acumulada no tempo “t” [g];

m, - Massa total de 6leo acumulada [g].
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4.9. ldentificacéo e quantificacdo dos compostos do 6leo essencial (GC-MS)

A analise de identificacdo e quantificagdo dos compostos do 6leo essencial de
capim limao foi realizada no Laboratério de Cromatografia do Instituto de Pesquisas
Tecnoldgicas de Blumenau da FURB. Para tanto foi utilizado um cromatografo gasoso,
modelo Varian CP-3800, acoplado a um espectrémetro de massas (GC-MS), modelo
Saturn 2000. Foi utilizada uma coluna modelo CP-Sil 8 CB Low Bleed/MS (30 m x 0,25
mm). O gas de arraste utilizado foi hélio a vazao constante de 1 ml/min. As condigdes
de temperatura utilizadas foram: temperatura do injetor de 250°C e a coluna foi aplicada
temperatura de 50°C por 1 min e entdo esta foi elevada a 3°C/min até 240°C. No
espectrémetro a temperatura utilizada no “ion trap” foi de 220°C, no “manifold” utilizou-
se 80°C e na linha de transferéncia 240°C. Foi utilizado o software de gerenciamento
Saturn GC/MS Workstation 5.51. Os compostos foram identificados por tentativa pela
comparacgao do espectro de massas gerado pelo sistema com o espectro de massas da
biblioteca NIST.

4.10. Determinacao da concentragdo minima inibitéria (CMI)

A atividade antibacteriana foi avaliada através da determinacdo da concentragao
minima inibitéria (CMI) pelo método de microdiluicdo em caldo de cultivo. Esta analise
foi realizada no Laboratério de Antibidticos do Departamento de Microbiologia e
Parasitologia da Universidade Federal de Santa Catarina. Foram avaliados o 6leo
essencial puro e o 6leo essencial microencapsulado, que foi extraido das microcapsulas
por hidrodestilagdo. Foram adicionados 200 pl de dimetil sulfoxido (DMSQO) a 200 pl de
Oleo essencial previamente esterelizado por autoclavacdo. Em seguida foram
adicionado 600 ul de caldo Mueller- Hinton. Posteriormente foram preparadas diluigdes
seriadas em concentragdes na faixa de 89,3 mg/ml a 0,349 mg/ml. As diluigbes foram

preparadas em placa de microdiluicido de 96 furos com volumes de 100 ul. Como
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controle de crescimento e de esterilidade foram utilizadas somente as misturas de meio
de cultura e DMSO sem a adigdo de agentes antimicrobianos. Em cada orificio teste e
de controle de crescimento foram adicionados 5 ul de inéculo bacteriano. As analises
foram realizadas em duplicata e as placas foram incubadas por 24 horas a 36°C. A
leitura das analises foi realizada primeiramente através da densidade 6tica com uso de
leitora de ELISA (modelo CLX800-BioTek Instrumentos, Inc.) e posteriormente com uso
de 20 pl de revelador de crescimento bacteriano, o p-iodo nitro tetrazolium (INT — (2-(4-
iodophenyl)-3-(4-nitrophenyl)-5- phenyltetrazolium cloride diluido 1:1 em etanol).

A CMI foi considerada a menor concentragdo da substancia que inibiu o
crescimento bacteriano, sendo que a cor purpura indica crescimento (Souza et al.,

2005). Os resultados foram expressos em mg/ml.

4.11. Quantificacdo do glutaraldeido presente no meio reacional por HPLC

O padrao utilizado para a curva de calibracdo foi a propria solucdo de
glutaraldeido 25% utilizada no trabalho. A analise foi realizada no Laboratério de
Cromatografia do Instituto de Pesquisas Tecnolégicas de Blumenau da FURB e a
metodologia empregada na analise é referente ao trabalho de Menet et al. (1996). Para
tanto foi utilizado um HPLC (modelo Varian Pro Star 230/310), uma coluna ChromSpher
5 C18 (250 X 4 mm), o software de gerenciamento Star Chromatography Workstation
5.51. O fluxo da fase movel utilizado foi de 1 ml/min e a leitura foi feita em 355 nm. Para
quantificagao do glutaraldeido foi necessario realizar uma reagao de derivatizagao, para
isto procedeu-se da seguinte forma: em um vial com capacidade para 40 ml foram
adicionados 10 ml de agua destilada, 50 uyl de amostra, 1 ml de solugdo 0,03 mol/l de
dinitrofenilhidrazina (DNPH) preparada em acetonitrila e 10 pl de acido cloridrico
concentrado. O vial foi lacrado e aquecido a 70°C durante 30 min. A amostra entao foi
rerigerada e extraida trés vezes com 1 ml de diclorometano. As fases organicas
combinadas foram secas com Na,SO4 anidro, filtradas e concentradas a secura em

evaporador rotatério a 40°C. O residuo entdo foi suspenso em acetonitrila e aferido
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para 5 ml. A solucao resultante foi filtrada em membrana PTFE 0,45 pm e submetida a

analise por cromatografia liquida de alta performance (HPLC).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Serdao apresentados neste capitulo os resultados obtidos para a
microencapsulagao do 6leo essencial de capim limdo, onde o objetivo principal foi obter
microcapsulas com caracteristicas desejaveis, ou seja, sem aglomeragdo, com
distribuicdo de tamanho estreita e bem definida e com boas caracteristicas do hidrogel
da parede polimérica, uma vez que destas caracteristicas dependem a liberagcédo e
estabilidade do 6leo essencial utilizado. Desta forma serdo apresentadas as seguintes

secoes:

(1) Turvamento das solugdes de PVA;
(2) Efeito do tipo de PVA na microencapsulacao;
(3) Efeito da razéo de reticulacao;

(4) Efeito da temperatura de reagao;

)
)
)
)
(5) Adicéo de N2 no meio de reagéo;
(6) Efeito da fragao volumétrica de 6leo essencial;
(7) Efeito da taxa de agitacao;
(8) Morfologia das microcapsulas ao longo da reacgéo;
(9) Estabilidade do sistema: adicao de PVP e SDS;

(10) Analises complementares.

5.1. Turvamento das solu¢des de PVA

A separacao de fase do PVA ocorre em fungdo da temperatura da solugdo e da
concentragao de eletrélito adicionado, massa molar e grau de hidrélise do polimero. Tal
separacado se caracteriza pelo turvamento da solugado (Bachtsi e Kiparissides, 1996)

como pode ser visto na Figura 7.
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Figura 7. Imagem do turvamento de solugbes de PVA.

Na Tabela 5 estdo apresentados os resultados de turvamento para PVAs de
diferentes graus de hidrdlise e pesos moleculares, em diferentes concentragbes de
eletrolito (NaxSO,).

Tabela 5. Ponto de turvamento para solugdes de PVA 2%, em fungéo da temperatura e proporgao
massica PVA:Na,SO,.

PvA  TVATESOC s 40°C 15°C 20°C 25°C  30°C  35°C  40°C
78.000 Da 1:A1 T T T T T T T O
88%u 1:2 T T T @) ) @) O O
78.000 Da 1:1 T T T T T T T T
99,7%p 1:3 T T T o) o ) ) O
6.000 Da 1:A1 T T T T T T O O
80%w 1:2 T T T @) ) @) O o)
25.000 Da 1:1 T T T T T T T T
98%u 1:3 T T T T T T o) o)

T — Transparente;
O — Opaco.

Na Tabela 5 é possivel observar que quanto maior a concentragcao de eletrdlito
em relagdo a massa de PVA, menor é a temperatura onde ocorre o turvamento. O PVA
de 78000 Da e 99,7%wm apresentou separacao de fase, dentro das condigdes estudadas
somente na propor¢cdo massica mais alta (1:3 a 20 °C). Este PVA possui elevada

quantidade de grupos hidroxila, tendo assim maior afinidade com a fase aquosa e desta
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forma faz-se necessaria uma elevada concentragao de eletrélito para que a separacao
de fases ocorra. Foi observado comportamento semelhante para o PVA de M,, = 25.000
Da e GH = 98%pw (turvamento com proporgéao massica de 1:3 e 35°C).

Para os PVAs com grau de hidrolise iguais a 88%wu e 80%yu com a proporgao
massica de 1:1 as temperaturas de separacédo de fases obtidas foram iguais a 40°C e
35°C respectivamente.

A seguir sdo apresentados os experimentos de microencapsulagao que utilizam
as propor¢cdes massicas determinadas acima. Inicialmente foram realizados
experimentos com duragao de 24 horas com base na literatura. Alguns trabalhos onde
este tempo de reticulacdo foi utilizado podem ser citados, como Bachtsi e Kiparissides
(1996) realizaram reagdes de reticulagdo com glutaraldeido em microcapsulas de PVA
e Gongalves, et al. (2005) que produziram microcapsulas de quitosana reticulada com

glutaraldeido.

5.2. Efeito do tipo de PVA na microencapsulacéo

Foram avaliados quatro tipos de PVA com diferentes graus de hidrélise e massas
molares como ja apresentado na Tabela 3. Os experimentos de microencapsulagéao
onde foram utilizados os PVAs com grau de hidrolise mais elevados (99,7%wm € 98%wm)
nao apresentaram bons resultados (reagdes R4, R6 e R7). O dleo essencial nao foi
bem estabilizado e sua maior parte permaneceu livre no meio de reagéo, ou seja, nao
ocorreu de forma efetiva a formacdo da casca ao redor das gotas de dleo. Este
comportamento foi avaliado visualmente durante o experimento. Lankveld e Lyklema
(1972) (apud Bachtsi, Boutris, e Kiparissides, 1996) estudaram os efeitos da quantidade
de grupos acetato e massa molar do PVA na adsorgao do polimero para um sistema
parafina-agua. Eles mostraram que amostras de PVA com pequena quantidade de
grupos alcool (ou seja, baixo grau de hidrélise) sdo mais superficialmente ativas que

PVA com alto grau de hidrolise. Em relagcdo a massa molar, também mostraram que



Resultados e Discussao 33

PVAs com elevada massa molar apresentam maior estabilizagdo, devido a ativacao
superficial.

Com os tipos de PVA aqui testados foi possivel observar somente o efeito do
grau de hidrdlise na estabilizagado e maior ativagao superficial para os graus de hidrolise
menores (88%wm e 80%w), causando a diminui¢cdo da tenséo interfacial.

A partir deste ponto os experimentos com os PVAs de 25.000 Da e 98%wm e de
78.000 Da e 99,7%m foram descartados, devido a sua baixa eficiéncia na
microencapsulacao do 6leo essencial.

O intumescimento do PVA de 78.000 Da e 88%wm (reacdo R2) e do PVA de
6.000 Da e 80%wm (R5) das microcapsulas, ambas produzidas nas condigdes de 50°C,

X = 0,1%m, fragdo volumétrica de 7,4%.,, € 500 rpm sao apresentados na Figura 8.

- -4--78.000 Da; 88% molar
A --®--6.000 Da; 80% molar

2
»

Intumescimento [g H_O/g polimero]

0 I I I I
0 5 10 15 20 25

Tempo de reagao [h]

Figura 8. Intumescimento do hidrogel para PVAs: (A) 78.000 Da, 88%w (R2) e (o) 6.000 Da e 80%y (R5).

As DTPs para o PVA de 78.000 Da e 88%M e para o PVA de 6.000 Da; 80%y,
referentes ao experimentos R2 e R5 respectivamente, sdo apresentada na Figura 9 e
os intervalos de confianga dos diametros das microcapsulas sao apresentados na
Tabela 6.
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Figura 9. DTP das microcapsulas para PVAs: (a) 78.000 Da, 88% (R2) e (b) 6.000 Da e 80%y (R5).

Tabela 6. Intervalos de confianga para diametros das microcapsulas para PVAs: 78.000 Da, 88% e
6.000 Da e 80%py (R2 e R5).

~ Confianca Diametro Confianca Desvio Erro

PVA ReaG30 950, [um]  Médio [um]  +95% [um]  Padréio [um]  [um]

788'39,2“?3 (R2) 30,3 35,0 39,9 42,3 3,0
6.000 Da

80 %r (R5) 22,3 25,0 27,6 23,6 0,9

E importante notar que as andlises de intumescimento ao longo do tempo
fornecem informacdes sobre a reagao, pois quanto menor o intumescimento maior a
extensdo da reagcdo. Para ambos os PVAs analisados (Figura 8) o intumescimento
diminui com o tempo o que é esperado, devido a formagao das reticulagdes.

O PVA de 6.000 Da / 80%wm (R5) apresentou menor intumescimento que o PVA
de 78.000 Da / 88%wm (R2) de acordo com os resultados apresentados na Figura 8. O
PVA de 80%uw possui menor quantidade de grupos hidroxila, apresentando assim menor
afinidade pela agua.

Com relagao a DTP apresentada na Figura 9, de acordo com Bachtsi, Boutris, e
Kiparissides (1996), tipos de PVA com alta massa molar e parcialmente hidrolisados
adsorvem de maneira mais forte a interface oleo/agua, e assim diminuem a tenséao
interfacial do sistema produzindo gotas menores. Além disso, o didmetro médio das

gotas também pode ser diminuido pelo aumento de grupos acetato, ou seja, pela
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diminuigdo do grau de hidrélise. Uma quantidade maior de grupos acetato diminui a
resisténcia ao quebramento das gotas de Odleo, permitindo assim que ocorra a
diminuicdo do seu diametro médio. O PVA de gra de hidrdlise igual a 80%m quando
comparado ao de 88%w apresentou este comportamento, ou seja, foi observada uma
contribuicdo maior do grau de hidrdlise do que da massa molar.

Com os valores apresentados na Tabela 6, € possivel concluir que existe
diferenga significativa entre os didmetros das microcapsulas produzidas com os
diferentes PVAs.

5.3. Efeito da razédo de reticulagao

O efeito da razdo de reticulagdo foi estudado com intuito de verificar o
comportamento do intumescimento do hidrogel de PVA. O intumescimento do hidrogel
obtido em funcdo do tempo de reagdo € apresentado na Figura 10, para as
microcapsulas produzidas com PVA de 78.000 Da e 88%wm, a 45°C, fragdo volumétrica
de 7,4%vy, 500 rpm por 24 horas sendo que na reagdo R1 foi utilizado 0,01%m de

reticulacao e 0,1%wm na reagao R2.

50 T T

40 . B

30 - =

2

Intumescimento [g H_O/ g polimero]

Tempo de reagéo [h]

Figura 10. Intumescimento do hidrogel ao longo da reacéo para () X = 0,01%y e (m) X = 0,1%pm
(R1 e R3, respectivamente).
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Na Figura 11 é apresentada a morfologia das microcapsulas produzidas em
funcdo da razdo de reticulacédo: 0,01%m (R8) e 0,1%wm (R9), ambas produzidas com
¢ = 7,4%.y, 500 rpm, 50°C e adigdo de N2, com aumento de 100 vezes. A amostra de
microcapsulas produzidas com X = 0,01%y foi observada por 5 minutos no microscopio

como mostra a Figura 11 (b).

() X = 0,1%p (R9)
Figura 11. Imagens das microcapsulas para (a) e (b) X = 0,01%; (¢) X = 0,1%p
(R8 e R9, respectivamente).

Na Figura 10 é possivel observar que com o aumento da razao de reticulagédo a
absorgao de agua do hidrogel foi menor. A diminuigdo do intumescimento do hidrogel
assim como o0 aumento da razao de reticulacao, foi da ordem de 10 vezes. As amostras
anteriores a 6 horas de reagédo dissolveram-se na agua durante a analise. Alguns
autores também avaliaram o comportamento do hidrogel em fungdo da razdo de
reticulagdo e observaram comportamentos semelhantes ao observado na Figura 10.
Como exemplo, Praptowidodo (2005) estudou o intumescimento de membranas
baseadas em PVA em fungéo do tempo de reagao com glutaraldeido e observou que o
aumento da concentragdo de glutaraldeido influencia a extensdo da reagdo de

reticulacao além de diminuir o intumescimento do hidrogel. Varshosaz e Koopaie (2002)
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observaram que baixas razdes de reticulagdo causam aumento significativo nas
propriedades de intumescimento do hidrogel de PVA.

O aspecto final das microcapsulas esta apresentado na Figura 11. As
microcapsulas com a raz&o de reticulagdo maior mostraram formas esféricas bem
definidas confirmando o enrijecimento do hidrogel, apesar dos aglomerados, que seréao
discutidos mais adiante. Para a razao de reticulagdo igual a 0,01%y € visivel que em
um curto periodo de tempo as microcapsulas deformaram-se, como pode ser observado
na Figura 11 (b). Esta condigdo de microencapsulagdo produz microcapsulas sem
rigidez suficiente. Os resultados obtidos para a razao de reticulagdo de 0,01%y tanto de

intumescimento quanto de morfologia ndo séo desejaveis.

5.4. Efeito da temperatura de reacao

A variagao na temperatura dos experimentos foi utilizada com intuito de verificar
se ha alguma influéncia na reticulagdo do PVA e na distribuicdo de tamanho das
microcapsulas. A Tabela 7 apresenta o intumescimento do hidrogel produzido nas
temperaturas de 45°C e 50°C (reacgdes R3 e R2, respetivamente), e em 24 horas de
reagao do PVA de 78.000 Da, 88%wm com razao de reticulagdo de 0,1%y as taxa de

agitacao de 500 rpm e fragao volumétrica de 7,4%.,, para ambas as reagoes.

Tabela 7. Intumescimento do hidrogel das microcapsulas em fungéo da temperatura de reagao
(PVA 78.000 Da e 88%mw).

T[°C] Reagéo Intumescimento [gH20/Jpolimero]
45 R3 2,6
50 R2 3,1

A morfologia das microcapsulas obtidas para 45°C (R3) e para 50°C (R2) é

apresentada na Figura 12 com aumento de 40 vezes.
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a) T = 45°C (R3) (b) T = 50°C (R2)
Figura 12. Imagens das microcapsulas produzidas a (a) 45°C e (b) 50°C (R3 e R2, respectivamente).
A DTP em fungao da temperatura do experimento para o PVA de 78.000 Da e
88%wm € apresentada na Figura 13. Os intervalos de confianga para os diametros das
microcapsulas em funcado da temperatura sdo apresentados na Tabela 8 juntamente

com as médias e desvio padrao.
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Diametro [um] Diametro [um]
(a) T =45°C (R3) (b) T =50°C (R2)
Figura 13. DTP das microcapsulas produzidas a (a) 45°C e (b) 50°C (R3 e R2, respectivamente).

Tabela 8. Intervalos de confianca para didmetro das microcapsulas produzidas a 45°C (R3) e 50°C (R2).

o ~ Confianca Diametro Confianca Desvio Erro
TICl  Reagdo g5 1ym]  Médio[um]  +95%[um]  Padréo [um] [um]
45 R3 41,6 45,3 49,0 32,6 1,9
50 R2 30,3 35,0 39,9 42,3 3,0

Com a Tabela 7 é possivel concluir que na faixa estudada nao foi observada
alteragdo no intumescimento dos hidrogéis em fungdo da temperatura, em fungao da
baixa precisdo da analise que somente mostra um indicativo da extensao da reacao.

Peppas e Wright (1996) produziram hidrogéis de PVA onde a reticulacao foi realizada a
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60°C. No trabalho aqui apresentado optou-se por nao utilizar temperaturas de
reticulagdo muito altas, ja que existe a necessidade de que essa temperatura seja pelo
menos igual a temperatura de separagao de fases, a fim de evitar uma possivel
volatilizagdo ou oxidacéo do 6leo essencial durante o processo.

Para os dois experimentos as microcapsulas mostraram morfologia esférica bem
definida, como pode ser visto na Figura 12. Também s&o observados aglomerados de
PVA.

A distribuicdo apresentada na Figura 13 mostra uma larga faixa de diametros
para as duas condicdes estudadas. E observado um aumento na quantidade de
microcapsulas menores que 30 um na temperatura de 50°C. De acordo com os
intervalos de confianca apresentados na Tabela 8, existe diferenca significativa entre as
microcapsulas produzidas nas temperaturas de 45°C e 50°C. Isto provavelmente
ocorreu em funcdo da diminuicdo da viscosidade do 6leo essencial em fungdo da
temperatura. Chatzi et al. (1991.a, b) estudaram o sistema constituido de estireno
(1%y) disperso em agua e estabilizado com 0,1%,y de PVA e observaram que
acréscimos na temperatura provocaram uma redugao de tamanho e estreitamento do
maior modo da distribuigao.

Para verificar se este comportamento observado na distribuicdo de tamanho das
microcapsulas € realmente funcdo da viscosidade do 6leo essencial foram feitas
medidas do tempo de escoamento do o6leo em funcdo da temperatura em um
viscosimetro Ubbelohde. Assim foi calculada a viscosidade relativa do 6leo essencial

em funcéo da temperatura como pode ser visto na Figura 14.
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Figura 14. Viscosidade relativa do 6leo essencial em fungéo da temperatura.

Como pode ser observado na Figura 14, ocorre uma diminuicdo de
aproximadamente 10% na viscosidade entre as temperaturas de 45°C e 50°C. A
viscosidade dos liquidos € muito sensivel a temperatura (Reid e Sherwood, 1968). Esta
diferenca na viscosidade pode explicar o maior quebramento das gotas e a
consequente producdo de capsulas menores. Bachtsi, Boutris e Kiparissides (1996)
afirmam que liquidos de alta viscosidade, quando mantidos sob agitacdo, exibem uma
grande resisténcia ao quebramento e deformacdo do que liquidos pouco viscosos.
Consequentemente eles formam gotas grandes. Em geral é observado um
deslocamento na DTP quando a viscosidade interna é elevada. Desta forma o tamanho

final das microcapsulas esta relacionado a temperatura de microencapsulacao.

5.5. Adicao de N, no meio de reacéo

Foi estudado o comportamento da reticulagdo com a adi¢ao de nitrogénio ao
meio de reagdo. A literatura ndo reporta o uso de nitrogénio durante a reticulagdo com
glutaraldeido. Como usualmente o nitrogénio € utilizado com a fungdo de expulsar o

oxigénio do meio reacional, no caso de reagdes de polimerizagdo que sdo inibidas pela
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presengca de oxigénio, decidiu-se realizar um teste durante a reticulagcdo das
microcapsulas.

O intumescimento das microcapsulas das reagdes com nitrogénio (reagdo R8) e
sem nitrogénio (R10) é apresentado na Tabela 9. As demais condi¢cdes experimentais
utilizadas foram: PVA de 78.000 Da e 88%wm, 50°C, taxa de agitacao de 500 rpm e razao

de reticulagéo de 0,1%wm para ambas as reagdes.

Tabela 9. Intumescimento do hidrogel das microcapsulas em fungéo da adicdo de N, (R8 e R10).

Adigdode N, Reagédo Intumescimento [gH20/Gpolimero]

Sim R8 1,1
Nao R10 10,8

Os resultados obtidos sugerem que a reticulagdo do PVA com o glutaraldeido é
influenciada pela adicao de N,, devido ao aumento na taxa de reacgao. Isto representa,
além da diminuicdo do tempo de reacdo, uma garantia de que o glutaraldeido é
consumido rapidamente, evitando que seus residuos permane¢cam em excesso. Com
esta avaliagdo foi possivel reduzir o tempo de reticulagdo das microcapsulas de 24

horas para 3 horas de processo.

5.6. Efeito da fragdo volumétrica de 6leo essencial

Uma forma de modificar a distribuicio de tamanho das microcapsulas é
alterando a fragao volumétrica do oleo essencial. Esta alteragcdo gera mudancgas
principalmente na sua liberacédo. Para estudar este comportamento foram utilizadas as
fragbes volumétricas de 3,4%., e 7,4%., Nos experimentos com razao de reticulagao
de 0,01%wm e 0,1%m. As demais condigdes experimentais utilizadas foram: temperatura
igual a 50°C, taxa de agitacao de 500 rpm e 3 horas de reacdo. A Tabela 10 apresenta
0 grau de intumescimento para as fragdes volumétricas em fungcdo da razdo de

reticulacdo. A morfologia das microcapsulas de razao de reticulagdo igual a 0,01%wm
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para as fragdes volumétricas de 7,4%. € 3,4%., reagdes R9 e R11 respectivamente, é

apresentada na Figura 15.

Tabela 10. Intumescimento do hidrogel das microcapsulas para fragdes volumétricas de 3,4%.,, € 7,4%.,
e razdo de reticulagéo de 0,01%wm € 0,1%m (R8, R9, R11 e R15).

- Intumescimento
X [% % Reacéo
[Yom] ¢ [Youn] ¢ [9H20/Apolimero]

3,4 R11 39,3
0,01

7,4 R9 40,2

3,4 R15 4,0
0,1

7,4 R8 1,1

(a) Q= 3!4%V/V (R1 1) (b) Q= 7,4% VIV (Rg)
Figura 15. Imagens das microcapsulas para as fragdes volumétricas de (a) 3,4%., € (b) 7,4%,, com
razdo de reticulacédo de 0,01%y (R11 e R9, respectivamente).

Na Figura 16 sdo apresentadas as DTPs das microcapsulas produzidas com
razao de reticulagao de 0,01%y para as fragdes volumétricas de 7,4%.v € 3,4%un,
reacoes R9 e R11 respectivamente. A Tabela 11 mostra os intervalos de confianca para

os didmetros as mesmas microcapsulas.
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Figura 16. DTP das microcapsulas para as fragdes volumétricas de 3,4%.,, (a) € 7,4%.,, (b) com razéo de
reticulacéo de 0,01%y (R11 e R9, respectivamente),

Tabela 11. Intervalos de confianga para didametros das microcapsulas para as fragdes volumétricas de
3,4%. (R11) e 7,4%.,,, (R9) com razo reticulacéo de 0,01%y.

~ Confianga Diametro Confianca Desvio Erro

0,
¢ [ow] ReAGAO  ggorum]  Medio[um]  +95% [um]  Padréo [um] [um]
3,4 R11 48,0 50,4 52,8 21,3 1,3
7,4 R9 53,8 56,4 58,9 22,7 1,2

Mantendo-se a mesma razéo de reticulagdo, a Tabela 10 indica que valores
semelhantes de intumescimento foram encontrados para as fragdes volumétricas
avaliadas. Os hidrogéis das microcapsulas de razdo de reticulagdo mais baixa
apresentam elevada absorgéo de agua.

Na Figura 15 é possivel observar que a fragdo volumétrica mais baixa produziu
microcapsulas menores. Nao ocorreu aglomeragao das microcapsulas devido a baixa
reticulacdo utilizada. Como ja mencionado anteriormente, algumas horas apds o
armazenamento as microcapsulas deformaram-se.

Analisando a Figura 16 é observado um deslocamento da faixa de diametros. No
caso da fragao volumétrica de 7,4%., foram obtidas microcapsulas de até 150 um. Por
outro lado, para 3,4%.,, foram obtidas microcapsulas de no maximo 125um e a
distribuicdo tornou-se mais estreita. Na Tabela 11, os intervalos de confianga mostram
que existe diferenga significativa entre os didmetros para as fragées volumétricas

estudadas.
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A morfologia das microcapsulas produzidas com razao de reticulagao de 0,1%mw
para as fragdes volumétricas de 7,4%., e 3,4%., reacdes R8 e R15 respectivamente, é
apresentada na Figura 17. As DTPs das microcapsulas produzidas com razédo de
reticulagado de 0,1%w para as fragdes volumétricas de 3,4%., e 7,4%., reagcdes R15 e
R8 respectivamente, sdo apresentadas na Figura 18. Os intervalos de confiangca dos
diametros obtidos sao apresentados na Tabela 12 e a porcentagem liberada de 6leo
essencial das microcapsulas produzidas com razao de reticulagao de 0,1%y em fungao

da fragao volumétrica é apresentada na Figura 19.

(@) ¢ = 3,4% vy (R15) (b) 0 = 7.4% v (R8)
Figura 17. Imagens das microcapsulas para as fragdes volumétricas de (a) 3,4%. € (b) 7,4%,,, com
raz&o de reticulacédo de 0,1%y (R15 e R8, respectlvamente)

50 1 50
3.4%

B 74%

w
o
T
I
w
o
T
I

N
o
N
o

% Microcapsulas
% Microcapsulas

w
N

Diémetr;[p m] Diametro [um]
(@) ¢ =3,4% vy (R12) (b) ¢ =7,4% vy (R8)
Figura 18. DTP das microcapsulas para as fragcdes volumétricas de (a) 3,4%.x € (b) 7,4%,,, com razéo de
reticulacédo de 0,1%y (R15 e R8, respectivamente).
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Tabela 12. Intervalos de confianga para diametro das microcapsulas para as fragdes volumétricas de
3,4%.y (R15) € 7,4%., (R8) com razao reticulacdo de 0,01%wm.

~ Confianca Diametro Confianca Desvio Erro
(o]
¢ [%w] Reagao  gro " v Médio [um]  +95% [um]  Padrdo  [um]
3,4 R15 457 47.8 50,0 18,8 1,0
7.4 R8 89,1 93,6 98,1 39,6 2,3
100 B OSTIEEEE EEEE L bbbt LS,
S ’ uodleo |
£ Ot / N
g 40 -/ 1
20 7 ,,"/ i
0 a | | | | |
0 20 40 60 80 100 120
Tempo [min]

Figura 19. Percentual de liberagédo do 6leo essencial das microcapsulas produzidas com fragao
volumétrica de (m) 3,4%.u, (+) 7,4%. (R15 e R8, respectivamente) e (o) 6leo essencial puro para X =
0,1%wm.

Como pode ser visto na Figura 17 formaram-se aglomerados maiores que 1 mm,
isto foi observado para todos os experimentos realizados com razao de reticulagao de
0,1%m.

Na Figura 18 se observa que a DTP apresentou deslocamento para uma regiao
de tamanhos menores e tornou-se estreita quando a fragao volumétrica foi diminuida de
7,4%yv para 3,4%y, mesmo comportamento observado na Figura 16. Os intervalos de
confianga novamente identificaram diferenca significativa para o didametro em funcao da
fracdo volumétrica (Tabela 12). Alguns trabalhos que estudaram a DTP em fungao da
fragdo volumétrica em sistemas sem reagao utilizando PVA como estabilizante
confirmam os resultados encontrados. Bachtsi, Boutris e Kiparissides (1996) discutem a
influéncia da fragdo volumétrica na distribuicdo de tamanho de gotas e 6leo de silicone
em solugéo de PVA 1%, € mostram que é evidente que com o aumento da fracao
volumétrica a DTP muda para didmetros maiores e ocorre um alargamento da

distribuicdo. Zerfa e Brooks (1996.a, b) estudaram a polimerizagao do cloreto de vinila,
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utilizando PVA e agua como fase continua. Os autores mostraram que acréscimos na
fragao volumétrica da fase dispersa levam a um espalhamento da curva de distribuicio.
De acordo com Shinnar (1961) este deslocamento ocorre devido ao amortecimento do
fluxo turbulento que promove a formacgao de particulas grandes (moda superior) e ao
quebramento erosivo que forma particulas pequenas (moda inferior).

A liberacdo do oOleo essencial foi avaliada com auxilio de um aparelho de
hidrodestilagdo Clevenger. Usualmente a literatura reporta a quantificagao da liberagao
de Odleos essenciais através de cromatografia gasosa (Shaikh, Bhosale e Singhal,
2006), espectrofotometria (Sibanda et al., 2004; Maji et al., 2007; Bachtsi e Kiparissides
1996) e analise termogravimétrica (Chang et al., 2006; Hsieh, Chang e Gao, 2006).
Foram realizados testes com espectrofotometria, porém nao foram obtidos bons
resultados. A analise tomada como estabilidade ndo apresenta resultados de liberagao
devido a perda de umidade do hidrogel além do 6leo essencial. Como neste sistema a
liberagdo se da através do intumescimento do polimero reticulado, a técnica de
hidrodestilacdo foi utilizada com intuito de avaliar a liberagdo deste 6leo a partir das
microcapsulas de hidrogel de PVA.

A amostra de fragao 3,4%v/v apresentou liberagdo proxima a do oleo essencial
puro (Figura 19). Isto pode ser atribuido a condicao extrema avaliada pois a liberagao
ocorre junto a ebulicdo da agua. Na pratica esta condigdo provavelmente ndo seria
utilizada em uma aplicagado das microcapsulas. Porém apesar da condicdo extrema, os
resultados fornecem informacgao suficiente sobre a liberagéo.

As microcapsulas produzidas com 3,4%., possuem maior area superficial que as
produzidas com 7,4%.,, assim sua liberagdo € mais rapida, como pode ser observado
na Figura 19. O efeito do didmetro médio das microcapsulas na liberagao foi avaliado
por Bachtsi e Kiparissides (1996). Os resultados mostraram que além da maior area
superficial, as microcapsulas de didmetro médio menores possuem menor espessura
de parede polimérica amplificando assim o efeito da liberagdo. Hsieh, Chang e Gao
(2006) também observaram que a taxa de liberagcdo do 6leo essencial de citronela é

maior para microcapsulas de diametro menor devido ao aumento na area superficial.
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5.7. Efeito da taxa de agitacao

Outra maneira de alterar a distribuicdo de tamanho das microcapsulas é a taxa
de agitacdo. Para que esta avaliacao fosse feita a taxa de agitacao foi empregada em
trés niveis: 500 rpm, 700 rpm e 900 rpm, referentes aos experimentos R15, R16 e R17
respectivamente. Foi mantida a fragdo volumétrica de 3,4%., por ter apresentado
distribuicdes mais estreitas de didametro e a razao de reticulagao foi mantida a 0,1%wm
pelas caracteristicas finais desejaveis de intumescimento.

A morfologia das microcapsulas produzidas com razao de reticulagao de 0,1%w,
fracdo volumétrica de 3,4%.,, temperatura de reagao de 50°C e 500 rpm (R15), 700
rom (R16) e 900 rpom (R17) é apresentada na Figura 20.

(R16)

(c) 900 rpm (R17)
Figura 20. Morfologia das microcapsulas produzidas com (a) 500 rpm, (b) 700 rpm e (c) 900 rpm com ¢ =
3,4%., 50°C e X = 0,1%nm (R15, R16 e R17, respectivamente).

As DTPs das microcapsulas produzidas com razao de reticulacao de 0,1%mw,
fragdo volumétrica de 3,4%.,, temperatura de reagado de 50°C e 500 rpm (R15), 700
rom (R16) e 900 rpm (R17) sdo apresentadas na Figura 21. Os intervalos de confianca

obtidos pra os didmetros das microcapsulas em fungdo da taxa de agitagdo sao
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apresentados na Tabela 13 e na Figura 22 € apresentada a liberagcédo do 6leo essencial
em funcdo da taxa de agitagao para 500 rpm (R15) e 700 rpm (R16). As microcapsulas
produzidas com taxa de agitacdo de 900 rpm ndo foram avaliadas devido a

aglomeragao excessiva.
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Figura 21. DTP das microcapsulas produzidas a (a) 500 rpm, (b) 700 rpm e (c) 900 rpm com ¢ = 3,4%.y,
50°C e X =0,1%nm (R15, R16 e R17, respectivamente).

Tabela 13. Intervalos de confianca para didmetros das microcapsulas produzidas a 500 rpm (R15), 700
rem (R16) e 900 rpm (R17) com ¢ = 3,4%.,, 50°C e X = 0,1%p..

Taxa de Reacso Confianca Diametro Confianca Desvio Erro
Agitacao [rpm] ¢ -95% [um]  Médio [um] +95% [um] Padrdo [um] [um]
500 R15 45,7 47,8 50,0 18,8 1,0

700 R16 31,1 32,4 33,8 12,1 0,7

900 R17 22,4 23,3 24,3 8,4 0,5
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Figura 22. Percentual de liberagéo do 6leo essencial das microcapsulas produzidas com taxa de agitagéo
de (o) 500 rpm,(m) 700 rpm (R15 e R16, respectivamente) e (+) 6leo essencial puro para X = 0,1%w, ¢ =
3,4%.,,, e 50°C.

Na Figura 20 é possivel observar que novamente formaram-se aglomerados
maiores que 1 mm. Analisando as DTPs obtidas é visivel que a distribuicdo se torna
mais estreita e menores didmetros sdo obtidos, através do deslocamento da
distribuicdo, com o aumento na taxa de agitagdo. A analise dos intervalos de confianga,
apresentada na Tabela 13, mostra diferenga significativa entre todos os tratamentos. O
efeito da taxa de agitagdo foi estudado também por Bachtsi, Boutris e Kiparissides
(1996) e Chatzi et al. (1991.a, b) que obtiveram resultados semelhantes. Bachtsi,
Boutris e Kiparissides (1996) afirmam que a energia cinética turbulenta associada
aumenta com a taxa de agitacdo ocorrendo maior quebramento das gotas. Chatzi et al.
(1991.a, b) observaram que acréscimos na frequéncia de agitagdo causaram uma
mudanga de ambos os modos da distribuicdo para as regides de menor didmetro pois a
alta intensidade de turbuléncia é mais efetiva no quebramento das gotas.

Na analise de liberacdo do Oleo essencial através de hidrodestilacao
apresentada na Figura 22, o primeiro ponto obtido para 700 rpm apresenta maior
liberacdo que a 500 rpm, porém apods este ponto ndo foi observada diferenca entre a
liberacdo das capsulas produzidas nestas condicdes. A condicdo extrema de
temperatura utilizada na analise pode ter causado uma aproximacdo da amostra de
Oleo essencial puro a liberagdo do 6leo essencial das microcapsulas produzidas com

500 rpm (Figura 19), novamente esta pode ser a causa deste comportamento
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observado na Figura 22. Mesmo assim é visivel que as microcapsulas produzem uma

barreira a volatilizacdo do 6leo essencial.

5.8. Morfologia durante a microencapsulacao

Com intuito de investigar a formacao dos aglomerados de microcapsulas foi
avaliada a morfologia das microcapsulas antes e ao longo da reagdo. A morfologia das
microcapsulas durante os passos que antecedem o inicio da reagao e nas 3 horas de
reacao € apresentada na Figura 23. No experimento foram utilizadas as condigdes:
PVA com 78.000 Da e 88%uw, temperatura de 50°C, taxa de agitagao igual a 500 rpm,
fracao volumétrica de 7,4%.,, e razado de reticulacado de 0,1%wm (reagéo R8). A Figura 23
(a) mostra a dispersdo de o6leo essencial na solucdo de PVA 2%,y no inicio do
experimento, quando a temperatura é igual a 10°C. Os passos seguintes mostram a
morfologia logo apds a adi¢ao do eletrdlito, ainda com temperatura igual a 10°C (b), ao
atingir a temperatura de 50°C (c) e ap6s a adicao de glutaraldeido (GA) (d). Os passos
seguintes sdo da primeira hora de reacao (e), segunda hora de reagao (f) e terceira

hora de reacéao (g).
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Figura 23. Imagens (a) da emulsao 6leo/PVA, (b) apds a adigdo de Na,SO,, (c) apds a temperatura de
reacgao atingir 50°C, (d) logo ap6s a adigao de GA, (e) na 12 hora de reagéo, (f) 22 hora de reacao e (g) 32
hora de reagao.

E possivel observar na Figura 23 (a), (b) que o didmetro das microcapsulas é
maior que na Figura 23 (c). Ao atingir 50°C o didmetro das microcapsulas diminui,

devido a diminuigdo da viscosidade do 6leo em fungdo da temperatura, como ja

discutido anteriormente. Como a parede polimérica de PVA em torno das gotas de 6leo
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essencial ainda nao possui rigidez suficiente, ainda ocorre quebramento das gotas
neste passo.

Em 1 hora de reacgédo (Figura 23 (e)) as microcapsulas possuem formas esféricas
e nao sao observados aglomerados. Apds a segunda hora de reagao (Figura 23 (f)) os
aglomerados comegam a ser observados. Estes aglomerados podem ser formados
devido a perda de estabilidade do sistema pela migracdo do PVA da solugdo aquosa
para a casca das microcapsulas ou pela reticulagao entre as microcapsulas.

A técnica de microencapsulacdo por coacervacido € conhecida por produzir
estruturas em “cacho de uva”. Para verificar se os aglomerados formados sao
resultados da perda de estabilidade ou se ocorre reticulagdo entre as microcapsulas foi
realizado um teste em banho de ultra-som durante 1 hora. Foram retiradas amostras
para verificagdo no microscopio da permanecia ou nado dos aglomerados. Na Figura 24

sao apresentas fotos das microcapsulas antes e depois do tratamento com ultra-som.

(a) antes do ultra-som (b) 1 hora ultra-som

Figura 24. Imagens dos aglomerados de microcapsulas (a) antes de serem submetidos a ultra-som e (b)
apos 1 hora em banho de ultra-som (reagéo R8).

Como pode ser observado na Figura 24, o ultra-som n&o foi capaz de dispersar
as microcapsulas, sugerindo que os aglomerados sejam produzidos pela reticulagéo

entre as mesmas.



Resultados e Discussao 53

5.9. Estabilidade do sistema: adicdo de PVP e SDS

Para tentar contornar o problema da aglomeragdo das microcapsulas foram
feitos testes utilizando PVP K30 e dodecil sulfato de sédio (SDS) durante a reticulagao.
Decidiu-se testar o PVP e o SDS por atuarem de formas distintas na estabilizagdo. O
PVP possui o mesmo mecanismo de estabilizagdo que o PVA, ou seja, atua por
estabilizagdo estérica, ja o SDS atua como surfactante i6nico. Foram realizadas
formulagdes com 3,4%.,, de fragao volumétrica, razao de reticulagao de 0,1%pw, taxa de
agitacdo de 500 rpm e temperatura de reagao de 50°C. Na Figura 25 s&o apresentados
os resultados obtidos para a reagdo sem aditivo (a), a reagdo com PVP K30 na
concentragdo de 0,1%y (b), a reacdo com PVP K30 na concentragéo de 0,4% (C) e a
reacao com SDS na concentragéo de 0,03%py, sendo estas as reacdes R15, R12, R13

e R14 respectivamente.

ER12)

WU S
(c) PVP 0,4%;, (R13) (d) SDS 0,03%jy (R14)

Figura 25. Imagens das microcapsulas obtidas nos experimentos (a) sem aditivo (R15), com PVP como
estabilizante (b) 0,1%n (R12) e (¢) 0,4%gpn (R13) e (d) com SDS como surfactante 0,03% (R14).

Foi avaliado o intumescimento do hidrogel das microcapsulas para verificar se

nao ocorre retardo na reticulagdo. Os intumescimentos das microcapsulas produzidas
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com as reagdes R15, R12, R13 e R14 sao apresentados na Figura 26 em fungao do

tempo de reacgao.
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Figura 26. Intumescimento dos hidrogéis das microcapsulas produzidas com adi¢éo de PVP (¢) 0,1%y,
(+) PVP 0,4%,,,, (m) SDS 0,03%,, € (®) sem aditivo e com 50°C, X = 0,1%wme ¢ = 3,4%,, (R12, R13, R14
e R15, respectivamente).

As DTPs dos experimentos com e sem SDS (R14 e R15, respectivamente) sado
apresentadas na Figura 27 e na Tabela 14 os intervalos de confianga para os didametros

das microcapsulas sao apresentados.

50 50

E sbs S/ aditivo

% Microcapsulas
% Microcapsulas

Dié;etro‘_[pm‘]_ R Diémetro[pm‘]_ R
(a) SDS 0,03%py (R14) (b) Sem SDS (R15)

Figura 27. DTP das microcapsulas produzidas (a) com SDS e (b) sem SDS
(R14 e R15, respectivamente).
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Tabela 14. Intervalos de confianga para didmetros das microcapsulas produzidas com SDS 0,03%
(R14) e sem SDS (R15).

Adicao Reacso Confianca Diadmetro  Confianca Desvio Erro
de SDS ¢ -95% [um] Médio [um] +95% [um] Padrdo [um] [um]
Nao R15 457 47,8 50,0 18,8 1,0
Sim R14 341 36,0 37,9 16,8 1,0

A liberacdo do d6leo essencial microencapsulado com uso de SDS foi avaliada
também para verificar se ocorre algum desvio do comportamento quando comparado a

reagao sem aditivo. Esta analise € apresentada na Figura 28.

100 - e--- T mlllTIRTEEEAecso-woooow 7
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40 |1 |
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Figura 28. Percentual de 6leo essencial liberado: microcapsulas produzidas (m) com SDS 0,03%g € ()
sem SDS (reagdes R14 e R15, respectivamente).

As microcapsulas dos experimentos onde foi adicionado PVP K30 (Figura 25(b) e
(c)) aglomeraram da mesma forma que na reagcdo sem aditivo (Figura 25 (a)). Ja as
microcapsulas do experimento com SDS n&o aglomeraram (Figura 25 (d)). Desta forma
o surfactante SDS mostrou-se eficiente evitando que as microcapsulas reticulassem
entre si.

Avaliando o intumescimento das microcapsulas produzidas com os dois aditivos,
na Figura 26, € possivel observar que o hidrogel onde a concentragao de PVP utilizada
foi de 0,4%, apresentou baixa reticulacao pelo elevado intumescimento obtido. Ja para
a concentragdo mais baixa (0,1%py) este efeito foi menos acentuado. O hidrogel do
experimento com SDS apresentou resultado similar ao experimento sem aditivo,

mostrando que nao interfere na reagao. Park, Shin e Lee (2001) obtiveram resultados
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similares para a producdo de microcapsulas de uréia-formaldeido contendo 6leo de
limdo por polimerizagao interfacial in situ. Os autores avaliaram a morfologia e a DTP
das microcapsulas utilizando varios estabilizantes, dentre eles o PVA e o SDS e
experimentalmente observaram que ao usar PVA como estabilizante a taxa de reacéo
era lenta, ja com SDS a taxa de reagao era melhor que a citada anteriormente. Desta
forma podemos concluir que o mecanismo de estabilizacdo do PVP prejudica a
reticulagdo das microcapsulas uma vez que forma uma camada de cadeias poliméricas
em torno das mesmas, impedindo que o glutaraldeido presente na agua entre em
contato com a parede polimérica. Além disso o PVP néao foi capaz de impedir a
aglomeracgao.

Na Figura 27 é possivel observar que as microcapsulas do experimento com
SDS apresentaram menores diametros, pois como surfactante o SDS protege da
coalescéncia as microcapsulas que ainda ndo possuem parede polimérica rigida no
inicio do processo de reticulacao.

A liberacdo do Oleo essencial das microcapsulas produzidas com SDS,
apresentada na Figura 28, ndo mostrou-se diferente das microcapsulas produzidas sem
aditivo. Este dado é importante para que o uso do SDS possa ser validado.

Como visto acima, com o uso do SDS contornou-se o problema da aglomeragao
das microcapsulas, néo ocorreu deformagdo na sua morfologia nem alteragdo no seu

intumescimento e na liberagao do 6leo essencial.

5.10. Analises complementares

A seguir serao apresentadas as analises que complementam o desenvolvimento
da produgao das microcapsulas de 6leo essencial. Desta forma serdo apresentados os

seguintes topicos:

(1) Caracterizagao do 6leo essencial de capim limao;

(2) Efeito da concentragao de Na;SO4 no intumescimento do hidrogel;
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(3) Quantificagao do glutaraldeido;

(4) Morfologia das microcapsulas ap0s a volatilizagdo do dleo essencial.

5.10.1. Caracterizacdo do 6leo essencial de capim limao

O oleo essencial foi caracterizado antes e apdés a microencapsulagcao para
verificar se ocorrem alteragcdes na sua composi¢cdo e na sua atividade antimicrobiana.
Foram identificados e quantificados os compostos do 6leo essencial por cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massas e a atividade antimicrobiana foi avaliada
por concentragdo minima inibitéria com os microorganismos E. coli e S. aureus.

A composicdo do o6leo essencial utilizado nos experimentos foi avaliada para
verificar a presenca dos compostos responsaveis pela atividade antimicrobiana do éleo.
Na Figura 29 sdo apresentados os cromatogramas das amostras de 6leo essencial puro
e oleo essencial microencapsulado, sendo este referente ao experimento onde foram
empregadas as seguintes condi¢des para producédo das microcapsulas: PVA de 6.000
Da e 80%wm, 50°C, razédo de reticulagdo de 0,1%pwm, fragdo volumétrica de 7,4% €
tempo de reagdo de 10 horas (reacdo R18). Na Tabela 15 sao apresentados os
compostos identificados pela espectrometria de massa nas amostras analisadas pela

cromatografia gasosa.
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Figura 29. Cromatogramas das amostras de (A) 6leo essencial puro (B) dleo essencial microencapsulado

(reagédo R18).

Tabela 15. Percentual relativo dos compostos identificados por espectrometria de massas para o 6leo
essencial puro e éleo essencial microencapsulado (R18).

Composto Oleo essencial puro Oleo essencial microencapsulado
o-pinene 0,136 0,111
3-Carene 0,201 0,156
Camphene 1,049 1,005
B-citral (Neral) 36,548 32,789
o-citral(Geranial) 43,356 42,411
isogeraniol 0,014 0,072
a-cyclocitral 0,292 0,35
terpineol 0,14 0,142
cis-Verbenol 1,495 0,265
m-Eugenol 0,014 0,734
2,3-dehydro 1,8-Cineole 0,049 0,378
Geranyl n-butyrate 2,661 2,619
B-caryophyllene 1,998 0,055
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A atividade antimicrobiana foi avaliada para as mesmas amostras que foram
analisadas por cromatografia gasosa. A analise realizada foi de Concentracdo Minima

Inibitoria (CMI) e os resultados sdo apresentados na Tabela 16.

Tabela 16. CMI para o 6leo essencial puro e o 6leo essencial encapsulado (R18).

Bactéria testada . CMi [mg{ml] . C.MI [mg/mi]
Oleo essencial puro  Oleo microencapsulado
Escherichia coli 22,32 22,32
Staphylococcus aureus 2,79 2,79

Avaliando o percentual relativo dos compostos apresentados na Tabela 15
conclui-se que o Oleo microencapsulado possui percentual relativo menor que o
apresentado pelo 6leo essencial original, porém esta diferenca € muito pequena.
Existem duas possiveis explicacdes para esta perda, a perda pode ter ocorrido em
funcao da solubilidade destes compostos na agua e outra por degradagao de uma parte
deles por oxidagdo. Os compostos a-citral e B-citral sdo os principais responsaveis pelo
mecanismo de acdo antimicrobiana do Oleo essencial de capim limdo e como
apresentado na Tabela 15 sdo os compostos encontrados em maior quantidade.
Onawunmi, Yisak, e Ogunlana (1984) observaram que o o-citral e o R-citral
apresentaram acgao antimicrobiana em organismos gram-negativos e gram-positivos.

Como pode ser observado na Tabela 16 os éleos microencapsulado e o 6leo
essencial puro apresentaram a mesma CMI para E. coli (22,32 mg/mL) e para S. aureus
(2,79 mg/mL). Isto mostra que apesar da pequena diminui¢do no percentual relativo dos
compostos com atividade antimicrobiana do 6leo apds a microencapsulagcédo, ndo houve
alteracdo na sua atividade antimicrobiana. Este dado é muito importante pois mostra
que apesar das condicbes empregadas como temperatura e meio reacional acido (pH
de aproximadamente 2,4) que poderiam agredir de alguma forma o 6leo essencial, este

permanece com suas propriedades inalteradas.



Resultados e Discussao 60

5.10.2. Efeito da concentracdo de Na,SO,4 no intumescimento do hidrogel

O intumescimento do hidrogel de PVA em agua é fungao principalmente do seu
grau de reticulacdo. Além disso, na presenca de uma solugdo de eletrdlito o
comportamento do intumescimento é alterado. Este € um dado importante para o
armazenamento das microcapsulas que €& feito em solugdo aquosa. Esse
comportamento é possivel de ser avaliado na Figura 30, onde a amostra analisada foi
obtida no experimento onde foi utilizado o PVA de 78.000 Da e 88%uw, fragcédo

volumétrica de 7,4%., 50°C, 500 rpm e com 24 horas de reacgéo (reacéo R2).
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Figura 30. Intumescimento do hidrogel em fungéo da concentragdo de Na,SO, (PVA de 78.000 Da,
88%m, ¢ = 7,4%yn, X = 0,1%y € 50°C, referente a R2).

E possivel observar na Figura 30 que com o aumento da concentracdo de
eletrélito a absorgdo de agua pelo hidrogel diminui e tende a tornar-se constante.
Apesar dessa inibigdo, a absorgédo de agua nao € nula. Este comportamento também foi
observado por Batchsi e Kiparissides (1996) na liberagdo de 6leo Santosol. Com o
aumento da forca ibnica do meio de liberagao pela adicdo e aumento de concentragao
de cloreto de soédio, houve uma diminuigdo na taxa de liberagdo. Isto é atribuido a
contragao dos espacos da rede polimérica por onde o 6leo difunde. Takahashi, Honda e

Ryocichi (2000) avaliaram o intumescimento de comprimidos de PVA em solugdes dos
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sais trisddio citrato dihidratado, cloreto de sédio e sulfato de sédio em concentracdes de

até 10% e observaram o mesmo comportamento apresentado na Figura 30.

5.10.3. Quantificacdo do glutaraldeido

O glutaraldeido foi quantificado nas amostras de uma hora de reagédo e trés
horas de reagédo do experimento R15 (¢ = 3,4%.v, X = 0,1%uw, taxa de agitacédo de 500
rpm, temperatura de reacao de 50°C e com uso de N3) sendo que a amostra consistia
em agua do meio reacional. Os cromatogramas obtidos das solu¢des analisadas s&o
apresentados na Figura 31 e as concentracdes referentes ao inicio da reagédo (tempo

igual a zero), a primeira hora e terceira hora de reagéo sao apresentadas na Figura 32.
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Figura 31.Cromatograma de quantificagdo de glutaraldeido no meio de reagéo das amostras de 1 hora de
reacao (amostra 1) e de 3 horas de reagao (amostra 2) da reacao R15.
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Figura 32.Concentragéo de glutaraldeido em fungéo do tempo de reagéo (reagcao R15).

O percentual de glutaraldeido presente nas amostras de acordo com os
resultados apresentados nas Figura 31 e Figura 32 foi de 0,1617%., para a amostra da
primeira hora de reacdo e 0,093%,, para a amostra da terceira hora de reagédo. De
acordo com a formulagao da reagao, a concentragao inicial de glutaraldeido no meio de
reagdao era de 0,3%.,,. A primeira hora de reagdo mostrou maior consumo de
glutaraldeido. Provavelmente neste periodo existe maior quantidade de grupos hidroxila
disponiveis e com facil acesso ao glutaraldeido. Supdéem-se duas hipoteses para o
periodo seguinte: (1) que o glutaraldeido tenha dificuldade de difundir através da
parede polimérica ja reticulada na superficie para alcangar os grupos hidroxila ainda
nao reticulados, diminuindo assim a taxa de reacdo ou (2) como a taxa de reacéo é
diretamente proporcional a concentragado de reagente, a diminui¢do da concentragao de
glutaraldeido diminui a taxa de reagéo.

Como ainda existe glutaraldeido em excesso em relagcdo aos limites de
exposigcdo, que de acordo com a ficha de MSDS é de 0,05 ppm, provavelmente seja
necessario um tempo de reagdo maior para que o glutaraldeido seja totalmente
consumido. De qualquer forma, esta concentragcao nao é referente ao residuo sobre as
microcapsulas lavadas e armazenadas em solugao de Na,SO4, mas ao que permanece
na solugdo do meio de reacdo, porém por se tratar de um reagente altamente nocivo

faz-se necessaria sua remocgao da agua.
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5.10.4. Morfologia das microcapsulas apds a volatilizacio do éleo essencial

A morfologia das microcapsulas foi observada apds a volatilizagdo do dleo

essencial, conforme apresentado na Figura 33 (reacdo R3).

Figura 33. Imagens das microcapsulas ap6s a volatilizagao do 6leo essencial (R3).

Na morfologia das microcapsulas apos a volatilizacdo do 6leo essencial nao foi
observado nenhum rompimento aparente da parede polimérica. Esta observacao
sugere que a volatilizacdo do 6leo essencial ocorreu pela difusdo do 6leo essencial
através da parede polimérica, sem que esta fosse rompida. Além disso, este resultado
mostra que as microcapsulas de PVA reticulado com glutaraldeido apresentam

resisténcia suficiente para proteger o 6leo essencial encapsulado.
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6. CONCLUSOES

Através dos resultados apresentados no capitulo anterior e com base na revisao
bibliografica é possivel concluir que as microcapsulas de PVA reticulado com
glutaraldeido contendo 6leo essencial de capim limao foram produzidas com éxito.

Por meio da analise de ponto de turvamento foi possivel obter os parametros de
temperatura e proporcdo massica entre PVA e sulfato de sédio para realizagdo da
microencapsulacdo. Concluiu-se que é necessaria uma maior quantidade de eletrdlito
ou temperaturas mais elevadas para que a separagao de fases ocorra, para os PVAs
com grau de hidrdlise elevado.

Os PVAs de grau de hidrolise elevados (25.000 Da e 98%y; 78.000 Da e
99,7%wm) apresentaram pouca atividade superficial, ndo encapsulando o 6leo essencial
devido a elevada quantidade de grupos hidrofilicos.

A razédo de reticulagdo é determinante para que sejam obtidas microcapsulas
suficientemente rigidas e que mantenham sua forma. Além disso a maior razao de
reticulacao estudada (0,1%w) produziu microcapsulas com menor absorgéo de agua, ou
seja, seu intumescimento foi menor.

As temperaturas estudadas mostraram influéncia sobre a viscosidade do 6leo
essencial, alterando assim o didmetro das microcapsulas para tamanhos menores.

Os resultados indicam que a reticulagdo do PVA com o glutaraldeido é
influenciada pela adicdo de nitrogénio no meio reacional. Foi observado que com o uso
de nitrogénio, atingiu-se um intumescimento muito menor que um hidrogel produzido
com o mesmo tempo de reagdao sem Ny, ou seja, houve um aumento na taxa de reagao.

As fragcdes volumétricas de O6leo essencial estudadas influenciaram
significativamente a distribuicdo de tamanho das microcapsulas. Além de uma maior
quantidade de didmetros menores serem obtidos, a diminuicdo da fracdo volumétrica
também gera um deslocamento da curva de distribuicdo para faixas de diametros
menores. A liberagdo do oleo essencial das microcapsulas de fragdo volumétrica
menor, que possuem didmetros menores, foi muito mais rapida do que das

microcapsulas de fragdo volumétrica maior. Este comportamento é devido a maior area
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superficial destas microcapsulas, que permite que o 6leo seja liberado mais
rapidamente.

As taxas de agitagdo avaliadas no trabalho apresentaram diferenga significativa
na distribuicdo de tamanhos das microcapsulas obtidas. A liberagdo do dleo essencial
das microcapsulas apresentou comportamento parecido, possivelmente pela condigao
extrema de temperatura utilizada na analise.

Com a analise da morfologia das microcapsulas ao longo da reagao foi possivel
identificar o ponto onde sao formados os aglomerados. Apds as microcapsulas terem
permanecido em banho de ultra-som foi possivel concluir que os aglomerados sao
formados por reticulacdo entre as microcapsulas.

A formacgao dos aglomerados foi evitada pela adi¢do de um surfactante (SDS) ao
meio de reacado. Os testes com o estabilizante PVP n&o apresentaram bons resultados,
retardando a reticulagdo do PVA e ndo mostrando eficiéncia na estabilizagdo das
microcapsulas. As microcapsulas produzidas com SDS apresentaram menores
didmetros e a distribuicao obtida foi mais estreita. Além disso ndo ocorreu alteracdo no
intumescimento do hidrogel. O comportamento da liberagdo do d6leo essencial das
microcapsulas produzidas com SDS também foi semelhante ao observado
anteriormente.

A analise de liberacdo mostrou que o 6leo essencial microencapsulado possui
taxa de liberagdo menor que o 6leo essencial puro para todas as amostras avaliadas.
Com os resultados apresentados € possivel concluir que uma maior protegdo é
proporciona ao 6leo essencial quando se utiliza uma razdo de reticulagao alta, fragao
volumétrica alta e ou taxa de agitagdo menor produzindo assim microcapsulas com
didmetros maiores, ou seja, com menor area superficial.

Os principais compostos que apresentam atividade antimicrobiana do dleo
essencial de capim limdo né&o se perderam durante a microencapsulacdo. Uma
pequena diferenca foi apresentada no percentual relativo porém a analise de
concentragdo minima inibitéria mostrou que os dois 6leos avaliados atuam nas mesmas
concentragoes.

A concentragdo de eletrolito no meio aquoso onde as microcapsulas estao

armazenadas influenciou o intumescimento do hidrogel.
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A maior parte do glutaraldeido € consumida na primeira hora de reagdo. As trés
horas de reacdo ndo sao suficientes para consumir todo o glutaraldeido presente na
formulagdo, sendo necessario um tempo maior de reagdo ou entdo um processo
posterior para retirada do mesmo do meio de reagao por tratar-se de um composto
altamente téxico.

A manipulagdo da taxa de agitagcdo e da fracdo volumétrica possibilitou que
fossem obtidas microcapsulas na faixa de 15 ym a 250 ym. A razao de reticulagao igual
a 0,1%wm € suficiente para que as microcapsulas tenham rigidez e apresentem
intumescimento adequado para a liberagdo do 6leo essencial. O glutaraldeido nao é
totalmente consumido durante as trés horas de reacido, sendo necessario um tempo
maior de reagdo ou outro processo capaz de elimina-lo. O 6leo essencial
microencapsulado nado perde seus principais compostos e consequentemente suas

propriedades de atividade antimicrobiana.
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7. SUGESTOES

A partir da avaliacdo dos resultados apresentados neste trabalho podem ser

sugeridos alguns pontos para serem desenvolvidos em trabalhos futuros:

» Reduzir a quantidade de glutaraldeido residual do processo;

» Avaliar outros tipos de agentes de reticulagdo, como outros aldeidos;

= Estudar maiores concentracdes de PVA;

= Trabalhar com um sistema mais simples, como por exemplo, utilizando limoneno
ao invés de oleo essencial de capim limdo, simplificando algumas analises como
a de liberacéo;

» Avaliar a eficiéncia da microencapsulagao;

» Utilizar um planejamento experimental para otimizar a eficiéncia de
microencapsulacao;

» Estudar as propriedades do hidrogel como a massa molar média entre as
ligagbes cruzadas, a densidade de reticulagéo e a porcentagem de gel;

= Utilizar outros surfactantes ou estabilizantes como a lecitina, Tween 80 devido a

toxicidade do SDS quando utilizado para administracéo oral.
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ANEXOS

Anexo A: Memoria de calculo

» Volume de glutaraldeido em fungao da razéo de reticulagao:

X = 0,1%|\/|

PVA: M,, = 78.000 Da e GH = 88%m

Mpya=12g

GP - My,  _ 78.000 _1773.10° monom.eros
PM , onomero 44 cadeia

Moles de PVA = 12 1538.10™
78.000

Mol de unidade de repeticio = GP.Moles de PVA =1,773.10°.1,538.10* = 2,727.10™

Mol de unidade de repeticdo.GH

Moles hidrolisaveis de PVA por cadeia = 100

2,727.10™.88

Moles hidrolisaveis de PVA por cadeia = =2,4.10"

_ moles de GA _
moles hidrolisaveis de PVA por cadeia

01

Moles de GA=0.1.2,4.10" =2,4.1072

m., = Moles de GA. PM_, =2,4.107.100,12 = 2,403g
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= Mo _ 2403 _ o63mi
 pes 1062
Ve, 100 o oo

Vsolugéo 25% GA —

» Fragao volumétrica de 6leo essencial [Youp]:

Para proporcdo massica PVA:Na,SO,4 de 1:1.
Vsieo = 26,74ml

Vsolugao PVA 2%pv = 600ml

Vsolugao Na2s04 20%piv = 60 ml

Vsolugéo de reticulagao = 100 ml

v,
_ Voo 90
=V

total de reagéo

Onde ' Vtotal de reacéo :V()Ieo + Vsolugéo PVA + Vsolugéo Na2S04 +Vso|ugéo de reticulagdo

26,74

- _ 3.4%
Y= 78674 v

» Concentracao de glutaraldeido:

As amostras de 1 e 3 horas de reacéo foram diluidas antes da analise de HPLC
devido a adicao de solugcdo de NaOH para elevar o pH até aproximadamente 7. Os
valores obtidos na analise sdo referentes as amostras diluidas. A seguir sao

apresentados os calculos da concentragao real de glutaraldeido na reagéao.

Amostra de 1 hora de reacao:



Anexos

7

Canpic = 0,14%uy
Var=1ml
VNaOH = 0,155 ml

M; =M,
V,.C, =V,.C,
1.C, =1155.0,0014

ml GA
ml solugéo
C,=01617%,,,,

C, =0,001617

Amostra de 3 horas de reacgao:

C2npLc = 0,08%
Va=1ml
VNaon = 0,162 ml

M, =M,
v,.C,=V,.C,
1.C, =1162.0,0008

ml GA
ml solucéo
C, =0,093%,, ,,

C, =0,00093
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Anexo B: Andlise de DTP: estabilizacdo das médias de diametro das microcédpsulas
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o o
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3 3
S22} R S 20| i
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0 50 100 150 200 250 300 350 0 50 100 150 200 250 300 350
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Figura 34. Estabilizagdo das médias dos didmetros das microcapsulas para analise de DTP (R2, R3, R5,
R8, R9 e R11).
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Figura 35. Estabilizagdo das médias dos diametros das microcapsulas para analise de DTP (R14, R15,
R16 e R17).

Anexo C: Laudos de andlise

Na analise de HPLC para quantificagdo do glutaraldeido a amostra numero 2 é

referente a terceira hora de reagado e nao a segunda hora.
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