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Resumo

Atualmente, o consumo de produtos de origem sintética tem aumentado, assim como a
preocupacao da humanidade em relacao aos seus efeitos nocivos para o meio ambiente e para
o ser humano. Assim, a procura de alternativas naturais em detrimento dos compostos sintéticos
resultou num elevado interesse pelos dleos essenciais de plantas. Os 6leos essenciais tém sido
constantemente aplicados nos diversos setores da indUstria, sendo ajustadas as técnicas de
extracdo ao proposito a que estes se destinam. Embora se tratem de produtos naturais e com
caracteristicas relevantes como a biodegradabilidade e biocompatibilidade, estes também
possuem desvantagens a contornar na sua aplicacdo. E neste sentido que a microencapsulacéo
de oleos essenciais tem sido cada vez mais estudada, documentada e aplicada, estando, por
isso, em constante evolucdao. Nesta dissertacao o objetivo principal foi realizar a
microencapsulacao do 6leo essencial de geranio previamente extraido recorrendo ao método

de extracao e destilacao em simultaneo (SDE).

Neste estudo, realizou-se a extracao do OE do geranio pelo método de extracao e destilacao
em simultaneo (SDE) e posterior microencapsulacao. Apos extracao, efetuou-se a quantificacao
de alguns compostos de interesse por cromatografia gasosa com detetor de ionizacao de chama
(GC-FID) tendo-se validado o método, obtendo-se as retas de calibracdo dos compostos em
estudo: citronelol, geraniol, terpineol, pulegona e eugenol. A validacdo do método analitico
cumpriu todos os critérios. Verificou-se que os compostos que existiam maioritariamente no
extrato obtido eram o citronelol e o geraniol, sendo a eficiéncia de extracao de 67,5% e 60,0%,
respetivamente. Na microencapsulacao foram efetuados alguns estudos preliminares utilizando
0s compostos maioritarios do geranio, recorrendo a diferentes técnicas para a selecao da mais
promissora. Deste modo foram efetuadas as técnicas de coacervacao e a multipla emulsdo, apds
as quais as microparticulas foram caracterizadas ao nivel da morfologia (scanning electron
microscopy) e da distribuicao de tamanho (granulometria a laser). Assim, a analise da
distribuicao de tamanho revelou um tamanho médio das microparticulas de 65 um. Para além
disso, a analise da morfologia permitiu verificar a formacao de microparticulas no procedimento
da multipla emulsao, ao contrario da coacervacao, na qual se verificaram apenas estruturas em

forma de placa bastante porosas, sem formacao de microparticulas.

Assim, concluiu-se que foi possivel a obtencao de extratos que poderao ser incorporados em

matrizes poliméricas.

Palavras Chave (Tema): Geranio (Pelargonium graveolens), 6leos essenciais, extracao SDE,

microencapsulacao, multila emulsao
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Abstract

Currently, the use of synthetic products has increased, as well as the humanity concern in
relation to its harmful effects for the environment and human beings. Thus, the search for
natural alternatives besides of synthetic compounds resulted in an increased interest for
essential oils of the plants. Essential oils have been constantly applied in diverse industrial
sectors, with extraction techniques being adjusted depending on its application. Although they
are natural products with promissing characteristics, such as, being biodegradable and
biocompatible, like other substances they also possess disadvantages in their applications that
need to be overcome. It is in this direction that the microencapsulation of essential oils has
been increasingly more studied, documented and applied, being, therefore, in constant
evolution. In this dissertation the main objective was to perform the microencapsulation of the
previously extracted essential oil using the simultaneous extraction and distillation method
(SDE).

In this study extraction of geranium essential oil was performed using the simultaneous
distillation and extraction method (SDE), after which, the oil was microencapsulated. Following
the extraction, quantification of some compounds of interest was performed by gaseous
chromatography with a flame ionization detector (GC-FID). The quantification method was
validated, by determining the calibration curves of the studied compounds: citronelol, geraniol,
terpineol, pulegone and eugenol. The validation of the analytical method fulfilled all the
criteria. It was verified that the predominant compounds in the essential oil were citronelol
and geraniol, achieving extraction efficiencies of 67,5% and 60,0%, respectively. Preliminary
studies for microencapsulation were performed using the two most predominant compounds
found in geranium to assess which was the most promising microencapsulation technique. As
such, the coacervation and multiple emulsion techniques were used, after which the
microparticles were characterized regarding their morphology (scanning electron microscopy)
and size distribution (laser diffraction granulometry). Thus, the analysis of the size distribution
revelead a mean microparticle size of 65 um. In addition, multiple emulsion procedure resulted
in microparticles formation, in contrast to coacervation, in which only plate porous structures
were observed, without formation of microparticles.

Thus, it was concluded that it was possible to obtain extracts that could be incorporated into

polymer matrices.

Key words (Theme): Geranium (Pelargonium graveolens), essential oils, SDE extraction,

microencapsulation, multiple emulsion
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1 Introducao

1.1 Enquadramento

Atualmente, a degradacao do meio ambiente, com o consequente aumento do aquecimento
global, e o aumento da mortalidade associada as doencas do século XXI como o cancro, a
diabetes, entre outras, tem despertado a atencdo da sociedade. Em busca de possiveis
alternativas para erradicar ou atenuar estas problematicas, a investigacao tem centrado o seu
interesse na diminuicao do uso de produtos quimicos nocivos para o ambiente e seres vivos,
apostando em substancias naturais, biodegradaveis e com propriedades menos prejudiciais para
o ser humano. Assim, surgem os 6leos essenciais (OEs) como uma fonte natural, biodegradavel,
biocompativel e com baixa toxicidade em detrimento dos compostos sintéticos. Os OEs tém
ganho um renovado interesse nas mais diversas areas, devido a sua origem natural e as suas
caracteristicas fisico-quimicas, que lhes tem conferido uma elevada importancia nas diferentes
indUstrias (Asbahani et al., 2015).

Deste modo, a investigacao cientifica nesta area de estudo tem sido pautada no sentido do
estudo da composicao dos OEs bem como das suas propriedades e respetivas aplicacées (B.
Teixeira et al., 2012). Como se pode verificar pela andlise da Figura 1 sobre as publicacdes
submetidas desde o ano 2000, os OEs tém despertado um crescente interesse, como é

comprovado pelo aumento das publicacées submetidas relativas a sua extracao.
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Figura 1: Numero de publicacées de extracdo de OEs acessiveis em Web of Science (critério de

pesquisa: extraction® and essential oil*). Dados obtidos em 1/02/2019




Capitulo 1 - Introducao

Os OEs, também conhecidos como 6leos volateis, consistem em misturas liquidas oleosas (com
caracteristicas tipicamente lipofilicas) com aroma, pertencentes ao grupo dos éleos naturais
volateis e odoriferos e geralmente derivados de compostos como o terpeno e o benzeno
(Cammack, Richard; Attwood, Teresa K.; Campbell, Peter N.; Parish, J. Howard; Smith,
Anthony D.; Stirling, John L.; Vella, 2006). Estes podem ser biossintetizados em diferentes
orgaos da planta como metabolitos secundarios, sendo produzidos e armazenados em tecidos
secretores especializados nas plantas. Esses tecidos sao divididos em 2 tipos, resultando assim
em 2 tipos de secrecdo: secrecao exodgena e secrecao enddgena. Na secrecao exdgena, estes
tecidos ocorrem nas superficies das plantas e geralmente segredam os OEs diretamente para o
exterior da planta enquanto que na secrecao enddgena, os tecidos segredam para espacos
intercelulares especializados (Svoboda & Greenaway, 2003). Deste modo, esta mistura de
substancias pode ser obtida a partir de qualquer seccao da planta como flores, folhas, caules,

casca de troncos, raizes, entre outras (Burt, 2004).

Aprovados pela FDA (Food and Drug Admnistration) como substancias seguras, os OEs tém
conquistado cada vez mais indUstrias, salientando as suas caracteristicas em cada produto no
qual se encontra inserido. Dada a sua composicdo quimica complexa, composta muitas vezes
por mais de 100 compostos terpénicos, os OEs tém um amplo espetro de atividade
antimicrobiana e bioldgica e, por esse motivo, é que a area da medicina tem tirado partido das
atividades bactericidas, viricidas, fungicidas e biocidas dos OEs. Para além disso, estudos
revelaram um avanco no que diz respeito as bactérias multirresistentes, fruto do uso excessivo
de antibidticos e medicamentos como terapéutica anti-inflamatdria e anti-microbiana
(Asbahani et al., 2015; Mayaud, Carricajo, Zhiri, & Aubert, 2008). Na indUstria farmacéutica,
os OEs estdao incluidos em muitas formulacées tais como capsulas (nomeadamente em
medicamentos), cremes, aerossois, sprays, entre outros. Contudo, a indUstria alimentar é uma
das areas com uma maior procura e exigéncia, consequéncia dos desafios desta area. Assim, os
OEs nao so se aplicam como conservantes dos alimentos, como também na ajuda ao combate
de microrganismos patogénicos que podem gerar intoxicacdes alimentares graves (Asbahani et
al., 2015; Burt, 2004). Por esse motivo, a alimentacao dos animais também suscitou
preocupacao dada a possibilidade da transmissao de bactérias resistentes dos animais para o
ser humano. Os OEs surgem como uma alternativa, bem conhecida e documentada, na
alimentacao dos animais em detrimento dos aditivos e antibioticos sintéticos promotores do
crescimento, uma vez que a utilizacao destes se encontra proibida desde 2006 na Uniao
Europeia (Castanon, 2007). Assim, como se pode verificar através de diversos estudos, sao cada
vez mais as areas da indUstria que tém apostado nesta alternativa, evoluindo constantemente

0 modo e o objetivo da aplicacao em questao.
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Desde as técnicas convencionais as mais evoluidas, a selecao da técnica mais adequada para a
extracao dos OEs deve ter em conta a seccao da planta utilizada. Assim, existe disponivel uma
elevada diversidade de técnicas de extracao tais como a expressao e a enfloragem, entre muitas
outras. A escolha da técnica de extracdo dos OEs baseia-se nas principais caracteristicas
desejadas do OE, por exemplo: sao requeridas técnicas diferentes se for pretendido um extrato
com maior teor de compostos com baixos pontos de ebulicao versus a obtencao de extratos
com compostos de elevado ponto de ebulicao, ou ainda se o critério for obter OEs com

solubilidade em oleo ou agua diferentes (mais ou menos lipofilicos).

De entre as técnicas supra-mencionadas, a técnica de expressao tem deixado de ser
amplamente utilizada tanto a nivel laboratorial como industrial e outras técnicas de extracao
tém recebido maior atencao na area da extracao de OEs. Assim, sdao técnicas como a
hidrodestilacao, a destilacao a vapor, a extracao por fluido supercritico (SFE), a extracao por
Soxhlet, a extracdo com solvente, a extracao assistida por micro-ondas, a extracao de
destilacdo e a extracao simultanea (SDE), que sado utilizadas para a obtencao de OEs (Burt,
2004).

Apesar de todas as caracteristicas benéficas dos OEs nas mais diversas vertentes, estes sao
compostos instaveis e, consequentemente, podem ser facilmente degradaveis fruto da
oxidacao, da volatilizacao, da luz e do aquecimento. Assim, para contornar algumas destas
desvantagens, torna-se necessario a sua protecao destes fatores externos, aumentando, por
consequente, a sua estabilidade. Deste modo, a microencapsulacao apresenta-se como uma
alternativa para estes compostos hidrofébicos, permitindo encapsular os OEs através da
utilizacdo de um agente encapsulante, geralmente polimérico, criando uma barreira as
condicées extremas do meio. Portanto, surgem melhorias na atividade, na estabilidade e

durabilidade perante as condicoes externas (Asbahani et al., 2015; Hong & Park, 1999).

Os OEs sao constituidos por compostos de natureza fitoquimica que estao amplamente
presentes nas plantas. Existem diversas espécies de plantas cujos OEs podem ser aplicados nas
mais vastas areas da indUstria nomeadamente alimentar, farmacéutica, médica, cosmética,
entre outras. O Pelargonium Graveolens (Figura 2), também conhecido como geranio ou geranio
rosa (terminologia devida a cor das suas flores e ao seu aroma rosado) é uma espécie de facil
obtencao e com interessantes caracteristicas nao sé a nivel do aroma, mas também das suas
propriedades antioxidantes, antimicrobianas, entre outras. Esta foi a espécie escolhida para
estudar neste projeto, nomeadamente a obtencao de extratos e posterior microencapsulacao

dos mesmos.

O Pelargonium graveolens, é uma planta das cerca de 270 espécies do género Pelargonium,
pertencente a familia Geraniaceae. Embora a regido do sul de Africa seja a predominante deste

género, nem todas as espécies se encontram la e, por esse motivo, € que o geranio pode ser
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encontrado em varias regides, tal como em Portugal. No inicio do século XVII, o geranio foi
introduzido na Europa através do mercado de especiarias e de plantas medicinais (Cavar &
Maksimovic, 2012).

Figura 2: Gerdnio (Pelargonium graveolens)

Apesar do seu odor ser a caracteristica mais amplamente apreciada, o OE do geranio tem
despertado cada vez mais interesse derivado aos diversos beneficios, tais como, o seu potencial
antimicrobiano e antioxidante. O geranio é conhecido como uma das plantas medicinais com
mais atividade antioxidante e a sua utilizacdo tem-se expandido para as mais diversas areas. O
seu OE tem sido utilizado, desde tempos remotos, como terapia alternativa, complementar e
coadjuvante de algumas doencas e problemas fisioldgicos nomeadamente o tratamento de
hemorroidas, inflamacdes, fluxos menstruais intensos e até mesmo o cancro. Com o decorrer
dos anos, diversas comunidades medico-cientificas, tem apostado cada vez mais nesta
alternativa natural como terapia alternativa para diversos problemas de salde tais como
Ulceras gastricas, diarreia, problemas hepaticos, pedras nos rins, esterilidade e diabetes (Ben
Slima et al., 2013).

De facto, atualmente, o ser humano tem-se debatido com doencas como a diabetes, a
esterilidade e o cancro e foi no sentido de combater estas doencas tipicas do século XXI que
foram surgindo cada vez mais estudos do OE de geranio e das suas potencialidades a nivel
antimicrobiano e antioxidante. Assim, esses estudos vieram comprovar que de facto o geranio
pode ser uma alternativa terapéutica completamente segura para o tratamento da diabetes,
uma vez que provoca efeitos hipoglicémicos, e pode ser (til na prevencao de complicacoes
associadas ao stress oxidativo em pacientes diabéticos (Boukhris et al., 2012). Segundo estudos
publicados em 2013 na plataforma digital da Direcao-Geral da Saude, o cancro € uma das
doencas incluidas nos programas de salde prioritarios e com previsao de acréscimo de novos
casos na proxima década em cerca de 12,6% em Portugal, pelo que € uma doenca que precisa
de ser travada rapidamente, recorrendo a um maior nimero de rastreios precoces e de possiveis

solucoes para erradicar ou atenuar esta doenca. Assim, e a semelhanca da diabetes, também
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foi explorado o OE do geranio no sentido de travar esta doenca cada vez mais expandida. Sendo
assim, estudos revelaram que os seus componentes maioritarios, o citronelol e o geraniol,

podem ter propriedades anti-inflamatorias e anti cancerigenas (Fayed, 2009).

Embora os componentes presentes no OE do geranio possam diferir tendo em conta o método
de extracao utilizado, a maioria dos compostos sao a isomentona, linalol, formato de citronelol,
formato de geranilo, sendo os maioritarios o citronelol e o geraniol (Pandith et al., 2017;
Peterson et al., 2006). Na Tabela 1 estao apresentadas algumas caracteristicas dos principais

compostos presentes no OE do geranio.

Atualmente, a utilizacdo do OE do geranio tem-se expandido por diversas areas, como se pode
visualizar na Figura 3. Embora se encontre varias industrias a utilizar o OE, é na indUstria médica
que se encontra uma maior aplicabilidade seguida das indUstrias da perfumaria e cosmética, o

que se traduz num crescente interesse por parte destas.

B Médica

m Cosmética

m Perfumaria

m Farmacéutica

mN/D

Figura 3: Principais dreas de aplicacées do oleo essencial do geranio

(N/D: nao disponivel)

1.2 Objetivos da tese

Os principais objetivos deste projeto foi a extracao do OE da planta em estudo, o Pelargonium
graveolens, pelo método de destilacdo e extracao simultanea (SDE) e a quantificacao dos
principais componentes do extrato obtido por cromatografia gasosa com detetor de ionizacao
de chama (GC-FID). Para além disso, sera calculada a eficiéncia de extracdao de cada composto

presente no OE, de modo a concluir se de facto o método de extracao escolhido era adequado.

Numa fase posterior efetuar-se-a a microencapsulacao do extrato obtido, atendendo as

vantagens da técnica da microencapsulacao na “preservacao” dos OEs, iniciando a técnica de
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microencapsulacao pelo estudo das melhores condicdes experimentais, recorrendo aos padroes
dos dois componentes maioritarios existentes no extrato. Posteriormente efetuar-se-a a
microencapsulacao destes dois compostos e efetuou-se a caracterizacao das microparticulas:

distribuicao de tamanho das microparticulas e a respetiva morfologia.

1.3 Organizacao e estrutura da tese

Esta dissertacao esta dividida em 6 capitulos. No capitulo 1 é feito um breve enquadramento,
no qual é apresentada a importancia e o crescente interesse pela tematica dos OEs bem como
da planta em estudo e as respetivas caracteristicas e aplicacoes do seu OE. No capitulo 2 é
feita, numa primeira fase, a exposicao da evolucao dos métodos de extracdo do 6leo essencial,
bem como a explicacao mais detalhada dos métodos mais utilizados e que posteriormente
conduziram ao método escolhido para a extracao do OE da planta em estudo. Numa segunda
fase, e ainda parte integrante do capitulo 2, é apresentada informacao relativa a técnica de
microencapsulacao: diferentes tipos de técnicas de microencapsulacao; agentes encapsulantes
e ainda caracterizacao das microparticulas obtidas. O capitulo 3 contém a listagem de todo o
material necessario para a execucao do projeto desta tese, bem como os métodos e os
respetivos procedimentos. No capitulo 4 sao apresentados os resultados obtidos e a discussao
dos mesmos, permitindo assim retirar as conclusoes de todos os procedimentos efetuados,
conclusoes essas que estao apresentadas no capitulo 5. Por Ultimo, no capitulo 6 é feita uma
avaliacao geral no que diz respeito aos objetivos a que esta tese se prop0s e o seu cumprimento,
sao propostos alguns trabalhos futuros e estao ainda apresentadas as limitacoes presentes nesta

tese. Este capitulo termina com uma apreciacao final de todo o trabalho realizado.
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Tabela 1: Caracteristicas dos principais compostos do gerdnio (Pelargonium graveolens)
Formato de Formato de
Composto Citronelol Geraniol Linalol Isomentona
citronelol geranilo
\_/
HO HO N N 0 . 0. (o] N H
Estrutura Quimica \/\(\/Y W \”O></\)\ Y V\m/ PN /\)\/\/L
Formula Quimica C1oH200 CioH1s0 C10H1s0 C10H1s0 C11H200, C11H1s0,
Numero CAS 106-22-9 106-24-1 78-70-6 18309-28-9 105-85-1 105-86-2
Peso molecular
156,27 154,25 154,25 154,25 184,28 182,26
(g mol™)
Ponto de ebulicdao
224 230 198 207 235 216
(°C)
Solubilidade
200 100 1590 180,5 N/D N/D
(mg L)
Log Kow 3,91 3,56 2,97 2,87 N/D N/D
N/D: nao definido
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2 Contexto e Estado da Arte

Para selecionar a espécie vegetal a estudar neste projeto, foi realizada uma pesquisa
bibliografica sobre trés plantas, nomeadamente o geranio, Pelargonium graveolens, o poejo,
Mentha Pulegium e a hortela, Mentha Spicata. Assim, para a realizacao desta pesquisa
bibliografica foram utilizadas duas bases de dados: Web of Science e Scopus, resultando numa
vasta gama de publicacoes. Para tal, realizou-se a construcao de um PRISMA (Preferred
Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-Analyses), de modo a facilitar a compreensao
do procedimento da pesquisa bibliografica. Assim, foram apenas consideradas as publicacoes
posteriores a 2000, sendo retirados os duplicados pela analise das duas bases de dados,
resultando assim em apenas 36 artigos utilizados apds uma analise minuciosa da relevancia de
todas as publicacdes. A Figura 4 apresenta detalhadamente o procedimento da pesquisa nas

duas bases de dados utilizadas, bem como as publicacdes existentes.

1) Extract®: 2 557 659 1) Extract*: 2 087 341

2) Oil*: 147 350 2) Oil*: 84 921

WEB OF SCIENCE SCOPUS

} Retirados os
= duplicados: 169

[ TOTAL
\_ 670
—~
e_0_0

90.

r
{ TOTAL DE ARTIGOS UTILIZADOS: 36 ‘

Figura 4: PRISMA obtido a partir das bases de dados Web of Science e Scopus(critério de
pesquisa: Extract* and oil* and nome da espécie (Mentha Pulegium L. ou Mentha Spicata ou

Pelargonium graveolens)

Pela pesquisa exaustiva a cerca das 3 plantas conclui-se que todas apresentavam caracteristicas
interessantes como propriedades antioxidantes, antibacterianas, entre outras, para as diversas
indlstrias. Contudo e atendendo ao curto periodo de tempo para a realizacao da dissertacao,
a facilidade de obtencdo das amostras e as suas caracteristicas, s6 foi efetuado o estudo do

geranio.
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2.1 Técnicas De Extracdo de Oleos Essenciais

Ao longo dos anos, as técnicas de extracao de OEs foram aperfeicoando-se a fim de otimizar o
rendimento de extracdo, permitindo assim obter-se uma maior quantidade de extrato, extrair
um maior nimero de compostos de interesse, sendo, por isso, mais seletivos. A hidrodestilacao,
a destilacao a vapor e a extracao por solvente eram os métodos mais utilizados numa fase
inicial. Com a evolucao da tecnologia e de modo a combater algumas desvantagens que esses
métodos apresentavam tais como a degradacdao de compostos sensiveis a elevadas
temperaturas, foram surgindo novos métodos de extracdo como a extracao por fluido
supercritico (SFE), o processo de destilacdo e extracdo simultanea (SDE), extracao assistida por
micro-ondas, microextracao em fase solida (SPME), entre outros (Reis-Vasco, Coelho, & Palavra,
1999). Recorrendo a um estudo bibliografico, quando comparadas trés plantas relativamente
parecidas e tendo em conta o mesmo proposito a que destinam, extracao dos respetivos OEs,
conclui-se que o método mais utilizado era a hidrodestilacao para as trés plantas em estudo

como podemos verificar pela Figura 5.

Extracao com solvente

Soxhlet

MWHD

MHG

SDE

Extracdo com fluido supercritico
Destilacao a vapor

Hidrodestilacao

o
N

4 6 8 10 12 14

Pelargonium graveolens  ®mMentha spicata W Mentha pulegium L.

Figura 5: Métodos de extracdo mais descritos na literatura para as trés espécies da pesquisa
2.1.1 Hidrodestilacao

A hidrodestilacao é um dos métodos mais antigos e simples para o processo de extracao de OEs.
Este método baseia-se numa mistura de agua com a amostra da planta que é aquecida. Através
do aquecimento desta mistura, ocorre a evaporacao dos OEs que sao liquefeitos num
condensador. Como os OES e a agua sao imisciveis, surgem duas fases, as quais necessitam de
ser separadas e por esse motivo é que a configuracao engloba um condensador e um
decantador, de modo a recolher o condensado e separar assim os OEs da agua (Rassem, Nour,
& Yunus, 2016).

10
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Embora a hidrodestilacao seja o método mais utilizado, este apresenta algumas desvantagens
como o elevado tempo de extracao, o que pode contribuir para a degradacao de compostos
termolabeis bem como a sua hidrélise e, consequentemente, comprometer a qualidade do OE
(Coelho et al., 2012).

2.1.2 Extracao por fluido supercritico (SFE)

Apesar de nao ser a mais utilizada, atualmente a extracao por fluido supercritico tem vindo a
posicionar-se na vanguarda das técnicas de extracao devido as suas vantagens. Neste processo
podem usar-se diferentes gases como solvente de extracao, no entanto, o mais utilizado tem
sido o dioxido de carbono, uma vez que ele apresenta propriedades muito importantes, como
o facto de ser inerte, nao ser inflamavel e o seu custo nao ser muito elevado. A extracao por
fluido supercritico permite que o processo seja efetuado a temperaturas de operacao baixas, o
que é adequado para extracoes de substancias naturais, evitando-se, assim, as desvantagens
que a hidrodestilacao apresenta. Para além disso, como os solventes utilizados sdao gasosos
permite que sejam removidos facilmente. Por estes motivos, é que este método é amplamente
usado em extracoes de aromas e fragancias, dado que nestes setores da industria sao colocadas
varias restricdes as quantidades vestigiais de residuos de solventes organicos. Contudo, esta
técnica de extracdao € relativamente cara devido ao elevado custo do equipamento e
manutencao do mesmo, e, por esse motivo, sé € aplicada a produtos de elevado valor
acrescentado para obtencao de produtos ultrapuros ou que tenham impostas restricoes

rigorosas a nivel de residuos (Gomes, Mata, & Rodrigues, 2007; Maul, Wasicky, & Bacchi, 1996).
2.1.3 Destilacao a vapor

A destilacao a vapor, a semelhanca da hidrodestilacao, € um dos processos mais utilizados que
tem em conta a separacao de materiais a uma temperatura abaixo do ponto de ebulicao normal
do liquido a ser destilado. A utilizacdo de vapor reduz a pressao de vapor parcial do liquido,
permitindo que a destilacao seja realizada a uma temperatura mais baixa. No caso de material
vegetal, as folhas da planta sao esmagadas ou picadas, de modo que as células vegetais que
contém o o6leo figuem abertas. O material resultante pode ser misturado com agua ou entao
colocado sob uma placa com furos acima da agua. O calor € introduzido provocando a ebulicao
da agua e, consequentemente, a volatilizacao dos OEs. Os 6leos sao transportados pelo vapor
de agua até ao condensador, obtendo-se um condensado constituido por agua e pelo o6leo, que

sera posteriormente separado (Bralla, 2007).

2.1.4 Destilacao e extracao simultanea (SDE)

A ideia de associar destilacdo a vapor com extracao continua em simultaneo nunca foi muito

clara e, na realidade, embora tenha sido investigada alguns anos antes, s6 em 1964 é que este

11
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processo foi aceite com a proposta de equipamento do processo de destilacao e extracao
simultanea (SDE) de Likens and Nickerson para a extracao do 6leo de lUpulo, apresentada na
Figura 6 (Chaintreau, 2001).

(1) (2)
Figura 6: (1)- Representacdo do processo SDE (A: Condensador, B e G: Braco; C: BalGo com
fase orgédnica, D: Zona de separacgdo de fases, E: Manta de aquecimento, F: Baldo com fase

aquosa; (2)- Imagem real do equipamento

Neste processo, existem duas fases: a fase organica, constituida pelo solvente, e a fase aquosa
constituida pela matriz a extrair e agua. As duas fases sao aquecidas e os respetivos vapores,
contendo os volateis, entram em contacto na parte superior do equipamento, onde sao depois
condensadas em simultaneo ao entrar em contacto com o condensador. Assim, as fases sao
separadas na parte inferior do equipamento, retornando aos respetivos balées. A posicao dos
baldes das duas fases deve ter em conta a densidade do solvente em relacao a agua, pelo que
no caso do solvente ter uma densidade inferior a da agua, a fase organica deve estar na posicao
C e a fase aquosa na posicao F. Assim, este método para além de contornar as desvantagens
dos outros métodos como a degradacao de compostos termolabeis, permite a extracao de OEs
a partir de uma pequena quantidade de composto. Para além disso, esta técnica diminui o
tempo de extracao e o volume de solvente utilizado e permite uma completa extracao sem
qualquer etapa de limpeza. Devido as suas elevadas eficiéncias de extracdo associadas a
elevada reprodutibilidade, o SDE também tem sido utilizado para quantificar compostos em
varias matrizes. Contudo, a recuperacao € dependente das condicées de operacao, pelo que

devem ser estudadas e aperfeicoadas (Teixeira, Mendes, Alves, & Santos, 2007).
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Recorrendo a uma pesquisa bibliografica e tendo em conta apenas publicacoes posteriores ao
ano de 2000, conclui-se que nao existem muitas publicacdes referentes ao processo de
destilacao e extracao simultanea (SDE) pelo que sera de elevada relevancia explorar este

método para a extracao de OEs nesta dissertacao.

Na Tabela 2 estao resumidos os processos de extracao para a planta em estudo, dados esses
recolhidos na base de dados Web of Science, seguindo as palavras chave “microencap*”,
“extraction” e “Pelargonium graveolens”. Como podemos verificar através da analise da Tabela
2, para o processo de destilacao e extracao simultanea para a planta em estudo nao existem
publicacdes, pelo que vem confirmar o caracter inovador e interessante desta técnica de
extracdo. Para além disso, também é possivel concluir, juntamente com o PRISMA
anteriormente apresentado, que o geranio, em comparacao com as duas plantas para as quais
foi efetuada a pesquisa bibliografica, é a planta que apresenta menor nimero de publicacoes
a nivel de extracao do respetivo OE, o que vem reforcar o seu caracter interessante para o

desenvolvimento deste projeto.
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Tabela 2: Sumdrio de alguns estudos do Pelargonium graveolens reportados na literatura

Método de extracao

Método Analitico

Composicao (%)

Aplicacées Referéncias

Formato de geranilo (6,22); Linalol
(5,6)

g 7o Citronelol (21,3); Geraniol (10,8);
(8] c C . 4
o g o 2 GC/MS Formato de c1tr<?nelol (6,0); Cosmética e Perfumaria  Gomes et al., (2007)
gOV30 Isomentona (2,1); Formato de
L n= geranilo (4,7)
Citronelol (24,8); Geraniol (8,5);
£ o GC/MS e GC/FID Formato de citronelol (10,2); .
S o 2 em paralelo Isomentona (3,5); Formato de Perfumaria Gomes et al., (2007)
S T 5 geranilo (7,9)
g 2 © Citronelol (43,20); Geraniol (13,90);
b o . . .
2 3 GC/MS Formatp de citronelol .(6,05), Butirato N/D Ponomareva &
L de citronelol (8,10); Isomentona Molohova, (2017)
(6,50); Linalol (3,94) ’
Citronelol (33,99); Geraniol (18,39);
Formato de citronelol (8,69); . .
GC/MS Formato de geranilo (3,48); Linalol Perfumaria Pandith et al., (2017)
(5,31)
Citronelol (24,14); Geraniol (16,45); . " . y
o GC/MS Formato de citronelol (11,75); Linalol ' c'fumaria, cosmeticae  Boukhris, Ben Nasri
g meédica Ayachi, et al., (2013)
g (7.99)
2 Alfa-Citronelol (18,17); Citronelol
] 2 Mt . Al-Sagheer,
-§ GC/MS | (14,37); 3 Metllpént'an (11,96); . Farmacéutica e médica Mahmoud, Reda,
S somentona (10,64); Linalol (6,40);
= . Mahgoub, & Ayyat,
T Formato de geranilo (4,90)
(2018)
Citronelol (21,93); Formato de
GC/MS citronelol (13,24); Geraniol (11,07); Médica Boukhris, Simmonds,

Sayadi, & Bouaziz,
(2013)
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Tabela 2: Sumdrio de alguns estudos do Pelargonium graveolens reportados na literatura (cont.)
Citronelol (23,43); Geraniol (16,85); .
G(E,;-?ré)Fl-'laAS Formato de citronelol (12,29); Linalol Médica Ralag;bo(nzc:)r;aér)\y et
(10,79); Isomentona (7,06) K
Citronelol (32,8); Formato de
GC/MS citronelol (10,0); Geraniol (4,5); Médica Rosato et al., (2018)
Isomentona (6,3)
Citronelol (28,9); Formato de Lin. Jwo. & Chan
GC/MS citronelol (11,7); Geraniol (2,4); Médica ’ (2616) S
Mentona (2,4)
Geraniol (31,02); Citronelol (18,26); .-
l& GC/MS Isomentona (4,73); Linalol (1,80) Medica Bach & 5, (2016)
= Citronelol (24,75); Geraniol (13,99);
‘an'; GC/MS Formato de citronelol (8,37); Médica Essid et al., (2015)
9 Isomentona (6,82); Linalol (2,65)
L= . . Mahboubi
© . . )
= GC/MS CltronelolAs\?é?‘,ti)ﬁaG((ezragml (23,6); N/D Kazempour, &
’ Mahboubi, (2014)
Citronelol (35,92); trans-geraniol .
GC/MS (11,66); Formato de citronelol fAllmen’tar_e Moharet;; Eadawy,
(11,40) armaceutica ( )
Citronelol (27,53); Geraniol (25,85); L. Hsouna & Hamdi,
GC/MS Linalol (6,54); Mentona (6,22) Medica (2012)
Citronelol (26,9); Geraniol (8,1);
GC/MS Formato de citronelol (13,2); Cosmética e Perfumaria

Isomentona (5,6); Formato de
geranilo (5,5)

Gomes et al., (2007)

GC: cromatografia gasosa; MS: espectrometria de massa; FID: Detetor de ionizacao de chama; TOF: time-of-flight

Nota: Pesquisa referente a publicacoes desde 2000 até 2019.
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2.2 Microencapsulacao de OEs

Atualmente, o interesse por compostos ativos naturais tem aumentado significativamente em
detrimento das substancias funcionais sintéticas. Cada vez mais, os consumidores preocupam-
se com a salde e com os danos que parte das substancias ou misturas sintéticas provocam. Esta
preocupacao crescente engloba todas as industrias, nomeadamente a indUstria cosmética que
cada vez mais se debruca na procura de alternativas eficazes e inovadoras que combatam os
danos na pele provocados pela oxidacao, resultante das radiacoes, pesticidas, fumos, entre
outros (Paulo & Santos, 2018b).

Assim, cada vez mais indUstrias centram o seu interesse nos OEs como uma potencial alternativa
a substancias sintéticas, proporcionando caracteristicas semelhantes ou até melhoradas a

alguns produtos de interesse ao consumidor.

Aliado a procura constante das indUstrias, principalmente, cosmética, farmacéutica e alimentar
por produtos inovadores com elevado interesse comercial e de valor acrescentado, No entanto,
os OEs sao sensiveis a degradacao oxidativa pelo oxigénio atmosférico, luz, humidade, elevadas
temperaturas. Deste modo, a microencapsulacao destes compostos permite contornar os
constrangimentos inerentes a inclusao de extratos de OEs em matrizes cosméticas, alimentares

e farmacéuticas(Lai, Wissing, Miiller, & Fadda, 2006).

No entanto, ndo é sb a industria cosmética que tem tentado apostar em substancias naturais,
mas também é na agricultura que a preocupacao e a procura por alternativas, tem-se tornado
crescente, englobando, consequentemente, a indlstria alimentar. O uso de pesticidas
sintéticos tornou-se cada vez mais frequente e esse uso excessivo tem contribuido para diversos
problemas, tais como a presenca, nos alimentos, de residuos dos pesticidas utilizados com
concentracoes acima dos niveis recomendados, prejudicando assim a salde humana e
faciltando o desenvolvimento de resisténcia dos microrganismos patogénicos aos varios
pesticidas, fruto da sua utilizacdo em demasia. Assim, a procura por alternativas naturais aos
pesticidas também tem apostado em fontes naturais, como os OEs, provenientes dos

metabolitos das plantas (Pavela & Benelli, 2016).

Com o objetivo de melhorar ainda mais a aplicacao dos produtos naturais, a microencapsulacao
dos OEs na area agroalimentar, permite uma libertacao controlada, evitando, assim, a
utilizacao de uma quantidade tao elevada de biopesticida para o mesmo periodo de atividade,
contornando a problematica da utilizacao excessiva de pesticidas de origem nao natural e

garantindo uma maior seguranca para o meio ambiente e o ser humano (Lai et al., 2006).
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A técnica de microencapsulacao permite encapsular materiais sélidos, liquidos ou gasosos, que
constituem o agente encapsulado, com um revestimento polimérico, conhecido como agente
encapsulante, produzindo microparticulas, como se pode visualizar pela Figura 7 (adaptada de
(Paulo & Santos, 2017)).

Microcépsulas Microesferas
(Sistema reservatério) (Sistema matricial)
Parede Parede
polimérica = polimérica . g
Ingrediente Ingrediente ‘
ativo ativo ‘
A B

Figura 7: Esquema das microparticulas. A-Microcdpsula; B-Microesfera

Produto desta técnica resultam as designadas microparticulas que incluem as microesferas e as
microcapsulas, que se diferenciam pela sua morfologia e estrutura interna (Jyothi et al., 2010;
Patravale & Mandawgade, 2008). Assim, as microparticulas consistem em particulas soélidas
poliméricas, com uma gama de diametro de 1-1000 um, enquanto que as microsferas sao,
normalmente, descritas como um sistema matriz no qual o ingrediente ativo é dissolvido na
matriz transportadora. As microcapsulas consistem num agente encapsulante que envolve e

protege o agente ativo contra exposicdes inadequadas (Carvalho, Estevinho, & Santos, 2016).
2.2.1 Técnicas de microencapsulacao

A microencapsulacao permite a manutencao das caracteristicas e propriedades das substancias
ativas a encapsular, neste caso, os OEs (Bakry et al., 2016). Existem diversas técnicas de
microencapsulacao que devem ser escolhidas e apropriadas de acordo com o material a
encapsular, bem como ter em conta o agente encapsulante e o propdsito das microcapsulas
obtidas. As técnicas de microencapsulacao podem ser divididas em métodos quimicos, fisico-
quimicos e fisico-mecanicos (Ghosh, 2006; Madene, Jacquot, Scher, & Desobry, 2006; Singh,
Hemant, Ram, & Shivakumar, 2010). Assim, existem varios métodos que se inserem nestas 3
categorias, como se pode observar pela Figura 8. De entre todas as técnicas de
microencapsulacdo, a coacervacao € uma das técnicas mais utilizadas para microencapsular
substancias hidrofdbicas, onde se inserem os OEs, e é baseada na interacao entre polimeros
diferentes com oposicao de cargas, a qual conduz a formacao de complexos insoluveis,
promovendo, assim, a separacao de fases (Alvim & Grosso, 2010). A coacervacao pode ser
simples ou complexa, tendo em conta se sao utilizados um ou dois polimeros, respetivamente
(Madene et al., 2006).
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Fisico-mecanicos

Fisico-quimicos

Quimicos
Spray-drying, spray-chilling,
spray-cooling, extrusao, leito
fluidizado, pan coating,
liofilizagdo

Coacervagao, emulsificagao
por evaporagdo de solvente,
emulsao complexa

Polimerizagéo interfacial e
polimerizagao in situ

Figura 8: Principais técnicas de microencapsulag@o

Na coacervacao simples, para que ocorra a separacao das fases, € necessario a adicao de
solventes nao misciveis em agua ou sais inorganicos, enquanto que na coacervacao complexa,
os polimeros de carga oposta sao misturados em solucao para formar o revestimento do agente
a encapsular, sob o efeito de alteracées de pH ou de temperatura (Dias, Botrel, Fernandes, &
Borges, 2017). A coacervacao complexa consiste em trés passos fundamentais: emulsificacao,
coacervacao e endurecimento (Yan & Zhang, 2014). O primeiro passo deste processo envolve a
emulsificacdo do 6leo numa solucdo aquosa que contém os dois polimeros, na qual,
normalmente, a temperatura esta acima do ponto de gelificacdo e o pH acima do ponto
isoelétrico dos polimeros utilizados. Apos a emulsificacdo, da-se o inicio da coacervacao,
ocorrendo a separacao entre a fase liquida e a fase rica no polimero insolivel como resultado
da atracao eletrostatica entre as cargas opostas dos polimeros devido a reducao do pH abaixo
do ponto isoelétrico. No Ultimo passo, ocorre o endurecimento da parede da microparticula

através da adicao de agentes de crosslinking (Bakry et al., 2016; Carvalho et al., 2016). Na

Figura 9 esta apresentada uma esquematizacao das varias etapas do processo de coacervacao.
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Figura 9: Esquema representativo do processo de coacervac@o: A- Formacdo da

emulsdo oleo em dgua; B- Emulsificagéo; C- Coacervacdo; D- Endurecimento

2.2.2 Agentes encapsulantes

Com a funcdo de protecao da substancia a encapsular, o agente encapsulante deve ser
selecionado tendo em conta diversos parametros, pelo que a sua selecao € um passo muito
importante no sucesso do processo de microencapsulacao. Assim, os agentes encapsulantes
dependem do material encapsulado e das caracteristicas finais do produto, nunca

desvalorizando o propdsito a que se destina. Um exemplo é o setor alimentar que, como seria
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expetavel, € extremamente rigoroso no uso dos agentes encapsulantes para a
microencapsulacao, sendo os polimeros aprovados de nimero limitado (Gharsallaoui, Roudaut,
Chambin, Voilley, & Saurel, 2007). Os polimeros, com a funcao de agentes encapsulantes,
podem ser de origem natural, sintética ou semi-sintética. Os polimeros naturais ocorrem
naturalmente na natureza e a sua biodegradabilidade, baixa toxicidade e larga abundancia, sao
as suas principais caracteristicas. Contrariamente, os polimeros sintéticos nao estao
prontamente disponiveis de forma natural. No entanto, a sua disponibilidade compreende uma
gama alargada de composicoes e moléculas com propriedades ajustadas, facilitando, assim, a
otimizacdo das propriedades das microparticulas. Contudo, a falta de biocompatibilidade da
maioria destes polimeros torna-se uma desvantagem, embora existam algumas excecoes dentro
desta classe, como por exemplo o poli (acido latico-co-glicélico), PLGA, e o poli (6xido de
etileno), PEO. Na classe dos polimeros semi-sintéticos estdao incluidas principalmente as
celuloses modificadas (Huang, Yuan, & Chen, 2008). Na Tabela 3 estao apresentados varios

exemplos de polimeros naturais, sintéticos e semi-sintéticos.

Tabela 3: Exemplos de agentes encapsulantes

Polimeros
Naturais Sintéticos Semi-sintéticos
Agar, agarose, quitosano, Polietilenoglicol, poli(dxido  Etilcelulose (EC),
gelatina, dextrano, goma de etileno) (PEO), acido carboximetilcelulose (CMC),
arabica, goma xantana, polilatico, alginato, acido carboximetilcelulose de
albumina, colagénio poliacrilico, poli(acido sodio (NaCMC)

latico-co-glicdlico) (PLGA)

Para um melhor conhecimento das caracteristicas dos polimeros utilizados nesta dissertacao, a

gelatina (GE), a carboximetilcelulose (CMC) e o PLGA serao explicados com mais profundidade.

A GE é uma proteina anfotérica, que se encontra em relativa abundancia na natureza, devido
a presenca de grupos carboxilicos e amino guanidinos, e que esta carregada positivamente
abaixo do seu ponto isoelétrico (Devi & Maji, 2014; Xiao, Liu, Zhu, Zhou, & Niu, 2013). Este
polimero apresenta propriedades distintas em ambientes distintos, pelo que expoe
propriedades catidnicas sob condicoes acidas e propriedades anidnicas em condicoes alcalinas
(Xiao et al., 2013). Embora a GE seja um agente encapsulante de origem natural e de elevada
importancia na substituicdo dos polimeros sintéticos, este, devido a sua diminuida resisténcia
mecanica, podera implicar a utilizacao de agentes de crosslinking tais como o glutaraldeido,

formaldeido, transglutaminase, entre outros. Estes ultimos sao responsaveis pelo
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endurecimento do polimero natural e permitem uma melhoria na libertacao controlada do
ingrediente ativo que se encontra encapsulado. Embora, seja um passo fundamental na
microencapsulacao através de agentes encapsulantes naturais, deve ser tido em conta a
toxicidade dos agentes de crosslinking utilizados e da legislacao inerente aos mesmos (Se, 2004;
Xiao et al., 2013).

A CMC é um polimero pertencente a classe dos semi-sintéticos, resultante da substituicao
parcial dos grupos 2, 3 e 6-hidroximetil da celulose por grupos carboximetil hidrofébicos. Assim,
fruto da interacao destes grupos, resulta a formacao de coacervados. No caso da utilizacao da
CMC e da GE para a formacao das microparticulas, como a densidade de carga da CMC é muito
mais forte que a da GE, a adsorcao da CMC na interfase oleo-agua é dificultada, pelo que a
adicao de um surfactante pode vir solucionar este entrave e, assim, aumentar a quantidade de
CMC que é adsorvida e que pode interagir hidrofobicamente com este polimero (Xiao et al.,
2013).

O PLGA é um polimero pertencente a classe dos polimeros sintéticos e apresenta-se como um
dos integrantes da familia dos polimeros biodegradaveis aprovados pela FDA. Este polimero
possui uma elevada resisténcia fisica e é altamente biocompativel, o que constitui uma excecao
a classe no qual se encontra inserido (Huang et al., 2008). O PLGA é um dos polimeros mais
utilizados devido as suas caracteristicas favoraveis de degradacdao e para mecanismos de
libertacao prolongada de compostos, o que tem sido comprovado por alguns estudos (Makadia
& Siegel, 2011).

2.2.3 Técnicas de caracterizacdo das microparticulas

A caracterizacao das microparticulas engloba a analise da morfologia e da distribuicdao de
tamanho das microparticulas. Para tal, recorreu-se a granulometria laser e scanning electron
microscopy (SEM), equipamentos que permitiram a analise e a compreensao da distribuicao de

tamanho e da morfologia das microparticulas, respetivamente.

O equipamento scanning electron microscopy (SEM), representado na Figura 10, permite a
visualizacao da morfologia da superficie, forma do cristal e das microparticulas dispersas e
aglomeradas, permitindo, assim, a analise de cada microparticula, incluindo os seus agregados.
Desta forma, este método é considerado uma medida absoluta do tamanho das microparticulas
e pode ter acoplado a si, um computador de analise de imagem de modo a visualizar todos os

campos para a distribuicao das microparticulas (Spectrometry, 2016).
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Figura 10: Equipamento para andlise da morfologia das microparticulas: Scanning

electron microscopy (SEM)

Embora a morfologia seja um parametro muito importante que nos permite concluir se o
método de microencapsulacao foi eficiente a este nivel, a distribuicao de tamanho das
microparticulas também ocupa um lugar de destaque. Assim, utilizando a granulometria laser
através do equipamento Coulter Counter-LS 230 Particle Size Analyzer, o tamanho médio das
microparticulas é determinado com base no nUimero e na distribuicdo de volume de cada
amostra. A existéncia de diferencas entre o tamanho médio deve ser explicado pela existéncia
de alguns aglomerados de microparticulas (Estevinho, Lopes, Sousa, Rocha, & Nunes, 2017).
Neste método, o feixe de laser atravessa as microparticulas e os fotdes sao dispersos,
difratados, refletidos ou transmitidos. A luz difratada é detetada numa gama de angulos na
direcdo direta, cujos angulos estdao relacionados inversamente com o tamanho da
microparticula. Assim, a granulometria laser apresenta algumas vantagens como a analise nao
ser intrusiva, o tempo de ensaio ser rapido e ser um método preciso e versatil. No entanto, é
um método de andlise caro e as suas medicoes sao baseadas na medicao do volume
considerando microparticulas esféricas (Spectrometry, 2016). Na Figura 11 esta representado o

equipamento responsavel pela determinacao da distribuicao de tamanho das microparticulas.

Figura 11: Equipamento para andlise da distribuicdo de tamanho das microparticulas -

Coulter Counter-LS 230 Particle Size Analyzer (granulometria laser)
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3 Materiais e Métodos

3.1 Materiais

3.1.1 Material vegetal e reagentes

Para a realizacao da extracao foi necessario o material vegetal, nomeadamente amostras de
Pelargonium graveolens, recolhidas da planta no dia anterior ao da extracao e conservadas no

frigorifico. Para o estudo do OE do geranio foram utilizados os reagentes e compostos presentes

na Tabela 4.
Tabela 4: Caracteristicas dos reagentes e compostos utilizados
Reagente CAS Grau de Pureza (%) Marca Funcéao
Eugenol 97-53-0 99 Sigma Aldrick
Citronelol 106-22-9 95 Sigma Aldrick padroes
Geraniol 106-24-1 98 Sigma Aldrick
Pulegona 89-82-7 97 Sigma Aldrick
Eter dietilico 60-29-7 99,5 Riedel-de- Solvente de
Haen extracao
Sulfato de 7487-88-9 96 Panreac Agente excicante
magnésio anidro
Hexano 110-54-3 95 VWR Solvente
n-Dodecano 112-40-3 99 Merck Padrao interno

Para a preparacao das microparticulas utilizou-se CMC, GE, span 80 (adquirido a partir da Sigma
Aldrich Chemical, CAS 1338-43-8), polimero alcool polivinilico usado como surfactante na
emulsao multipla (Ref: 341584, hidrolizado 87-90%, peso molecular médio de 30,000 - 70,000,
viscosidade entre 11,6 - 15,4 cP, CAS 9002-89-5) e PLGA (Ref. 719870, viscosidade de 0,16 -
0,24 cP, CAS 26780-50-7) foram adquiridos a partir de Sigma Aldrich Chemical (St. Louis, MO,
EUA). O solvente utilizado foi o diclorometanto (Ref. 1.06054.1000, CH2Cl2, CAS 75-09-2)
foram adquiridos a partir de VWR Internacional (Fontenay-sous-Bois, Franca). A agua utilizada
neste projeto foi desionizada e ultrapura usando um sistema de purificacao de agua MilliporeTM

(Massachusetts, EUA) tendo 18,2 Q de resisténcia elétrica.
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3.1.2 Equipamento

Para o processo de extracao utilizou-se o método de SDE (destilacdao e extracao simultanea),
com o equipamento correspondente, duas mantas de aquecimento e um banho de agua (Figura
6 (2)).

Para a analise quantitativa dos compostos de interesse presentes na amostra de geranio,
recorreu-se a um cromatografo gasoso (GC) equipado com um detetor de ionizacdo de chama

(FID), com as especificacoes apresentadas na Tabela 5.

Tabela 5: Especificacées das condicbées usadas no GC-FID

Comprimento: 30,0 m
Coluna TRB-WAX Diametro interno: 0,32 mm

Espessura do filme: 0,25 um

Temperatura inicial da coluna 40 °C
Temperatura maxima da 270 °C
coluna
Modo de injecao Splitless
Temperatura do detetor 280 °C
Caudal He 30 mL min™
Caudal H, 40 mL min”
Caudal de ar 400 mL min™

Para além destes equipamentos, ainda foram utilizados: um agitador vértex (IKA VORTEX
GENIUS 3, Staufen, Alemanha), um homogenizador de alta performance (IKA T18 Digital ULTRA-
TURRAX®, Staufen, Alemanha), uma placa de agitacao (AREX Digital, VELP Scientifica, Monza,
Italia), um liofilizador (SP Scientific, Nova lorque, EUA) e um evaporador rotativo.

Para a caracterizacao das microparticulas, a sua morfologia foi avaliada usando um microscopio
eletronico de varrimento PHENOM XL (Eindhoven, Holanda), sendo pulverizadas com ouro
durante 20 segundos usando um pulverizador a vacuo (Leica, EM SCD 500, Wetzlar, Alemanha).
A distribuicao do tamanho de particulas foi avaliada por granulometria laser usando o

equipamento Coulter Counter-LS 230 Particle Size Analyzer (Miami, FL, EUA).
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3.2 Métodos

3.2.1 Preparacéao de padrdes analiticos

Para a preparacao dos padrdes analiticos, pesaram-se 100 mg de cada padrédo individual
(presentes na Tabela 4 anteriormente apresentada) em baldes volumétricos de 25 mL. No caso
do dodecano, padrao interno, pesaram-se 200 mg deste composto num balao volumétrico de 10
mL, para posterior diluicao num baldo volumétrico de 25 mL. Apds esta pesagem, perfez-se o
volume de cada baldo volumétrico com hexano, que foi o solvente utilizado para a preparacao

dos padroes analiticos.

Para a preparacao da solucao mae foram retirados 5 mL de cada padrao individual preparado
para um baldo volumétrico 50 mL, perfazendo o volume com hexano. A partir da solucao mae,
designada por padrao 10, foram preparados os restantes 9 padroes, consistindo em diluicdes da
solucao mae. Apos todos os padrdes terem sido preparados rigorosamente, foram guardados em
frascos de vidro de 30 mL e envolvidos em papel de aluminio, uma vez que os compostos
presentes apresentam sensibilidade a luz. No anexo A, encontram-se, na Tabela A1, as

concentracdes de cada composto nos padroes preparados.

3.2.2 Extracao do 6leo essencial

Para a extracao do OE do geranio utilizou-se o método SDE. Assim, primeiramente montou-se o
aparelho de vidro do SDE e procedeu-se a ligacao do banho ao equipamento, aguardando que o
banho atinja os 5 °C . Enquanto se aguardava que esta temperatura fosse atingida, juntou-se
10 g das partes aéreas da planta com 250 mL de agua destilada e triturou-se, recorrendo a uma
varinha magica, passando para um balao de fundo redondo de 500 mL, o que constituiu a fase
aquosa. Num outro baldo de fundo redondo de 100 mL colocou-se 50 mL de solvente organico,
éter etilico, medido previamente numa proveta, constituindo assim a fase organica. Assim, com
as duas fases prontas a serem utilizadas, colocou-se a fase aquosa numa manta de aquecimento
e ligou-se na posicao F (Figura 6) do equipamento, esperando que esta atingisse a ebulicao.
Apds a ebulicao, colocou-se a fase organica numa manta de aquecimento e ligou-se na posicao
C (Figura 6) do equipamento. A partir desse momento, a extracao permaneceu em curso
durante 60 minutos. Apos o tempo de extracao, desligaram-se as mantas de aquecimento. Assim
que o condensador deixou de pingar transferiu-se a fase organica presente na zona de separacao
das fases, identificada pela letra D (Figura 6), para o respetivo balao. Seguidamente, adicionou-
se sulfato de magnésio anidro a fase organica, de modo a evitar a minima quantidade de agua
que pudesse estar presente. De seguida procedeu-se a filtracdo a vacuo recorrendo-se a um
funil de placa porosa, ficando com a fase organica isenta de agua. Sem a presenca de agua, foi

possivel evaporar a maior parte do solvente recorrendo ao evaporador rotativo. Por fim, o
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extrato obtido foi transferido para um frasco de 30 mL, procedendo-se a lavagens do balao com
éter etilico, de modo a garantir que nao haja perdas do extrato. O restante extrato foi levado
a linha de azoto para evaporacao lenta do solvente, ficando assim apenas com o pretendido
OE.

3.2.3 Analise do 6leo essencial

Apds a extracao do OE, procedeu-se a determinacao e quantificacao dos compostos presentes
no OE. Para tal, recorreu-se a analise por cromatografia gasosa com detetor de ionizacao de
chama. Assim, foi necessario preparar a solucao do OE obtido e transferiu-se para um balao
volumétrico de 5 mL, perfazendo o volume com hexano. De seguida, colocou-se 500 uL da
solucao de OE juntamente com 50 uL de uma solucao de dodecano com uma concentracao de
205 mg mL™" no vial para o GC/FID. O dodecano constitui o padrao interno, e, por esse motivo,
serve de referéncia para os outros picos, posteriormente identificados. Apos todos os vials
estarem prontos, procedeu-se a introducdo no injetor automatico do GC/FID para posterior

analise.
3.2.4 Microencapsulacao

Para a microencapsulacao do OE, foi necessario a preparacao das solucdes aquosas de GE, CMC
e o padrao de mistura constituido pelos dois compostos maioritarios, citronelol e geraniol. Para
a preparacao das solucdes aquosas de GE e CMC, pesou-se 100 mg de cada composto e dissolveu-
se separadamente em 10 mL de agua ultrapura (UPW), recorrendo a uma placa de agitacao com
aquecimento, sendo T= 40 °C. Estas solucdes aquosas foram preparadas no instante do
procedimento da microencapsulacao. Para a preparacao do padrao de mistura dos dois
compostos, pesou-se uma massa previamente calculada (cumprindo a concentracao de 0,5 mg

mL") e perfez-se o volume com hexano num balado volumétrico de 10 mL.

E importante referir que no processo de coacervacdo procedeu-se a realizacdo de um outro
procedimento, na qual a quantidade de CMC foi reduzida para metade, de modo a perceber a

influéncia da CMC no processo de obtencao de microparticulas.
3.2.4.1 Coacervacao

Apos preparacao da solucao aquosa de GE, adicionou-se o padrao de mistura dos dois compsotos
maioritarios, mantendo-se agitacao constante. Seguidamente, recorreu-se ao homogenizador
de alta performance durante 5 minutos a 5000 rpm, permitindo a formacao da emulsao.
Adicionou-se lentamente a CMC e ajustou-se o pH para 4,0 através da adicao de uma solucao
de acido acético 2M. Apods o ajuste de pH, a solucdao permaneceu em agitacao durante 30

minutos. No final, recorreu-se a um banho de gelo de modo a facilitar a precipitacao das
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microparticulas e permaneceu no congelador durante toda a noite. As microparticulas foram
filtradas usando um papel de filtro Whatman™ de 0,45 um e congeladas durante 24 horas a -4
°C, para posterior liofilizacao durante 72 horas. Apos liofilizacdao, as microparticulas foram

caracterizadas. Este processo encontra-se representado pelo esquema presente na Figura 12.

n [ o &£
O*0* 0%

Gelatina  Emulsificacdo Adicao de Ajuste de Banho de gelo
CcMC pH

Figura 12: Esquema representativa do procedimento da coacervacdo
3.2.4.2 Coacervac¢ao com surfactante

Para a microencapsulacao através de um processo de coacervacao com a utilizacdo de um
surfactante, utilizou-se o Span 80 como surfactante. A solucao de Span 80 foi preparada
dissolvendo 5 mL em 100 mL de diclorometano. Apds a preparacao da solucao aquosa de GE,
adicionou-se o padrao de mistura, mantendo-se agitacao constante. Seguidamente recorreu-se
ao homogenizador de alta performance a 5000 rpm durante 5 minutos, permitindo-se assim a
formacao da emulsdo. De seguida adicionou-se lentamente a solucao aquosa de CMC, mantendo
a agitacao. A emulsao foi vertida na solucao de Span 80, previamente preparada e deixou-se
sob agitacao constante durante 3 horas, permanecendo no interior da hotte com a exaustao
ligada, permitindo a evaporacao do solvente. As microparticulas foram filtradas usando um
papel de filtro Whatman™ de 0,45 pm e congeladas durante 24 horas a -4 °C, para posterior
liofilizacao durante 72 horas. Apos liofilizacdo, as microparticulas foram caracterizadas. Este

processo encontra-se representado pelo esquema presente na Figura 13.

n I a o
N*o*0%*0*»0°

Gelatina Emulsificagéo Adicao de Emulsao Span 80
CMC

Figura 13: Esquema representativo do procedimento de coacervacdo com surfactante
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3.2.4.3 Multipla Emulsdao com evaporac¢ao de solvente

Na técnica de multipla emulsao o padrao da mistura dos dois compostos (citronelol e geraniol)
constitui a fase 6leo (01). Como fase aquosa W; temos a CMC dissolvida em UPW. Numa primeira
fase, adicionou-se a fase O1 na fase W, e recorreu-se ao vortex durante 3 minutos, levando a
formacao da emulsao O1/W;. Para a fase oleosa (0;), foi dissolvida uma massa de 500 mg de
PLGA em 50 mL de diclorometano (10 g L"), formando uma solucdo polimérica. A emulsdo O1/Ws
foi adicionada a fase oleosa O,, emulsificando com o auxilio de um homogeneizador de alta
performance a 5000 rpm durante 5 minutos. Estas emulsdes foram adicionadas a 100 mL de
solucao de alcool polivinilico a 1 m/m% (W) e emulsificadas usando um homogeneizador de
alta performance a 5000 rpm durante 5 minutos. A evaporacao do solvente, permitindo o
endurecimento das microparticulas, foi realizada por agitacao continua da multipla emulsao
numa placa de agitacdo a 700 rpm durante trés horas numa hotte a temperatura ambiente,
com exaustdao ligada. As microparticulas formadas foram recuperadas através de filtracao
usando um papel de filtro Whatman™ de 0,45 pm e lavadas com 150 mL de agua destilada para
remover os residuos de alcool polivinilico. As microparticulas recuperadas foram congeladas
durante 24 horas a -4 °C e liofilizadas durante 72 horas. Este processo encontra-se representado

pelo esquema presente na Figura 14.

. .
O"’ﬁ""’ *g]"‘\%*g

w
1 W1 02
Adicdo da fase 0, Emulsificacao Verter  Emulsificacao O,/W,/0, 0,/W./0,/W,
na fase W1 rapidamente

Figura 14: Esquema representativo do procedimento da multipla emulsdo

3.2.5 Gestao de residuos

Durante este projeto, a maioria dos residuos produzidos consistiam em padroes individuais
(citronelol, geraniol, pulegona, terpeniol e eugenol) em solucao de hexano e solucdes aquosas
contendo o material vegetal de geranio numa fase inicial. Outros residuos gerados incluiram
solucdes aquosas de carboximetilcelulose e gelatina. Todos os residuos foram armazenados em
frascos de vidro apropriados para esta finalidade, devidamente etiquetados, até serem tratados
pela unidade especializada em gestao de residuos da universidade: Sistema de Gestao
Ambiental da FEUP - EcoFEUP.
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4 Resultados e Discussao

4.1 Validacao do método analitico

Apds a injecao dos padrdes no cromatdgrafo gasoso, foi possivel obter um cromatograma como

esta representado na Figura 15, permitindo assim a analise dos compostos presentes em cada
padrao.
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Figura 15: Cromatograma obtido pelo GC-FID do padrdo P5 (composicdo/concentracées

apresentada na tabela A1)

Apds a analise dos padrées no GC/FID, foi possivel a construcao das retas de calibracao para
cada composicao e a posterior validacao das mesmas (Anexo A: Figuras A1 a A5). A validacao
do método tem em conta os seguintes critérios:

¢ Areta tem de ter pelo menos 5 pontos

e Gama de concentragdes tem de diferir no minimo num fator de 10
e R>0,995

e b-s, <O<b+sp

e s,/ax 100 < 5%

Assim, se a reta obedecer a estes 5 parametros pode concluir-se que é valida. Na Tabela 6,

estao apresentados os valores obtidos para cada reta de cada composto para posterior validacao
(Alves, 2013).
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Tabela 6: Par@metros para validacdo do método analitico

Composto Equacdo da reta R Sa b-sp b+s, Validacao
a
Eugenol RA=(0,042+0,002)C 0,998 2,187 -0,110 0,188
+(0,039+0,277)
Terpineol RA=(0,048+0,002)C 0,998 2,460 -0,118 0,253
+(0,067+0,345)
Citronelol RA=(0,042+0,002)C 0,998 2,168 -0,100 0,194
+(0,047+0,274)
Geraniol RA=(0,045+0,002)C 0,997 2,555 -0,143 0,332
+(0,095+0,442)
Pulegona RA=(0,046+0,002)C 0,998 2,386 -0,104 0,220

+(0,058+0,301)

RA: razdo entre a area do pico do composto e a area do pico do padrédo interno (dodecano); C: concentracdo do

composto (mg L"); R: Coeficiente de correlacdo

Como se pode observar pela Tabela 6, todas as retas cumprem os critérios de validacao do

método analitico. A partir das retas de calibracao foi possivel calcular os limites de detecao e

de quantificacdo para cada composto. O limite de detecao (LD) corresponde a concentracao

minima a partir da qual é possivel detetar a presenca do composto (Equacdo 2). O limite de

quantificacdo (LQ) é a concentracao mais baixa do composto que é possivel medir com o grau

de precisao e de exatidao definidos no método (Equacdo 3). Assim, na Tabela 7, esta

apresentada a gama de linearidade bem como os respetivos valores dos limites de detecao e de

quantificacao para cada composto.

Tabela 7: Gama de linearidade e limites de detecdo de quantificacdo para cada composto

Gama de linearidade

Composto (mg L) R? LD (mgL™") LQ (mg L")
Eugenol 0,078-387,720 0,996 0,128 0,426
Terpineol 0,074-372,044 0,995 0,077 0,257
Citronelol 0,077-384,836 0,996 0,152 0,505
Geraniol 0,097-485,724 0,995 0,145 0,485
Pulegona 0,071-353,080 0,996 0,069 0,229

RZ: coeficiente de correlacdo quadratico; LD: limite de detecdo; LQ: limite de quantificacdo
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O LD e o LQ foram calculados tendo em conta a altura do pico do composto e a altura do pico
de ruido. Assim, para este calculo foram utilizados 3 padroes, o padrao com concentracao mais
baixa (padrao 1), o padrao de concentracao intermédia (padrao 5) e o padrao de concentracao
mais elevada (padrao 10). Para cada um foi feita a média das alturas tanto do pico do composto
como do pico do ruido e posteriormente foi calculado o S/N pela Equacao (1) (Shrivastava,
Alankar;Gupta, 2011).

S _- altura do pico do composto (1 )
N altura do pico de ruido

A partir da Equacao (1), € possivel calcular o limite de detecao e de quantificacao através das
equacoes (2) e (3), respetivamente, nas quais Cpadrio COrresponde a concentracao do composto

no padrao em questao.

LD= 3Cp(;dl’(70 (2)

N

10Cpadrio
LQ = —= 3)

N

Analisando a Tabela 7, pode concluir-se que é possivel detetar todos os compostos a excepcao
da pulegona e do terpineol para a concentracao mais baixa, uma vez que o limite de detecao
estd abaixo da concentracao dos compostos no padrao 1. Relativamente ao limite de
quantificacdo, a semelhanca do que acontece com o limite de detecdo, nao é possivel

quantificar todos os compostos no padrao 1.

4.2 Extracao por SDE do padrao analitico

Para os estudos de precisao, foram efetuadas extracées do padrao analitico 8. Assim, foram
calculados os coeficientes de variacao e as eficiéncias de extracao para cada composto (ver
Anexo B). De modo a efetuar estes calculos, realizaram-se 3 extracoes de 2 mL do padrao 8
recorrendo ao método SDE e, posteriormente, foi feita a analise do extrato no cromatografo
gasoso com detetor de ionizacao de chama. Na Figura 16, estao apresentados os respetivos
valores dos coeficientes de variacao e das eficiéncias de extracao. Analisando a Figura 16,
conclui-se que os coeficientes de variacao estdao acima do esperado, principalmente para a
pulegona e o terpineol. No entanto, avaliando em termos gerais, os valores sao aceitaveis.
Relativamente aos valores das eficiéncias de extracdo, conclui-se que o maior valor da
eficiéncia de extracao pertence ao citronelol. Este valor era esperado, uma vez que o citronelol
€ 0 composto que possui um dos pontos de ebulicao mais baixos, pelo que tem uma volatilidade

superior aos outros compostos.
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Eugenol

Geraniol

Citronelol

Terpineol

Pulegona

i

0

IS

6 20% 40% 60% 80% 100%

mCV% mEE%

Figura 16: Valores de coeficientes de variacdo (CV%) e das eficiéncias de extracdo (EE%) para

todos os compostos

No entanto, estes resultados ainda sao complementados pela solubilidade dos compostos no
solvente utilizado, pelo que, embora todos sejam solUveis no éter, o citronelol e o geraniol
apresentam uma maior solubilidade, resultando na diminuicao da volatilidade destes
compostos, e, consequentemente, no aumento das eficiéncias de extracao destes. Para os
restantes compostos, obtiveram-se eficiéncias de extracao superiores a 40% o que é considerado

aceitavel.

4.3 Extracao do geranio pelo método SDE

Para a extracdao do geranio, foram efetuadas 3 extracdes e posteriormente analisados os
extratos no GC-FID, no qual as injecdes foram efetuadas em duplicado. Na Figura 17, esta

apresentado um exemplo de um cromatograma obtido pelo GC-FID do extrato de geranio.

Pela analise do cromatograma, pode verificar-se que os picos que apresentam uma maior area
sao o do citronelol e do geraniol, sendo por isso os compostos em maior quantidade. Apds a
analise dos resultados de injecao (em duplicado) por cada uma das trés extracoes efetuadas do
geranio, foi possivel calcular os valores percentuais de cada composto no extrato, como esta

apresentado na Figura 18.
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Figura 18: Cromatograma obtido por GC-FID de extrato de gerdnio
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Figura 17: Valores percentuais de cada composto no extrato. Resultados obtidos a

partir de trés extracbes de geranio e andlise em duplicado por GC-FID

Pela analise da Figura 18, conclui-se que os compostos com valor percentual mais elevado sao
o citronelol e o geraniol, constituindo os compostos maioritarios do OE do geranio,
comprovando o descrito na literatura. Para além destes, também a pulegona esta presente no
extrato, embora com um valor percentual relativamente baixo. Relativamente ao terpineol e
ao eugenol sdo compostos que tém valor percentual desprezivel, o que era esperado, uma vez
que pela pesquisa bibliografica efetuada sao compostos que por norma nao estao presentes no
OE do geranio.

Para além desta analise dos compostos presentes no extrato, ainda foi possivel calcular a
concentracao dos compostos no OE e os respetivos coeficientes de variacao, valores esses que
estao presentes na Tabela 8.
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Tabela 8: Compostos voldteis encontrados no extrato de gerdnio

Composto Concentracédo (mg L") CV(%)
Eugenol 1,09 11,82
Terpineol 0,07* 14,76
Citronelol 823,62 0,66
Geraniol 99,38 12,58
Pulegona 7,45 9,58

CV(%): Coeficiente de variacdo em percentagem. Resultados obtidos a partir de trés analises dos extratos do geranio
por GC-FID. *concentracao do composto abaixo do LD (calculado a partir das equacées 1, 2 e 3)

Analisando a Tabela 8, conclui-se que os valores dos coeficientes de variacao encontram-se a
baixo de 15% para todos os compostos, sendo considerados aceitaveis, por esse motivo, os
resultados sao considerados precisos. Tendo em conta os limites de detecao e quantificacao
anteriormente calculados e os valores das concentracdes de cada composto, conclui-se que o
terpineol nao é detetado, uma vez que a concentracao deste composto é mais baixa que o
limite de detecdo e confirmando que este composto nao esta descrito na literatura como
constituinte comum do geranio. Quanto ao eugenol, a sua concentracao é relativamente baixa,
concluindo-se, assim, que existem quantidades vestigiais de eugenol no extrato do geranio em
estudo. Para os restantes compostos, sao todos detetados e quantificados, sendo os
componentes os maioritarios do OE, o citronelol e o geraniol. Analisando o limite de
quantificacdo, concluimos que todos os compostos sdao quantificados, uma vez que as

concentracdes destes sao todas superiores aos valores do limite de quantificacao.

4.4 Microencapsulacao

4.4.1 Rendimento de produc¢ao das microparticulas

Para o calculo do rendimento de producao das microparticulas, recorreu-se a equacao (4).

WM

RP % = T (4)

onde Wy é a massa das microparticulas recuperadas apods o processo de liofilizacdao, W, é a
massa de OE utilizado inicialmente no processo de microencapsulacao e Wp é a massa dos
polimeros utilizados para a microencapsulacao dos compostos maioritarios do OE do geranio.
Os valores das massas necessarias para o calculo do rendimento de producdao das
microparticulas estao apresentados na Tabela 9. Segundo a técnica O1/W1/02/W-, foi preparada

uma fase oleosa, O;. Esta solucao corresponde a uma solucao padrao de mistura de citronelol
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e geraniol em hexano, com uma concentracao de 0,5 mg/mL, de cada composto. Deste modo,
considerando um volume de encapsulacao de O; de 10 mL, pretendeu-se encapsular 5 mg de
cada um dos compostos, correspondendo a uma massa final de compostos de 10 mg. Deste
modo, e tal como esta apresentado na tabela 9, o rendimento do produto foi de 25.6%. Apesar
de este valor poder ser considerado relativamente baixo quando comparado com outros valores
de rendimento de produto encontrados na literatura, considera-se que este valor foi aceitavel
tendo em conta os objetivos principais desta tese. Paulo & Santos (2018a) reportaram valores
de rendimento de produto superiores a 90%, num processo otimizado a escala laboratorial. No
entanto, note-se que esta foi a primeira vez que este tipo de emulsao foi experimentalmente

testada e que o processo nao foi otimizado.

Tabela 9: Massas dos polimeros, do oleo essencial e das microparticulas apos liofilizacGo (mg)

m (PLGA) (mg) 500,50
m (CMC) (mg) 100,90
m (OE) (mg) 10
m (microparticulas apos liofilizacao) 154,99
RP (%) 25.6%

Assim, tendo em conta a equacao (4), obteve-se um rendimento de 25.6%. E importante referir
que este rendimento so foi calculado para as microparticulas obtidas pela técnica da mdltipla
emulsdo, uma vez que a partir da coacervacao nao foi possivel obter microparticulas (apenas

se obteve um aglomerado polimérico).
4.4.2 Morfologia das microparticulas

Apds a realizacao dos diferentes procedimentos para a obtencao de microparticulas utilizando
um padrao de mistura constituido pelos dois compostos maioritarios, recorreu-se ao SEM para
a analise da morfologia das microparticulas, de modo a compreender as suas respetivas
caracteristicas. Assim, na Figura 19 estao representadas as microparticulas obtidas a partir do
procedimento da multipla emulsao. Analisando a Figura 19 pode concluir-se que este método
permitiu a obtencdao de uma elevada quantidade de microparticulas que apresentam uma
elevada polidispersividade, caracterizada por uma distinta gama de dimensdes das
microparticulas. Embora as microparticulas apresentem uma forma esférica em todos os casos,
estas sdao de tamanho variavel e com caracteristicas na morfologia bastante distintas, como se
pode analisar pela Figura 19A. Na Figura 19B, obteve-se uma visao completa de uma das muitas
microparticulas obtidas, na qual se pode verificar que estas apresentam varias cavidades,
podendo ser confundidas com poros, no entanto, verificou-se que estas cavidades nao
correspondem a poros mas sim alteracoes superficiais, cujo o estudo recomenda-se que seja

efetuado em trabalhos posteriores.
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A B c

Figura 19: Microparticulas obtidas a partir do método da multipla emulsdo (uma ampliacdo de
2500x é apresentada em A, uma ampliacdo de 2000x é apresentada em B e uma ampliacéo de
6000x é apresentada em C); intensidade 10.00kV)

Para além disso, foi possivel verificar que microparticulas de tamanho inferior formaram
aglomerados, nos quais estas apresentam pouca rugosidade e um menor numero de cavidades,
ao contrario do que acontece com as microparticulas de tamanho superior, como se pode

verificar pela Figura 19C.

Deste modo, e de forma inovadora, verificou-se a possibilidade da inclusao de OEs em matrizes
poliméricas, recorrendo a uma multipla emulsao (01/W1/02/W-), tal como esta descrito na
seccao 3 deste documento. Resultados comparativos relativos a morfologia obtida nao foram
encontrados na literatura, uma vez que esta foi a primeira vez que se efetuou a analise
morfoldgica a microparticulas obtidas por esta técnica. Estes resultados sdao inovadores e de

grande importancia cientifica.

Relativamente ao processo de coacervacao, foram efetuados dois procedimentos em que num
deles foi efetuada uma alteracao ao procedimento descrito, no que diz respeito a quantidade
de CMC utilizada. Assim, na Figura 20 estao apresentadas as microparticulas com a quantidade

pretendida (A) e outras com uma quantidade inferior (B e C).

Pela analise da Figura 20A pode concluir-se que a morfologia é amorfa, pelo que nao ha
qualquer microparticula definida. Na Figura 20B pode observar-se estruturas em forma de
placa, com uma porosidade muito elevada. Dado que nestas microparticulas foi efetuada uma
alteracao ao procedimento e, por esse motivo, a concentracao de CMC é inferior a de gelatina,

0 que pode ser o motivo da dificuldade na formacao de microparticulas. Contudo, como se
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verifica pela Figura 20C, ha, de facto, uma tentativa de formacao de microparticulas, mas que

nao foi efetuada com sucesso.

A B c

Figura 20: : Microparticulas obtidas a partir da técnica de coacervacdo (uma ampliac@o de 1000x é

apresentada em A e B e uma ampliacdo de 2000x é apresentada em C); intensidade 10.00kV)

Relativamente ao processo de coacervacao com surfactante, nao foi possivel analisar a
morfologia recorrendo ao SEM, uma vez que a amostra, apos liofilizacao, apresentava, ainda,
alguma oleosidade caracteristica dos compostos a microencapsular e os processos de analise

por SEM requerem que as amostras se encontrem totalmente secas.

4.4.3 Distribuicdo de tamanho das microparticulas

Para a determinacao do tamanho das microparticulas recorreu-se a metodologia de
granulometria a laser, o que permitiu a analise da variabilidade de tamanho das
microparticulas. Uma vez que a analise a partir do SEM permitiu concluir que apenas ocorreu a
formacao de microparticulas para a técnica da maltipla emulsao, apenas estas microparticulas
foram sujeitas a granulometria a laser. Assim, obtiveram-se os dados apresentados na Tabela
10.

Tabela 10: Dados da distribuicGo média de tamanho obtidos a partir da granulometria a laser

Experiéncia M (um) DS (um) CV (%) D1o Dso Dgo PDI
1 71,4 138,1 193,2 2,6 20,7 182,9 8,7
2 69,8 135,7 194,4 2,7 20,4 177,3 8,6
3 54,1 91,7 169,5 2,70 19,3 145,0 7,4

M: Média em pm; DS: Desvio padrao; CV: coeficiente de variacao; PDI: poli dispersive index

Os valores de polidispersividade foram calculados a partir da equacao (5).
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PDI = Dgo—D1g (5)

50

Em que Do, Dso e D1o, representam os valores de diametro caracteristicos a 90%, 50% e 10% do

volume de amostra analisado.

Deste modo pode concluir-se que o tamanho médio de particula foi de 65.1 + 26 pm, e a
polidispersividade média foi de 8.2 + 0.7. O tamanho médio de particula foi relativamente
baixo, aproximando-se de valores nanométricos, o que revela uma caracteristica muito
importante deste estudo: foi possivel encapsular compostos presentes em OEs utilizando uma
técnica de multipla emulsao sem a obtencao de particulas com tamanhos caracteristicos
grandes. De facto, as forcas intermoleculares que se estabeleceram, bem como a grande
estabilidade das emulsées formadas devem ter contribuido positivamente para o valor
apresentado. Tal como seria de esperar pelos estudos de SEM, as microparticulas sao muito
polidispersas: a diferenca entre os diametros nos volumes caracteristicos de 90% e 10% foi cerca
de 8 vezes maior que a mediana do tamanho de particula.

Para além dos resultados apresentados na Tabela 10, foi possivel a construcao dos graficos
relativos a distribuicao em volume, em area e em nimero. Contudo, a analise sera efetuada
apenas para o grafico com distribuicao em volume, apresentado na Figura 21, resultado das
trés leituras efetuadas das microparticulas. Pela analise da Figura 21, pode verificar-se a
inexisténcia de um Unico pico, havendo, portanto, a presenca de varios picos. Deste modo
conclui-se que a distribuicao foi multimodal, sendo essencialmente unimodal para diametros
superiores de 450 pm. Assim, a presenca de aglomerados de microparticulas pode ser a
justificacao para estes diversos picos, reforcados pelos valores elevados de PDI. Os resultados
de granulometria a laser suportam os resultados obtidos da analise morfolégica bem como da
distribuicao de tamanho de particula: a maioria do volume de particulas analisada apresenta
tamanhos baixos, no entanto muito polidispersos, aqui representados pela presenca de uma

curva multimodal.
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0.5

0 200 400 600 800 1000

Figura 21: Distribuicdo em volume das microparticulas
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5 Conclusodes

Nesta dissertacao foi efetuada a extracdao do OE de geranio e, posteriormente, a sua
quantificacao pelo GC-FID. Para tal, foi necessario proceder a validacao do método analitico,
que permitiu concluir que o método era valido e que as retas de calibracdo cumpriam todos os

parametros.

Relativamente ao método de extracdo, o SDE permitiu extrair com sucesso o OE do geranio com
eficiéncias de extracdo consideraveis para todos os compostos, variando entre 36,9% - 67,5%,
sendo o citronelol e o geraniol os compostos com as eficiéncias de extracao mais elevadas. O
eugenol, a pulegona e o terpineol apresentam as eficiéncias de extracao mais baixas, o que
permite concluir que sendo os compostos mais volateis e devido ao tempo de extracao utilizado
podem ocorrer perdas por volatilidade. Para além disto, apo6s a extracao do OE procedeu-se a
respetiva quantificacdo dos compostos recorrendo ao GC-FID. Assim, pode concluir-se e
comprovar que os compostos maioritarios sao o citronelol e o geraniol, compostos esses que

foram extraidos com as maiores eficiéncias de extracao.

Apoés a extracao do OE, efetuaram-se trés procedimentos distintos para a microencapsulacao
dos dois compostos maioritarios: coacervacdo, coacervacao com surfactante e multipla
emulsao. Contudo, os resultados obtidos permitiram concluir que embora a coacervagao seja o
método mais descrito na literatura para a microencapsulacao de compostos hidrofébicos, este
ndo apresentou formacao de microparticulas, pelo que apenas se obtiveram estruturas em
forma de placas. Pelo contrario, o método da multipla emulsao, embora nao esteja descrito na
literatura para este tipo de compostos, permitiu a formacao de microparticulas de forma

esférica, embora com uma elevada polidispersividade e rugosidade.

Assim, a partir destes resultados, conclui-se que de facto foi possivel obter microparticulas de
OE do geranio. No entanto, é importante que se efetuem mais estudos de modo a ajustar todos

os parametros para a obtencao de resultados mais conclusivos.
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6 Avaliacao do trabalho realizado

6.1 Objetivos Realizados

Apesar de todos os obstaculos que foram surgindo, os objetivos propostos foram todos
concretizados com sucesso. No entanto, se o tempo nao fosse uma condicionante poder-se-ia
ter testado outros procedimentos de microencapsulacao e efetuado uma caracterizacao das

microparticulas mais a fundo, complementando assim os resultados obtidos nesta dissertacao.

6.2 Limitacées e Trabalho Futuro

Ao longo desta dissertacao ocorreram algumas limitacées que condicionaram o periodo de
tempo para a execucao de alguns procedimentos tais como a partilha do liofilizador por varios

investigadores e a indisponibilidade de alguns equipamentos tais como o SEM e o Coulter.

A nivel de trabalho futuro, seria interessante a realizacdao da microencapsulacao do extrato
obtido, uma vez que apenas foi efetuada para os dois compostos maioritarios do geranio. Para
além disso, seria interessante otimizar a técnica da mdltipla emulsdo, preparando
microparticulas com alteracoes ao procedimento apresentado, de modo a perceber as
concentracoes mais favoraveis dos polimeros utilizados e de que modo sera possivel obter
microparticulas uniformes, com baixa polidispersibilidade e menor formacao de aglomerados e
analisar as alteracoes superficiais das microaprticulas que nao correspondem a poros. Para além
disso, ainda seria importante determinar a capacidade antioxidante das microparticulas, uma
vez que o geranio é considerado uma das plantas medicinais com mais carateristicas
antioxidantes. Por altimo, realizar os estudos de libertacdo controlada seria o auge deste
trabalho futuro, dado que constitui uma das partes mais importantes da microencapsulacao e
que permite a compreensao do modo como se podem incorporar estas microparticulas para as

mais diversas finalidades e industrias.

6.3 Apreciacao Final

De uma forma geral, o balanco desta dissertacao € positivo. Contudo, os resultados ainda podem
ser considerados preliminares, principalmente ao nivel da microencapsulacao, sendo necessario

serem desenvolvidos e aprimorados para obter resultados ainda melhores.
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Anexo A

Na tabela A1 estao apresentados os valores das concentracoes de cada composto nos 10 padrées

de mistura preparados.

Tabela A 1: Concentracbes de cada compostos nos diferentes padrées

Concentracdo (mg L")

Eugenol (S)-(-)-a-Terpineol Citronelol Geraniol Pulegona

P10 387,72 372,04 384,84 485,72 353,08
P9 271,40 260,39 269,39 340,01 247,16
P8 155,09 148,82 153,93 194,29 141,23
P7 116,32 111,61 115,45 145,72 105,92
P6 77,54 74,41 76,97 97,14 70,62
P5 38,77 37,20 38,48 48,57 35,31
P4 7,75 7,44 7,70 9,71 7,06
P3 3,88 3,72 3,85 4,86 3,53
P2 0,78 0,74 0,77 0,97 0,71
P1 0,08 0,07 0,08 0,10 0,07

Assim, ap0s a injecao dos padroes no cromatografo gasoso com detetor por ionizacao de chama

e utilizando os valores das concentracdes de cada composto nos padroes, obtivemos as retas

de calibracao para cada composto que se encontram apresentadas nas figuras seguintes.
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Figura A1: Reta de calibracdo da pulegona
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Figura A4: Reta de calibracdo do geraniol
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Anexo B

Para o calculo da eficiéncia de extracao foram utilizadas as equacoes apresentadas.

_ Rmédio—b
Cinjetada - ea (B1)

na qual a razao média corresponde a média entre a razao da area do composto e a area do

padrao interno (dodecano).

Uma vez calculada a concentracao injetada a partir da equacao B1, calculou-se a concentracao

sem padrao interno, a partir da equacao B2.

_ CinjetadaVF
Csempr =—, ——— (B2)
diluido

na qual VF corresponde ao volume final do vial para injecao no GC-FID e Vdiluido corresponde

ao volume do extrato diluido.

Assim, depois dos dois calculos efetuados, calculou-se a eficiéncia de extracao a partir da

equacao B3.

0,005C
EEY% = ————semPl (B3)
0,002Cpadrao
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