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Resumo

O objetivo deste trabalho consiste na producéo de microcapsulas de Oleo de Tomilho revestidas
com um polimero biodegradavel, PLGA, através de um método recente de coacervacdo, ja testado. O uso
de um polimero biodegradavel deve-se a sua facil biodegradacdo e biocompatibilidade, possibilitando
assim a libertacdo do principio ativo. Ja o principio ativo, o Oleo de Tomilho é caracterizado pela
excelente capacidade antimicrobiana que possuiu, devido a alguns dos seus constituintes, nomeadamente
Timol e Carvacrol.

A viabilidade das microcapsulas produzidas com dois tipos de Oleo de Tomilho foi avaliada
através da microscopia Otica, analise do tamanho de particulas e cromatografia gasosa permitindo assim
analisar, respetivamente, a morfologia das microcapsulas, o didmetro interno das particula e a espessura
da membrana, e calcular a eficiéncia de encapsulagéo do principio ativo.

A capacidade antimicrobiana do Oleo de Tomilho foi testada, de forma a averiguar a
possibilidade de uma futura incorporacgdo das microcapsulas produzidas em cosméticos.

Palavras-Chave: Microencapsulagdo, coacervagdo, 6leos essenciais, acido Poli (lactico-co-glicolico),

eficiéncias de encapsulacdo, testes antimicrobianos
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Abstract

The main goal of this work is a production of Thyme Oil microcapsules coated by a
biodegradable polymer, PLGA, through a recent coacervation process, already tested. A biodegradable
polymer was used due to its easy biodegradation and biocompatibility, allowing the release of active
principle. The active principle, Thyme Oil, is characterized by excellent antimicrobial activity due to
some of its components, namely Thymol and Carvacrol.

The viability of produced microcapsules with two types of Thyme Qil was evaluated through
optic microscopy, particle size analysis and gas chromatography. These methods allowed to analyze the
microcapsules morphology, the diameter of the particles and thickness of membrane, and calculation of
encapsulation efficiency of active principle.

The Thyme Oil antimicrobial activity was tested too, in order to verify the possibility of a future

incorporation of the produced microcapsules in cosmetics.

Keywords: Microencapsulation, coacervation, essential oils, poly(lactic co-glycolic) acid, encapsulation

efficiencies, antimicrobial tests
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1 Introducao

1.1 RELEVANCIA E MOTIVACAO

A microencapsulagdo é uma técnica que tem vindo a ganhar forma ao longo dos tempos. Prova
disso é a crescente informacao disponivel em bases de dados cientificas. Entre artigos, livros ou reviews
contabilizam-se, s6 na base de dados Scopus, cerca de 7800 ‘publicagdes’ desde 0s anos 60. Os estudos
desenvolvidos sobre microencapsulacdo surgem um pouco por todo o mundo, no entanto é possivel
observar na Figura 1 que os desenvolvimentos desta técnica sio mais elevados na Asia, com 35% do total
de informacdo existente sobre esta tematica, seguindo-se a Europa com 33%, uma vez que paises como
China, India, Japdo ou Franca, Alemanha e Espanha sio os maiores contribuintes para estes valores
(Scopus, 2014).

Com base no Scopus e contabilizando apenas 0s paises europeus sabe-se que Portugal é o oitavo
pais com cerca de 100 publicagdes, sendo que a Franca lidera com pouco mais de 350 publicagdes.
Apesar da continua investigacdo em Portugal, a microencapsulagdo é ainda um tema em
desenvolvimento, no entanto é necessario ‘abrir horizontes’ pois esta técnica apresenta diversas vantagens
na sua utilizacdo e também é bastante relevante em varias aplicacoes.

Africa
1%

Ocelnia

2%

América

29%

Figura 1: Distribuicdo das publicacGes sobre microencapsulagdo por continentes desde 1960 até ao

presente, segundo a base de dados Scopus (Scopus, 2014).

A técnica de microencapsulacdo € usada sobretudo na indistria alimentar, farmacéutica, téxtil e
cosmética, sendo que nesta em particular, a microencapsulacdo tem a capacidade em associar produtos
incompativeis, preservar produtos volateis, permitir uma libertagdo controlada do principio encapsulado,
proteger substancias ou mascarar odores (Robert-Blondel, 2014).

Na inddstria cosmética em especifico, além das vantagens ja referidas, a microencapsulacdo

permite ter uma grande facilidade na escolha do mecanismo de libertacdo do principio ativo (Fairhurst &
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Loxley, n.d.). Este mecanismo é assim escolhido face a finalidade da substancia encapsulada uma vez que
0 uso da técnica de microencapsulacdo nos cosméticos compreende diversos produtos. Exemplos destes
sdo perfumes, desodorizantes e ainda os produtos direcionados para a pele ou cabelo sendo que o conceito
de libertar um principio ativo num local especifico € usado em protetores solares, cremes faciais, cremes
anti-rugas, libertacdo de sabores ou fragrancias ou marcadores sensoriais. Nos produtos direcionados para
o cabelo, shampoos, agentes anti-estaticos, produtos de coloragdo ou tintas sdo alguns exemplos do uso da
técnica de microencapsulagéo (Martins, 2012; Robert-Blondel, 2014).

Apesar de existirem variados materiais que funcionam como principio ativos (6leos essenciais,
enzimas, proteinas, perfumes, etc), este é escolhido perante a aplicagdo final do produto. Na cosmética o
mais usual é encapsular 6leos essenciais pois devido a sua composicdo, apresentam propriedades
antimicrobianas e antioxidantes e caracteristicas aromaticas e medicinais (Walentowska & Foksowicz-
Flaczyk, 2013). O estudo destas caracteristicas devera ser aprofundado, pois presentes em cremes faciais
(por exemplo) poderdo ser uma mais-valia na saude no que toca a sua aplicacdo e desenvolvimento.

S&do empresas como a Robert Blondel Cosmetics (Robert-Blondel, 2014), Lipo Technologies Inc.,
(LipoTechnologies, 2014), Orlandi (Orlandi, 2014) ou Altana (Altana, 2014) que contribuem para a

crescente producdo de cosméticos cujas formulagdes passam pela técnica de microencapsulagao.

1.2 OBJETIVOS E ORGANIZACAO DA TESE

O objetivo desta tese centra-se na microencapsulacdo de dleos essenciais. Através de um metodo
inovador de coacervacdo, ja testado (Martins, 2012) o objetivo final é produzir microcapsulas de acido
poli (lactico-co-glicdlico), PLGA, um polimero biodegradavel, contendo como principio ativo Oleo
essencial de Tomilho. Posteriormente a formulacdo das microcapsulas, outro dos objetivos desta tese é
estudar a capacidade antimicrobiana do Oleo de Tomilho a fim de se verificar a incorporacdo das
microcapsulas em cosméticos, uma vez que este Oleo essencial apresenta na sua composicdo
determinados compostos que exibem uma atividade antimicrobiana e antioxidante. Por fim, o ultimo
objetivo deste trabalho sdo os estudos de difusdo do principio ativo.

De forma a verificar a viabilidade das microcapsulas produzidas serdo usadas essencialmente trés
técnicas de caracterizagdo: a microscopia 6tica com fim a verificar a morfologia das microcapsulas, a
andlise do tamanho de particulas que possibilita a determinacéo do didmetro médio e posterior espessura
da membrana das microcapsulas e a cromatografia gasosa que permite quantificar o Oleo de Tomilho
encapsulado obtendo-se assim as eficiéncias de encapsulagdo em particular dos componentes principais
do dleo bem como a eficiéncia de encapsulagdo geral. Com o intuito de averiguar a capacidade
antimicrobiana das microcépsulas serdo realizados testes antimicrobianos. Por fim, para os estudos de
difusdo do principio ativo sera quantificado através de cromatografia gasosa o principal componente

deste, o Timol.
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A apresentacdo desta tese resume-se a quatro capitulos. No “Capitulo 1: Introducéo”, é
apresentada a relevancia e motivacdo bem como os principais objetivos e a estrutura base da tese. No
“Capitulo 2: Contexto e Estado da Arte” é feita uma abordagem dos conceitos relevantes ao tema, desde
0s principios ativos, 0s materiais de parede até as técnicas de microencapsulagéo, mecanismos de difuséo
e aplicagbes finais, como também uma abordagem dos desenvolvimentos ja existentes nesta area. O
“Capitulo 3: Descricdo Técnica” visa descrever os reagentes usados, os procedimentos adotados durante
o trabalho experimental, as técnicas de caracterizacdo, os resultados obtidos e a sua discussdo. O
“Capitulo 4: Conclusdes” apresentam as principais conclusfes e 0s proximos passos que se poderdo dar
nesta area. Por fim, todos os contetidos que suportam este trabalho estéo referenciados na Bibliografia.

1.3 CONTRIBUTOS DO TRABALHO

O trabalho desenvolvido teve por base o trabalho elaborado por Martins (2012), que estudou a
microencapsulacéo de 6leos essenciais em PLA, tornando-se assim uma continuacéo deste. Os estudos de
microencapsulacéo de dleos essenciais em PLGA foram realizados no LSRE - Laboratory of Separation
and Reaction Engineering, considerando assim este trabalho uma mais-valia para o laboratério, uma vez
gue uma das suas areas de investigacdo recai nomeadamente na microencapsulacao.

O principal contributo deste trabalho reincide na possivel incorporacdo futura das microcapsulas
de PLGA com 0leos essenciais em cosméticos. Varios trabalhos de microencapsulacdo de 6leos ou
perfumes tém sido desenvolvidos, possibilitando assim uma investigagdo continua nesta &rea uma vez que
permite diversas aplicacdes finais do produto. Na cosmética, a microencapsulacdo ganha relevancia uma
vez que possibilita a difusdo do principio ativo encapsulado. Neste trabalho em particular, a futura
incorporacdo das microcapsulas com dleo essenciais em cosméticos, deve-se sobretudo a capacidade

antimicrobiana presente nos componentes do 6leo
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2 Contexto e Estado da Arte

2.1 MICROCAPSULAS

2.1.1 Definigéo

O processo de microencapsulacdo consiste em revestir particulas de uma determinada substancia
com uma pelicula fina, isto é, um filme de outro composto, normalmente polimérico (Bansode et al.,
2010; Umer et al., 2011) (Figura 2). As particulas formadas apresentam dimensdes entre 1 e 1000 um e
sdo constituidas por um material interno, o nucleo, onde se encontra o principio ativo e por um material
externo, a membrana, cuja funcdo passa pelo revestimento e protecdo do material acondicionado na

microcapsula (Umer et al., 2011).

Principio ativo Membrana Microcéapsula

+0O =0

Figura 2: Composicdo de microcapsulas.

Relativamente ao nucleo, este pode ser designado por fase interna ou principio ativo. Quando se
apresenta sob a forma liquida, o principio ativo pode estar disperso ou dissolvido (Umer et al., 2011). Sdo
exemplos os 6leos essenciais (Martins, 2012). Quando o nucleo é sélido este pode ser fruto de uma
mistura de constituintes ativos, estabilizadores, diluentes ou aceleradores (Umer et al., 2011). Exemplos
de um ndcleo solido sdo os minerais ou dextrinas (Encapsys, 2013). Relativamente & membrana e a sua
natureza esta poderd ser natural, semi sintética ou composta por um polimero sintético (Umer et al.,
2011). Para além de ser chamada de parede, também apresenta designacbes como membrana, fase
externa, concha ou matriz (Cheng et al., 2008). O material de parede ndo deve reagir com o principio
ativo (Umer et al., 2011), devendo assim ter a capacidade de formar uma membrana a volta deste,

originando a microcépsula (Dubey et al., 2009).

2.1.2 Morfologia

Regularmente, o nucleo de uma microcapsula apresenta uma configuracdo esférica, tal como
acontece com a préopria microcapsula (Umer et al., 2011). Assim, é possivel caracterizar as microcapsulas

relativamente a sua morfologia em trés formas: mononuclear, polinuclear ou matriz (Dubey et al., 2009).
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(@) (b) (©)

Figura 3: Morfologias das microcapsulas: (a) mononuclear, (b) polinuclear, (¢) matriz.

Quando se trata de uma microcapsula mononuclear, significa que esta apresenta apenas um
nucleo e este esta envolvido pelo material de parede (Figura 3(a)). Quando a microcapsula é polinuclear,
esta contém varios nucleos, todos eles cercados pela mesma membrana (Figura 3 (b)) (Umer et al., 2011).
Quando a morfologia é do tipo matriz esta indica que os principios ativos estdo integrados dentro da
matriz do material de parede (Figura 3(c)).

Os trés tipos de morfologia sdo condicionados pelo material de parede escolhido e pela técnica de
microencapsulacdo usada (Dubey et al., 2009).

2.1.3 Background historico

O conceito de microencapsulagdo surgiu pela primeira vez em 1930 aquando da utilizagdo da
técnica de spray drying (Cheng et al., 2008). Ainda por volta desse ano, Bungerburg de Jong e Kass
desenvolveram um processo de microencapsulacdo de esferas de gelatina usando a técnica de coacervagao
(Kumar et al., 2013).

No entanto, foi em 1954 que surgiu a primeira aplicagéo significativa da microencapsulacéo: o
papel de copia sem carbono. Barrett Green e Lowell Schleicher desenvolveram este produto através do
uso da técnica de coacervacdo para a empresa americana National Cash Register®. O papel de cépia
(Figura 4) continha microcdpsulas de tinta, que por sua vez, continha uma baixa percentagem de
pigmentos (2 a 6%). Quando ocorria pressao por parte de uma caneta ou lapis no papel, as microcapsulas
quebravam-se e o pigmento era libertado. Devido as mudancas
de pH a sua cor alterava, levando assim a formagédo da copia
(Brasileiro, 2011; Dubey et al., 2009).

ApOs 1954, outros produtos que usavam o método de
microencapsulacdo foram surgindo. Em 1960, J.L. Fergason

desenvolveu microcapsulas de cristais liquidos por

coacervacdo de gelatinas a fim de obter dispositivos
Figura 4: Papel de copia sem carbono

(Hiwtc, 2014).

termossensiveis (Dubey et al., 2009). Por volta da década de
80, a NASA utilizou a microencapsulagdo de PCM’s (Phase
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Change Materials) nos fatos espaciais de modo a reduzir o impacto das altas variacdes de temperatura
sentidas pelos astronautas (Nelson, 2002).

Nos dias de hoje, em pleno século XXI, a microencapsulacdo é usada numa vasta gama de
aplicagdes, como a industria téxtil, industria farmacéutica, agricultura, medicina ou cosméticos (Cheng et
al., 2008). O uso da técnica de microencapsulagdo tem aumentado ao longo dos anos e isso verifica-se

pelo nimero de artigos publicados, o que mostra a Figura 5.
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Figura 5: Namero de artigos publicados nos dltimos vinte anos, retirado da base de dados Scopus,

palavras-chave “microencapsulation” + tipo de documento “article” + ano (Scopus, 2014).

Pela Figura 5 é possivel concluir que, nos ultimos vinte anos, apesar de algumas oscilacfes de
ano para ano, o estudo e desenvolvimento da técnica de microencapsulagdo tem tendéncia a aumentar. E
de salientar ainda que, segundo a base de dados Scopus, desde 1960 até aos dias de hoje contabilizam-se
5876 artigos publicados sobre microencapsulagéo. No presente ano, 2014, ja se contabilizam 257 artigos
publicados (Scopus, 2014).

2.1.4 Beneficios da Microencapsulacéo
A microencapsulacdo é uma técnica bastante usada, quando o objetivo principal é isolar um
determinado principio ativo do ambiente que o rodeia e que o pode adulterar e quando se pretende
controlar a difusdo do principio ativo.
Assim poderdo ser considerados como beneficios:
1. A estabilidade do material encapsulado, promovendo a protecdo deste contra os agentes
atmosfeéricos (luz, humidade, calor, oxigénio) (Brasileiro, 2011);
2. A separacdo de componentes incompativeis por raz6es funcionais (Dubey et al., 2009);
3. O melhoramento das propriedades do principio ativo, possibilitando mascarar propriedades

indesejadas deste como o odor, sabor ou cor (Brasileiro, 2011; Dubey et al., 2009);
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4. A transformacdo do estado fisico dos principios ativos a fim de uma melhor manipulacéo
destas (Brasileiro, 2011);

5. A protecdo do ambiente que envolve as microcapsulas do préprio principio ativo (Dubey et
al., 2009);

6. A facil producdo com uma boa reprodutibilidade, facil incorporacdo de véarios principios
ativos e facil administracdo comparativamente a outros dispositivos (X. S. Wu, 2004);

7. A diminuicdo da volatilidade, impossibilitando a perda do material encapsulado (Brasileiro,
2011);

8. A libertacdo direcionada e controlada do material encapsulado (Umer et al., 2011) e

9. O aumento do tempo de conservagdo da microcapsula (Brasileiro, 2011).

Todos estes beneficios da microencapsulagdo levam a que esta técnica apresente uma enorme

flexibilidade, uma vez que é usada em diversas aplica¢des, desde a alimentagdo aos cosméticos.

2.1.5 Materiais de Encapsulacéo (Polimeros Biodegradaveis)

Como jé foi referido, sabe-se que o processo de microencapsulacdo consiste em revestir através
de uma membrana um principio ativo. O material da membrana ou parede deve ser selecionado tendo em
conta alguns fatores essenciais neste processo como a compatibilidade para com o método de
encapsulacdo usado, a difusdo do principio ativo através da membrana ou se o préprio material de parede
satisfaz 0s objetivos e 0s requisitos do processo. Assim, o material de revestimento deve permitir a
formacdo de um filme que envolva o principio ativo, de forma a verificar-se uma certa compatibilidade
quimica. No entanto, o material de parede ndo pode ser reativo, isto é, ndo pode reagir com o material
encapsulado. A membrana deve apresentar também propriedades que promovam o revestimento, como a
flexibilidade, a forga, a impermeabilidade e a estabilidade. Alguns dos exemplos de materiais usados
como membrana sao as ceras e o0s lipidos, os polimeros naturais e os polimeros sintéticos.

As ceras e lipidos (6leos ou parafinas por exemplo) sdo usados como material de revestimento.
No entanto, uma grande parte destes materiais sdo apenas compativeis com alguns métodos de
encapsulacdo usados (Bansode et al., 2010; Umer et al., 2011).

Os polimeros de origem natural, como por exemplo as proteinas (albumina de soro bovino (BSA);
colagénio, hemoglobina, etc) ou os polissacarideos (quitosano) estdo presentes em estudos de libertacéo
de principios ativos no entanto apresentam desvantagens considerdveis, nomeadamente 0 seu custo
elevado e um duvidoso grau de pureza (Jain, 2000; S et al., 2012).

Por outro lado, os polimeros de origem sintética podem ser usados para encapsular principios
ativos, sendo que a escolha do polimero sintético esta relacionada com o objetivo da aplicacdo final. Os
polimeros sintéticos podem ser classificados em biodegradaveis e ndo biodegradaveis. Os polimeros ndo
biodegradaveis (poliestireno, poliacrilamida, por exemplo), como préprio home indica, ndo se degradam

pelo que € necessério intervir aquando da sua remogdo apos o fim da sua funcéo.
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Por outro lado, os polimeros sintéticos biodegradaveis apresentam propriedades como a
biocompatibilidade, a biodegradacao, a resisténcia mecénica, a capacidade de se libertarem dos solventes
ou outros compostos usados durante os processos de producdo de microcapsulas e a auséncia de qualquer
sabor quando se tratam de produtos farmacéuticos para consumo oral (Severino et al., 2011).

Dentro dos polimeros sintéticos biodegradaveis encontram-se os poliésteres alifaticos como: o
PLA - &cido Polilactico (Figura 6(a)), o PGA - &cido Poliglicélico (Figura 6(b)) ou o PLGA - &cido Poli
(lactico-co-glicolico) (Figura 6(c)) que apresentam numerosas vantagens nesta area uma vez que possuem
uma excelente biocompatibilidade e biodegradabilidade. Entre 1960 e 1970 foram varios os trabalhos
desenvolvidos utilizando esta categoria de polimeros a fim de fabricar fibras que apresentariam boas
propriedades mecénicas, baixa toxicidade e excelente biocompatibilidade. Também o uso destes
polimeros em materiais de sutura levaram ao reconhecimento destes no que tocava a aplicagdes médicas.
O primeiro estudo sobre a libertacdo de medicamentos usando PLA foi elaborado por Boswell, Yolles,
Sinclair, Wise e Beck (Lewis, 1990; X. Wu, 1995a, 1995b), levando assim a um continuo estudo sobre
esta temdtica bem como o uso destes polimeros em diversos dispositivos como microcapsulas,
nanoparticulas, implantes ou filmes (Jain, 2000).

Como é possivel observar pela Figura 6, o PLA apresenta um grupo metil (-CH3) e 0 PGA um
grupo hidroxilo (-OH). A presenca do grupo -OH no PGA torna o composto polar pelo que comparado
com o PLA é mais hidrdfilico. Uma vez que o PLGA contém na sua constitui¢do acido Iatico (como o
PLA) e acido glicdlico (como o0 PGA), este serd sempre mais hidrofébico relativamente ao PGA, sempre
mais hidréfilico comparativamente ao PLA. A hidrofobicidade do PLGA em relagdo ao PGA permite que

este absorva menos agua e que se degrade mais lentamente (Makadia & Siegel, 2011).

(o) o HOAPK[/OH‘H/\OJ/H
H CH %
CH3 n n O y
)

(@) (b) (c
Figura 6: (a) acido Polilactico (PLA); (b) &cido Poliglicélico (PGA); (c) acido Poli (lactico-co-

glicélico) (PLGA) onde x refere-se ao &cido lactico e y ao 4cido glicdlico.

A cristalinidade do PLGA advém da razdo dos monomeros constituintes do polimero, podendo
afirmar-se entdo que o peso molecular quer do &cido lactico, quer do acido glicolico, esta relacionado
com a cristalinidade do PLGA. Normalmente é no PLGA 50:50 que a hidrélise ocorre mais rapidamente
comparativamente aos polimeros cuja razdo difere (75:25, por exemplo). Para além da razdo de
mondmeros, também a resisténcia mecanica, a dilatacdo, a capacidade de hidrélise e a taxa de
biodegradacao sdo fatores que condicionam a sua cristalinidade. Sabe-se também que o peso molecular do

polimero além de influenciar a cristalinidade também influencia a temperatura de transicdo vitrea (Tg). A

Ty € assim definida como a temperatura a qual o polimero se torna vitreo. O PLGA apresenta uma T de
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37 °C, no entanto esta diminui & medida que 0 mondmero de acido lactico diminui como também diminui
guando o peso molecular do polimero decresce.

Outra propriedade a ter em conta é a resisténcia mecénica do PLGA um vez que o polimero ¢
usado em dispositivos de libertacdo de medicamentos. De forma a garantir uma boa resisténcia mecanica
é necessario salvaguardar outros fatores que influenciam esta propriedade. S&o eles o peso molecular, a
raz&o acido lactico/acido glicdlico, a cristalinidade e a geometria da cadeia.

A taxa de biodegradacg&o é outra propriedade de grande relevancia quando se fala deste polimero,
uma vez que esta ocorre uniformemente através da sua membrana. A biodegradacdo do PLGA além de
depender da razdo &cido lactico/acido glicélico, do peso molecular do polimero e do grau de
cristalinidade, também depende da sua temperatura de transicédo vitrea (Jain, 2000).

E possivel verificar que estas trés propriedades estdo interligadas, no sentido que dependem

maioritariamente dos mesmos fatores: peso molecular e a razdo dos constituintes.

2.1.6 Principios Ativos: 6leos essenciais

Na microencapsulacdo € possivel afirmar que as microcapsulas funcionam como pequenos
reservatorios onde um principio ativo, situado no ndcleo, estd protegido por uma membrana (Brasileiro,
2011). Como referido anteriormente, o principio ativo pode apresentar-se na forma liquida ou soélida,
possibilitando assim encapsular diversos materiais, tornando-se bastante flexivel. Ou seja, o facto de ser
possivel variar a composicdo do nucleo leva a que sejam usadas as caracteristicas do principio ativo
encapsulado para desenvolver as propriedades desejadas na produgdo das microcdpsulas. Quer isto dizer
que a escolha do principio ativo tem por bases as suas propriedades caracteristicas e a intengdo de
encapsulacéo, possibilitando obter determinado produto final.

Tomando o exemplo de um farmaco (aspirina) e de cristais liquidos, sabe-se que o primeiro é um
solido ligeiramente solGivel em &gua e que o segundo, como o préprio nome indica, apresenta-se sob a
forma caracteristica de um liquido. Perante as suas propriedades, a aspirina é usada sob a forma de
comprimidos ou cépsulas, a fim de camuflar o sabor ou suster a libertacdo enquanto os cristais liquidos
sdo usados na conversdo de liquidos em sélidos ou como estabilizadores sob a forma de filmes flexiveis
para 0 mapeamento térmico do corpo humano (Umer et al., 2011).

Tal como o material de parede, também os principios ativos sdo escolhidos perante a aplicacao
desejada. Na Tabela 1 é possivel verificar alguns exemplos de materiais que podem ser encapsulados e a
sua respetiva aplicagéo.

E de referir que estfo representadas apenas algumas gamas de principios ativos, existindo assim
um rol de materiais possiveis de encapsular conseguindo abranger varias areas de aplicacdo: desde da

industria téxtil, passando pela medicina ou agricultura.
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Tabela 1: Principios ativos usados em microencapsulacdo e respetivas aplicacdes.

Principio ativo Aplicacdo
Perfumes Industria Téxtil (Rodrigues et al., 2009)
Inseticidas Agricultura (protegéozt(j)% S(a:;JIturas) (Dubey et al.,
Proteinas Vacinas, farmacos (Choi et al., 2010)
Enzimas Biocatélise (Dubey et al., 2009)
Compostos organicos Biosensores (Dubey et al., 2009)
Oleos essenciais Cosméticos (Martins et al., 2014)
Bactérias Dispositivos biomédicos (Della Porta et al.,
2012)
PCM’s Industria Téxtil (Dubey et al., 2009)
Ceélulas microbianas Processos Biotecnoldgicos (Rathore et al., 2013)

Relativamente a microencapsulacao de 6leos essenciais é importante referir que estes sdo usados
ndo sO devido as suas caracteristicas aromaticas e condimentais, mas também devido as suas
caracteristicas medicinais como a atividade antioxidante, anti-inflamatéria ou antimicrobiana (Martins et
al., 2014; Solomon et al., 2012). Estas propriedades (antioxidante e antimicrobiana) dos 6leos devem-se
sobretudo a presenca de classes de compostos como os terpenos alifaticos, éteres e hidrocarbonetos de
terpenos aromaticos (Dima et al., 2014). E de salientar que tanto a origem como a composicio e as
percentagens mais significativas dos componentes presentes no dleo influenciam as suas propriedades
finais (Martins et al., 2014; Walentowska & Foksowicz-Flaczyk, 2013). A Tabela 2 apresenta a variedade

de 6leos que sdo possiveis encapsular bem como a sua aplicacéo.

Tabela 2: Oleos essenciais usados na microencapsulacgéo e respetivas aplicacoes.

Oleos Essenciais Aplicagdo
Limao Cosmética (Martins et al., 2014)
Tomilho Cosmética, téxtil (Walentowska & Foksowicz-Flaczyk, 2013)
Citronela Repelentes, &rea farmacéutica (Solomon et al., 2012)
Vanilina Cosmética (Martins et al., 2014)
Mentol Industria Alimentar (Soottitantawat et al., 2005)
Eucalipto Repelentes (Martins et al., 2014)
Hortel&-Pimenta Alimentacdo (Martins et al., 2014)
Pimenta Industria Alimentar, cosmética, tratamento de doencas (Dima et al., 2014)
Cafe Industria alimentar (Frascareli et al., 2012)
Oregéo Tratamento de doencas, indUstria alimentar (Almeida et al., 2013)
Canela Industria Alimentar (Melgarejo-Flores et al., 2013)
Lavanda Perfumes (Ocak, 2012)
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Apesar do uso de 6leos esséncias em diversas aplicacfes na atualidade, é de realcar que estes ja
eram usados em tempos ancestrais, uma vez que eram extraidos de plantas aromaticas e utilizados como
especiarias, devido ao seu sabor ou fragrancias (Walentowska & Foksowicz-Flaczyk, 2013). A
microencapsulacdo de 6leos essenciais também permite evitar a instabilidade quimica criada pelo ar, luz,
altas temperaturas e humidade, sendo estes os fatores responsaveis pela rapida degradacéo e evaporagéo
dos principios ativos (Raileanu et al., 2013).

Entre os cerca de 3000 dleos essenciais conhecidos (Walentowska & Foksowicz-Flaczyk, 2013),
o Oleo de Tomilho encontra-se no ‘Top 10’ de o6leos essenciais devido as suas propriedades
antibacterianas, antifungicas e antioxidantes e por funcionar como conservante de alimentos. De nome
cientifico Thymus vulgaris L., tomilho-vulgar (Figura 7(a)), pertence a familia Lamiaceae e é oriundo da
zona mediterrania e asiatica, mas é nos continentes americano, europeu e africano que possui um
significativo interesse econdmico. Sabe-se que desta familia de plantas existem cerca de 215 espécies

entre arbustos aromaticos ou perenes (Badi et al., 2004; Pirbalouti et al., 2013).

(@) (b)

Figura 7: (a) A planta de Tomilho (Utad, 2014); (b) folhas de Tomilho seco usadas como especiarias.

Entre os varios componentes deste 6leo destacam-se cinco: Terpineno, Quimeno, Linalol, Timol e

Carvacrol. As formulas quimicas destes componentes estdo apresentadas na Figura 8.

CHg

CHg OH CHg
CHa WCHQ
HO CHgj
HaC 3C H3C
Terpineno p-Cimeno Linalol Timol Carvacrol

Figura 8: Formulas quimicas dos compostos principais do Oleo de Tomilho.

E de referir que, segundo estudos, as propriedades antimicrobianas, antioxidantes e inseticidas do
tomilho estdo relacionadas com a presenca dos compostos fenolicos, Timol e Carvacrol, tal como
acontece no oregdo (Almeida et al., 2013; Walentowska & Foksowicz-Flaczyk, 2013). Sabe-se também
gue o Carvacrol é responsavel por uma significativa atividade antibidtica na Thymus revolutus, o que se
supde que também seja responsavel pela mesma atividade na Thymus vulgaris L (Walentowska &
Foksowicz-Flaczyk, 2013) .
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Apesar de existirem varios métodos para a extracdo de OGleos essenciais, hidrodestilacéo,
destilacdo por arrastamento de vapor, extracao por super-critico ou extracdo por solvente, sabe-se que o
método usado para a extracio do Oleo de Tomilho recai na destilacio a vapor. Para esse efeito, devem ser
usadas as folhas (posteriormente secas, como mostra a Figura 7(b)) da época em que a planta floresce,
uma vez que ha uma maior producdo de 6leo quando a planta esta “em flor” (Gavahian et al., 2012). E
possivel distinguir dois tipos de Oleos de Tomilho: o Vermelho e o Branco. O Oleo de Tomilho
Vermelho é conseguido através da destilacdo das folhas secas do tomilho enquanto o Oleo de Tomilho
Branco é uma re-destilagio do Oleo de Tomilho Vermelho (Martins, 2012).

O Tomilho é frequentemente usado como planta aromética (Utad, 2014), na industria alimentar
(chds de ervas e especiarias), para fins medicinais ou na cosmética. Nesta, 0 processo de
microencapsulacdo possibilita a adicdo de propriedades funcionais (antimicrobianas por exemplo) a
indlstria dos cosméticos, correspondendo por vezes as necessidades do consumidor (Martins, 2012;
Pirbalouti et al., 2013).
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2.2 TECNICAS DE MICROENCAPSULACAO

Relativamente as técnicas de microencapsulacdo estas sdo agrupadas em trés grandes grupos:
quimicas, fisico-mecanicas e fisico-quimicas. Perante a vasta quantidade de técnicas possiveis para
produzir microcapsulas, um dos fatores a ter em conta na escolha do método é a natureza do principio
ativo (Jyothi et al., 2010). A Tabela 3 apresenta 0s métodos que serdo descritos seguidamente bem como
0 seu respetivo diametro. Apesar da gama de didmetros possiveis de cada método, este pode ser adaptado

de forma a obter-se o didmetro desejado.
Tabela 3: Tamanho da particula produzida segundo 0 método utilizado.

Tipo de Método Métodos de Microencapsulacao Tamanho da particula /Diametro

(m)
. Polimerizacéo Interfacial 20-30 (Trino, 2012)
Quimicas L . o
Polimerizacgdo In Situ 1-500 (Brasileiro, 2011)
Spray Drying 10-300 (Trino, 2012)
Air Suspension Coating 20-100 (Severino et al., 2011)
Fisico-Mecanicas Extrusdo Centrifuga 400-2000 (Bansode et al., 2010)
Pan Coating 600-5000 (Brasileiro, 2011)
Evaporagdo por Solvente 600 (Jyothi et al., 2010)
. o Répida Expansao do fluido Supercritico 0,5 500 (Carvalho, 2011)
Fisico-Quimicas )
Coacervagao 20-200 (Trino, 2012)

2.2.1 Técnicas Quimicas

Polimerizacdo Interfacial

Neste método quimico de microencapsulagdo, a membrana da microcdpsula é formada na
superficie ou sobre a mesma através da reaccdo de polimerizacdo dos mondmeros reativos. Assim 0s
mondmeros (multifuncionais) sdo dissolvidos no material liquido que sera encapsulado e esta solugdo sera

adicionada a fase aquosa que contém um agente dispersivo (Cheng et al., 2008).

Polimerizacédo In situ

A semelhanca do que acontece na polimerizacao interfacial, também neste processo, a membrana
¢ formada através da polimerizacdo dos mondmeros adicionados a reacdo. No entanto, neste caso a
polimerizacdo da-se apenas na fase continua e ndo na interface entre o nicleo e a fase continua. (Cheng et
al., 2008).
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2.2.2 Técnicas Fisico-Mecanicas

Spray Drying (Atomizacao)

Esta técnica baseia-se na pulverizagao de uma dispersao sélido-em-6leo ou de uma emulséo agua-
em-0leo numa corrente de ar quente, onde esta presente o material de parede levando assim a sua
secagem e formacdo de microcdpsulas (Makadia & Siegel, 2011). Ou seja, as particulas solidas e secas
formam-se apds o aprisionamento da solucdo que contém o principio ativo na membrana (Cheng et al.,
2008). Normalmente, o solvente usado depende da substancia a encapsular, se esta é hidrofilica ou
hidrofébica. A natureza do solvente usado, a temperatura usada na evapora¢do do solvente no processo e
o caudal de alimentacdo influenciam o tamanho final das microcapsulas (Makadia & Siegel, 2011).

Este processo é econémico (Dubey et al., 2009), rapido, adequa-se facilmente a escala industrial
(Makadia & Siegel, 2011) e permite encapsular materiais instaveis, uma vez que o tempo de secagem é
reduzido (Bansode et al., 2010). Apesar de ser usado para encapsular fragrancias e 6leos (Dubey et al.,
2009), estes podem-se perder durante o processo, caso 0 ponto de ebulicdo seja muito baixo. Outra

desvantagem sera a possivel adesdo das microcapsulas as paredes do equipamento (Cheng et al., 2008).

Air Suspension Coating

Este método de microencapsula¢do tem como fundamento a dispersdo do principio ativo numa
corrente de ar e o revestimento por aspersao das particulas suspensas na corrente (Kumar et al., 2013). Os
principios ativos solidos sdo colocados inicialmente numa cdmara de revestimento de forma a ficarem
suspensos na corrente de ar. Dai passam por um orificio onde sdo entdo pulverizados pelo material de
revestimento. Apds a evaporacdo do solvente, as particulas agora revestidas voltam ao local inicial, isto é,
passam novamente pelo orificio para voltarem a ser revestidas. O ciclo é repetido até as microcapsulas
apresentarem a espessura desejada. Esta técnica € usada para encapsular cristais, p6s ou comprimidos
(Cheng et al., 2008).

E uma técnica que possibilita um maior controlo e maior flexibilidade (Bansode et al., 2010), pois
permite controlar por exemplo a espessura das microcapsulas e é bastante flexivel no que toca a variedade

de materiais usados como revestimento.

Extrusdo Centrifuga

Neste processo € utilizado uma extrusora, cuja cabeca é rotativa e dispGe de cerca de 16 orificios
concéntricos (Bansode et al., 2010). O principio ativo é bombeado para um tubo central enquanto o
material de parede é bombeado para dois tubos que se dispdem lado a lado do tubo central. No final de

ambos os tubos, encontra-se o orificio concéntrico e é neste local que se da a formag&o das microcapsulas,
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uma vez que a membrana se vai formando ao longo do tubo e aquando da presenca do orificio
conceéntrico, o material que sera encapsulado flui para a membrana.
As microcéapsulas produzidas podem apesentar um didmetro na gama entre 400 e 2000 um. Uma

desvantagem que este método possui é que s6 é possivel encapsular liquidos (Cheng et al., 2008).

Pan Coating
O processo de Pan Coating é considerado um dos processos mais antigos no que toca a producao

de pequenas particulas ou comprimidos revestidos (Bansode et al., 2010). Este processo € usado
essencialmente na industria farmacéutica e baseia-se na rotagdo de um recipiente, isto ¢, um tambor
concéntrico, onde as particulas, também em rotacédo, sdo revestidas lentamente com o material de parede
(Cheng et al., 2008). O material de parede pode estar sob a forma de solucdo ou entdo ser pulverizado
para as particulas (Bansode et al., 2010). Este processo requer o controlo de temperatura (Cheng et al.,
2008). O diametro e a velocidade do tambor, o tamanho do ndcleo ou o tempo de revestimento das

microcapsulas sdo alguns dos fatores que influenciam este processo (Bansode et al., 2010).

Evaporacdo por Solvente / Extracdo por Solvente

Este método de microencapsulacéo, evaporagdo por solvente, baseia-se essencialmente em quatro
passos. Inicialmente o agente ativo e a substancia usada como membrana sdo dissolvidos num solvente
organico. Apos a dissolucdo completa, ocorre numa segunda etapa, a emulsdo desta fase orgénica (fase
dispersa) numa fase aquosa, também chamada de fase continua. A extracdo do solvente da-se entdo da
fase dispersa para a fase continua, sendo que a evaporagdo do solvente ocorre através do aumento de
temperatura, permitindo assim a presenca de particulas solidas na fase dispersa, ou seja, das
microcapsulas. Por fim, as microcapsulas passam por um processo de filtragdo e secagem, possibilitando
assim a eliminagéo do solvente residual.

Este método é usado essencialmente na indUstria farmacéutica. E exemplo o paracetamol que é

encapsulado por esta método de forma a mascarar o seu sabor (Trino, 2012).

2.2.3 Técnicas Fisico-Quimicas

Répida Expansao do fluido supercritico

Neste processo, o fluido supercritico, normalmente diéxido de carbono (CO,), alcanos (C,, C3 ou
C,) ou 6xido nitroso (N,O), é mantido a altas pressdes e contém nele o principio ativo e o material de
parede. O mesmo fluido rapidamente passa por um pequeno orificio que se encontra a pressdo
atmosférica. Ou seja, a repentina queda de pressdo provoca a dissolugdo e posterior deposi¢do do material

de parede a volta do principio ativo, formando assim as microcépsulas (Dubey et al., 2009).
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Coacervacao (Separacdo de fases)

O processo de coacervagao baseia-se na separacdo de fases, ou seja, ha separagdo entre a fase que
contém o coacervado, isto é, a fase rica em material de parede, e principio ativo (as microcapsulas ja
formadas) e a fase aquosa que podera apresentar o material que ndo foi encapsulado (Jain, 2000). Assim
esta técnica inclui 3 passos:

1) A formacdo da emulsdo 6leo-em-agua, na qual ha dispersdo do 6leo numa solugdo aquosa

juntamente com um agente tensioativo;

2) A formacéo das particulas ja revestidas onde a membrana se forma rodeando o material do

ndcleo;

3) A solidificacdo das microcapsulas através da adi¢cdo de um agente endurecedor (Martins et

al., 2014).

ApOs os trés passos, as microcapsulas sdo sujeitas a um processo de lavagem, peneiragdo,
filtracdo ou centrifugagdo e por fim um processo de secagem (Jain, 2000).

Esta técnica pode ser aplicada em dois tipos de soluc¢des: aquosa ou organica. Em fase aquosa, sO
é possivel a encapsulacdo de substancias insollveis em &gua e em fase organica com a presenga de
solventes orgénicos é possivel encapsular substancias sollveis em agua. A coacervacdo em fase aquosa
pode ser divida em simples ou complexa (Martins et al., 2014).

Este processo é usado para encapsular substancias soliveis em agua como péptidos, proteinas e
vacinas (Jain, 2000) ou substancias como o6leos (Martins et al., 2014). A coacervagdo € usada sobretudo
em areas como a induastria alimentar, a cosmética ou em fragrancias (Martins et al., 2014). Através da
Figura 8 é possivel observar o nimero de artigos publicados relativos a microencapsulagcdo por

coacervagao até aos dias de hoje nas suas diferentes aplicagdes.
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Figura 9: Namero de artigos publicados desde 1960 até ao presente, retirado da base de dados Scopus,

9

palavras-chave “microencapsulation”, “coacervation® e “application” (Scopus, 2014).

E de referir que a indUstria farmacéutica detém a maior utilizagdo do processo de
microencapsulacdo usando a técnica de coacervacao, seguindo-se da industria alimentar e da cosmética

(perfumes e sabores). Ja nos téxteis, ao longo do tempo foram apenas publicados 22 artigos.
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2.3  MECANISMOS DE LIBERTACAO

O processo de microencapsulacdo baseia-se essencialmente na libertacdo do principio ativo. Uma
vez que este estd encapsulado através de uma membrana é necessario recorrer a um determinado
mecanismo para que haja a difusdo deste. Assim, é possivel distinguir alguns dos processos de libertacdo
mais utilizados:

1- Rutura mecanica da parede: da-se através da pressdo exercida (ex: papel de copia) ou por

influéncia de forcas osmoticas (Dubey et al., 2009).

2- Dissolucéo da parede: a libertagdo do principio ativo da-se através da dissolucdo da parede.

Esta técnica é usada sobretudo na microencapsulagéo de detergentes (Dubey et al., 2009).

3- Degradacgdo controlada de um sistema monolitico: este mecanismo baseia-se na distribuicéo

uniforme do principio ativo na matriz/parede. A sua difusdo (lenta) s6 € assim possivel com a degradacao
(rdpida) da matriz, uma vez que existem fortes ligacdes entre ao principio ativo encapsulado e a matriz.

4- Difusdo controlada de um sistema monolitico: a difusdo do principio ativo da-se antes ou em

simultdneo com a degradacdo da membrana. O facto de o mecanismo ser homogéneo ou heterogéneo
influencia a taxa de difusdo do principio ativo.

5- Difusdo controlada de um sistema do tipo reservatério: a membrana tem a capacidade de

controlar a difusdo do principio ativo através dela, degradando-se s6 aquando da libertagdo total da droga.
E de referir que a degradacio da membrana néo interfere com a libertagdo do principio ativo.
6- Erosdo: neste processo, o valor de pH e a hidrélise enzimatica permite a erosdo da membrana

de revestimento e posterior libertacdo do principio ativo (Umer et al., 2011).

E de referir que a escolha do mecanismo de libertagdo do principio ativo depende da aplicagdo

final das microcéapsulas produzidas (Dubey et al., 2009).
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2.4 APLICACOES DAS MICROCAPSULAS

Agricultura
A microencapsulacdo é usada sobretudo na protecdo de colheitas. Os pesticidas habituais sdo

assim substituidos por feromonas de insetos que conseguem impedir a reproducdo dos mesmos,
promovendo assim o crescimento da flora. Para isso, a vegetagdo podera ser pulverizada através de uma
dispersdo de microcapsulas cujo principio ativo, o ‘pesticida’ natural, podera ser revestido por poliureias,

gelatinas ou gomas arabicas que o protegem da oxidacédo e da luz (Dubey et al., 2009).

Industria Farmacéutica

No que toca a industria farmacéutica, o uso da microencapsulagdo recai no controlo da libertagcdo
do medicamento, isto €, do principio ativo, substituindo assim os agentes terapéuticos que ndo podem ser
tomados por via oral, a terapia genética e o uso de vacinas para a SIDA, tumores, cancro ou diabetes. O
marco que a microencapsulacao deixa na industria farmacéutica é a possibilidade de se poder ingerir 0s

medicamentos oralmente como a insulina ou as hormonas de crescimento (Dubey et al., 2009).

Industria alimentar

A microencapsulacéo, na industria alimentar, funciona como meio de protecdo do sabor, da cor,
da textura e do aroma dos alimentos. Estas caracteristicas podem ser modificadas pela adi¢do de
ingredientes/compostos aos alimentos de forma a aumentar o valor nutricional destes. Assim, de forma a
evitar a sua lenta degradacdo, oxidacdo, ou até mesmo reacdo entre alimentos, é possivel encapsular
minerais, 6leos essenciais ou vitaminas. Este processo permite assim mascarar 0 odor e a cor e promover

a textura e a libertacdo do aroma desejados (Dubey et al., 2009).

Téxteis

Na industria téxtil, o uso de tecidos inteligentes recorre ao processo de microencapsulacdo. Séo
exemplos do uso desta técnica nesta area a regulacdo da temperatura corporal através de tecidos, os skin
softeners (Cheng et al., 2008), ou até a mais recente aplicacdo que consiste na libertacdo de fragrancias
(Nelson, 2002).

Cosméticos

Também na cosmética o uso da microencapsulacdo baseia-se essencialmente na aplicagdo de
vitaminas, 6leos essenciais, agentes hidratantes para a pele, agentes de anti-envelhecimento entre outros
(Cheng et al., 2008). No caso dos 06leos essenciais estes podem ser usados, uma vez que determinados
6leos apresentam uma grande capacidade antimicrobiana (Dima et al., 2014). A utilizacdo da

microencapsulacdo na industria cosmética possibilita assim a criacdo de produtos que satisfacam as
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necessidades do consumidor (Martins et al., 2014), de produtos constituidos pelos mesmos ingredientes
mas encapsulados apresentando assim novas propriedades, permite um controlo da libertagdo do principio
ativo, direcionando algumas células especificas de forma a reduzir mecanismos de pigmentacdo e de
armazenamento e promove ainda a protecdo de ingredientes instaveis, sendo que a sua formulagéo passa
pela encapsulacdo destes. O uso de microcapsulas visiveis pode funcionar também como uma ferramenta
de marketing permitindo assim a introdugéo de produtos inovadores no mercado (Perrier, 2012).

Na Tabela 4 estdo representadas algumas patentes sobre a utilizagdo do processo de
microencapsulagio em aplicacdes cosméticas. E possivel verificar que o uso desta técnica em aplicagdes
cosméticas ndo € recente, pelo que se pode observar pela patente da empresa L’Oréal em 1976. O estudo

continuo deste processo também se corrobora pelas patentes existentes nos Gltimos anos.

Tabela 4: Exemplos de patentes existentes sobre microencapsulagdo em cosmeéticos.

Ano Concessionario da Patente
Patente

“Cosmetic composition containing microencapsulated solvents for nail

1976 L"Oréal enamel” (Charlé et al., 1976)

The Procter & Gamble  “Cosmetic cleasing composition with dual blooming perfume system”

1995 Company (Tanner et al., 1995)
1997 Kimberly-Clark “Soft tissue achieved by applying a solid hydrophilic lotion”
Worldwide (Krzysik, 1999)

2000 Coreana Cosmetics & co “Skin protective cosmetic base composition containing stabilized
Ltd vitamin C and phytosphingosine “(Gi & Jun, 2000)

2009 Tagra Biotechnologies “Compositions for topical application comprising microencapsulated
Ltd colorants” (Kvitnitsky et al., 2011)

2009 L’Or¢al “Core/skin type capsules and preparation method” (Simmonet et al.,

2009)
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3 Descricao Tecnica

3.1 REAGENTES E METODOS

3.1.1 Reagentes

Durante o processo de microencapsulacdo foram usados varios reagentes. Todos 0s reagentes
utilizados desde a formacdo das duas fases até ao endurecimento das microcépsulas estdo dispostos na
Tabela 5. Também os compostos usados para a preparagio posterior dos padrdes de Oleo de Tomilho
(para a quantificacdo dos componentes do 0leo e posterior calculo da eficiéncia) estdo apresentados na

mesma tabela. E possivel também observar a respetiva funcéo de cada composto no processo.

Tabela 5: Descricdo dos reagentes usados no processo de producéo de microcapsulas.

Reagente utilizado Empresa Funcéo
Dimetilformamida (DMF) Sigma Aldrich® Dissolucéo do PLGA
Acido poli (l4ctico-co- _ o
o Aldrich Membrana das microcépsulas
glicdlico) (PLGA 50:50)
Oleo de Tomilho Red, Kosher SAFC™ Principio ativo
Oleo de Tomilho White Aromol Principio ativo
Tergitol, type 15-S-9 Sigma® Agente tensioativo
Octametilciclotetrasiloxano
Merck Agente endurecedor
(OCMTS)
Padrdes de Oleo de Tomilho e
Etanol Absoluto Merck 3 3 .
Preparacéo da solucéo de Pluronic
Hexano Merck Processo de Lavagens
Synperonic PE®/F68 Fluka Solucdo de Pluronic

3.1.2 Método Experimental

O método experimental usado para a producdo das microcapsulas de Oleo de Tomilho revestido
com PLGA é baseado no procedimento descrito por Martins et al. (2014). Adaptando-o a este estudo, é
possivel verificar-se essencialmente trés fases:
I) Formacdo das microcapsulas;
I) Endurecimento das microcépsulas;

I11) Separagéo de fases

Estas trés fases serdo detalhadamente descritas de seguida e estdo representadas

esquematicamente na Figura 10 que ilustra o procedimento experimental usado.
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Solugdo de PLGA em Emulsdo Oleo de Revestimento do Oleo pelo Endurecimento das B
) ) . ) Separagdo de fases
DMF Tomilho em &gua PLGA microcapsulas

Adicédo
OCMTS

Microcépsulas

Fase Aquosa

DMF PLGA  Aqua+Terqitol  Oleo de Tomilho

Figura 10: Representacdo esquematica do procedimento experimental utilizado.

I) Formac&o das microcapsulas: Nesta primeira etapa é necessaria a preparagdo da solugao de
PLGA em DMF e a emulsdo 6leo-em-&gua de forma a permitir o revestimento do dleo através da jungédo

destas.

—>Solugdo de PLGA em DMF: 0,1 g de PLGA séo dissolvidos em 7mL de DMF. O PLGA

devera estar totalmente dissolvido na DMF.

> Emulsio 6leo-em-agua: 0,2 mL de Oleo de Tomilho s&o adicionados a 30 mL de 4gua. A esta
emulséo adiciona-se 0,98 mL do agente tensioativo, Tergitol.

->Revestimento do 6leo: A emulsdo é mantida sob agitacdo magnética de 450 rpm e a solucédo
de PLGA é adicionada gota a gota. Ap6s o fim da adicdo, a mistura € mantida sob agitacdo durante 60

minutos, promovendo assim o revestimento do 6leo pelo PLGA.

I1) Endurecimento das microcapsulas: A consolidacdo é realizada através da adicdo de um
agente endurecedor, OCMTS. Assim, a solucdo de microcapsulas formada anteriormente é adicionada
gota a gota a 60 ml de OCMTS que esté sob agitacdo. Adicdo finalizada, a mistura devera ser mantida sob

agitacéo durante 60 minutos.

I11) Separagdo de fases: Apos a reacdo, a mistura é vertida para uma ampola de decantagdo e €
deixada a repousar cerca de 18 horas a fim de se verificar a separagdo de fases: a fase aquosa e a fase de

coacervado (isto é, fase de microcapsulas).

Um quarto ponto pode ser adicionado ao procedimento: o processo de lavagem da solucdo de

microcapsulas. Este processo baseia-se essencialmente em trés passos:
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- Lavagem com uma solucéo de Pluronic (0,1 % m/m): E adicionada a solucdo de Pluronic
(0,1 g de Synperonic PE®/F68 dissolvida em 1 litro de &4gua) & solucdo de microcapsulas num funil de
decantacdo e aguardam-se cerca de 3 horas. Ap0s este periodo obtém-se a separacdo de fases e é possivel

executar a decantagdo. Os volumes de solugdo de Pluronic e de microcapsulas deverdo ser iguais.

>Lavagem com uma solugdo de Etanol (30% V/V): E adicionada a solucdo de Etanol a
solucdo de microcdpsulas num funil de decantacdo e aguardam-se cerca de 18 horas, 0 que permite a
separacao de fases. Apos a separacdo procede-se a decantacdo. Mais uma vez, o volume usado de etanol

deve ser igual ao volume de solucéo de microcapsulas que € lavado.

->Lavagem com Hexano: O Hexano é adicionado a solucdo de microcépsulas. Uma vez que o
Hexano é imiscivel com a solucdo de microcapsulas, a separagdo de fases € instantanea. A mistura sé é
possivel com o auxilio de uma vareta. Apos a separacdo procede-se a decantagcdo. Como ja foi referido

anteriormente, os volumes de hexano e da solucdo de microcapsulas que seré lavada deveréo ser iguais.

E de referir que as lavagens da solugdo permitem essencialmente estabilizar a solucdo de
microcapsulas, através do agente tensioativo Pluronic, e retirar os compostos polares e apolares que ndo
foram encapsulados e poderdo estar dispersos na parte exterior as microcapsulas, através do Etanol e
Hexano respetivamente. E relevante ter conhecimento que esta etapa (de lavagens) so se verificou para 0s
ensaios em que os objetivos eram os estudos da capacidade antimicrobiana e os estudos de difusdo do

principio ativo.

3.1.3 Estudos da eficiéncia de encapsulacdo: Técnicas de caracterizacdo

Andlise do tamanho de particulas - Cilas 1090 Particle Size Analyzer

O equipamento de analise do tamanho de particulas, Cilas 1090 (Figura 11) apresenta um design
multi-laser constituido por dois lasers colocados estrategicamente na cdmara Gtica possibilitando a
medicdo do tamanho das particulas num intervalo de 0,04 a 500 microns. O Cilas 1090 apresenta uma
enorme flexibilidade permitindo analisar solugdes dispersas liquidas bem como s6lidas. Esta flexibilidade
traduz-se na forma em que para se escolher o tipo de solucdo basta selecionar esse método ndo sendo
necessario efetuar nenhuma alteragédo ao equipamento. Os resultados sdo dados em volume.

O Cilas 1090 foi usado com o objetivo de se obter a dimenséo das particulas produzidas, ou seja 0

diametro médio das microcapsulas de PLGA com Oleo de Tomilho (Cilas, 2014).
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Figura 11: Cilas 1090 Particle Size Analyzer (Cilas, 2014).

Microscopia 6tica — Leica DM 2000

A microscopia Otica € uma técnica de analise que permite visualizar uma amostra com uma
determinada ampliacdo. E usada na investigacdo, nas areas da biologia ou medicina possibilitando por
exemplo controlar medidas terapéuticas ou a examinagdo de amostras do corpo humano permitindo reter
determinadas informagdes relevantes.

O microscépio 6tico, Leica DM 2000, Figura 12, foi utilizado neste processo a fim de se verificar
a morfologia das microcdpsulas e numa primeira abordagem permitiu verificar a formacéo ou ndo destas.
Relativamente a morfologia das microcapsulas esta foi observada com diferentes ampliaces (100x,
200x, 400x, 1000x) quer no modo “brigth field”, quer no modo “dark field”. Enquanto o primeiro modo
possibilita a iluminacdo uniforme da amostra, o segundo modo permite salientar a periferia das
microcapsulas, identificando assim a membrana destas, neste caso especifico. E possivel esta observagio
uma vez que a luz principal é tapada, sendo a amostra atingida apenas por um feixe de luz com um

determinado angulo (Martins, 2012).

Figura 12: Microscopio 6tico Leica DM 2000 (Bio Optic, 2014).
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Cromatografia gasosa GC-FID/MS

O equipamento de cromatografia gasosa usado neste processo de caracterizagdo das

microcapsulas produzidas é constituido essencialmente por um aparelho denominado Varian CP 3800
onde consta o injetor com ou sem split, duas colunas CP WAX 52 CB polares de silica, o detetor Varian
FID e o espectrometro de massa Varian Saturn 2000 MS. Estes equipamentos sdo controlados pela
interface Saturn 2000 WS.

O método usado foi devidamente estruturado para as analises em questdo. Assim, cada analise
tinha duracdo de 45 minutos sendo que nos 2 primeiros minutos apds a injecdo da amostra no injetor a
temperatura do forno seria de 50 °C. Ap0s esse tempo, a temperatura do forno aumentava a uma taxa de
5 °C/min até aos 200 °C, mantendo-se a essa temperatura até ao final da analise. Sabe-se que o split ratio
(fracdo analisada do volume que ¢ injetado) do FID é de 1:10 e do MS é de 1/200 e que quer o injetor do
FID quer o injetor do MS estdo a uma temperatura de 240 °C. O volume de amostra injetado foi de
0,1 um e o gas de arrasto, Hélio N60, apresentava um caudal de 1 mL/min.

A cromatografia gasosa GC-FID/MS permitiu averiguar a eficiéncia de encapsulacdo do principio
ativo no polimero biodegradavel, ou seja a microencapsulacio do Oleo de Tomilho no PLGA. Os valores
que constam nos calculos elaborados para esse fim foram baseados nas areas dos picos dos

cromatogramas fornecidos pela interface do equipamento para cada ensaio.

Figura 13: Equipamento de Cromatografia Gasosa (GC-FID).
3.1.4 Estudos da capacidade antimicrobiana: procedimento

Para estudar a presenca/auséncia da capacidade antimicrobiana das microcapsulas de PLGA com
Oleo de Tomilho recorreu-se a0 método baseado na norma ASTM E2149-01' e teve como objetivo a
medicdo do halo de inibicdo de uma determinada bactéria perante a amostra de microcapsulas, sendo
assim um método qualitativo. Como bactéria recorreu-se a Gram Negativa (Zhanel et al., 2004)

Pseudomonas aeruginosa e como meio de cultura microbioldgico utilizou-se o Agar Mueller Hinton.

O procedimento esté descrito seguidamente:

Standard Test Method for Determining the Antimicrobial activity of Immobilized Antimicrobial Agents Under Dynamic Contact Conditions.

Descricao Técnica 25



Microencapsulagéo de Oleos Essenciais

1- A fim de se obter uma cultura pura de bactérias, inocula-se uma pastilha liofilizada de P.
aeruginosa em caldo nutriente (NB) estéril e incuba-se durante 24 horas a uma temperatura de 37 °C.

2- Apos a preparacdo e esterilizacdo do Agar Mueller Hinton, transfere-se deste agar um volume
de 35 mL para uma placa da Petri, ja esterilizada.

3- Para a solucéo de P. aeruginosa, retira-se 1 mL do in6culo de bactérias preparado no ponto 1
e adiciona-se a 5 mL de solucdo de Ringer, obtendo-se assim uma concentracdo de bactérias de 0,5
McFarland, isto é 1.5x10°® UFC/mL.

4- A solugdo de P. aeruginosa é espalhada com o auxilio de uma zaragatoa na placa de Petri
preparada no ponto 2, procedendo-se assim a sua inoculacao.

5- No centro da placa faz-se um furo com cerca de 6 mm de didmetro e posteriormente colocam-
se 100 pL da amostra de microcéapsulas.

6- As placas de Petri sdo incubadas durante 24 horas a uma temperatura de 37 °C.

7- Ap0s este tempo, procede-se a observagdo das placas a fim de se verificar a presenca/auséncia
do halo de inibicdo. Uma vez que se verifica a presenca do halo de inibicdo, mede-se o didmetro deste.

8- Com o objetivo de se verificar se ocorria difusdo do Oleo de Tomilho (encapsulado nas
microcépsulas de PLGA), prolonga-se a incubagdo por mais 4 dias a 37 °C. No fim, mede-se novamente

o diametro do halo.

E de referir que foram analisadas 4 amostras de microcapsulas: a solugio, anterior ao processo
de lavagem, de microcapsulas de PLGA com Oleo de Tomilho Vermelho (RED) e Branco (WHITE) e a
solucdo, depois das lavagens, de microcapsulas de PLGA com Oleo de Tomilho Vermelho (RED-L) e

branco (WHITE-L). Cada amostra foi analisada em duplicado.

3.2 RESULTADOS

Neste subcapitulo discutir-se-d0 0s resultados obtidos, apds o procedimento usado para a
producio de microcapsulas de PLGA contendo Oleo de Tomilho Vermelho e Oleo de Tomilho Branco.
Para os dois tipos de Oleo de Tomilho encapsulado avaliou-se a morfologia das microcapsulas,
determinou-se o diametro médio das particulas e calculou-se a espessura da membrana. De uma forma
indireta, foram obtidas também as eficiéncias de encapsulacdo do 6leo. A fim de se verificar a capacidade
antimicrobiana de ambos os dleos, foram elaborados os testes antimicrobianos cujos resultados serdo

discutidos também nesta seccao.

3.2.1 Estudos de eficiéncia de encapsulacéo

Anadlise do tamanho de particulas e espessura da membrana

De forma a determinar o didmetro médio das microcapsulas produzidas foi usado o equipamento

Cilas 1090 Particle Size Analyzer que permitiu obter a distribuicdo de particulas em volume. A Figura 14
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apresenta a distribuicdo do diametro das microcapsulas de PLGA produzidas. E possivel observar uma
distribuicdo semelhante em ambos os tipos de microcapsulas, obtendo-se valores de diametros médios de

44,79 pm para as microcapsulas de Oleo de Tomilho Vermelho e 48,57 um para as microcapsulas de
Oleo de Tomilho Branco.

f-e 100 4 f,..% 100
4 A 80 *e g 80
* .;(( 3 + *.
* s s
. )Z( =) * §
g’ MEA 0z § ) 603
S o X 2 E 2 . * 5
§2 L 40 2 E 7 f =
—_ AR =¥ -
S ',2 0.. g > . .. 40 g.
o - 7] * * &
o, \0 L d ’A
* 1 @ PS
1 . 20 . 20
; %
0,01 1 100 0,01 1 100
diametro da particula (um) diametro da particula (um)
+ Diferencial —x— cumulativa e Diferencial —<— cumulativa
(@ (b)

Figura 14: Distribuicio do tamanho das microcépsulas de PLGA: (a) com Oleo de Tomilho Vermelho,
(b) com Oleo de Tomilho Branco.

E de referir que as analises do tamanho de particulas para ambas as solucdes de microcapsulas
foram elaboradas sem a utilizacdo de ultrassons, uma vez que uma analise preliminar com ultrassons as
microcapsulas de Oleo de Tomilho Vermelho permitiu obter um didmetro médio de 19,34 um. Este valor
resultou da fragmentacdo das microcapsulas perante a presenca do ultrassons. De forma a obter-se o
diametro real das microcépsulas procedeu-se entdo a analise sem ultrassons. E de referir que comparando
estes valores com os obtidos por Martins (2012), que estudou a microencapsulacio de Oleo de Tomilho
em PLA, é possivel observar que o diametro médio € mais elevado.

Sabendo o didmetro médio (externo) e as restantes varidveis, pela Equacdo 1 (Ghosh, 2006) foi

possivel calcular a espessura da membrana das microcapsulas de PLGA com os dois tipos de Oleos de
Tomilho (dy).

1
” 1
ds = (fm — 1) = (;S+1)3—1 X 1¢ 1)

C

onde r;, é 0 raio exterior das particulas, . é o raio interno das particulas, ws € a massa do material

de parede e w, é a massa do principio ativo (6leo essencial).
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Para as microcapsulas de Oleo de Tomilho Vermelho, obteve-se experimentalmente wg =
0,1060 ge w. = 0,1833 g. O valor de r,, 22,40 um, foi obtido através do valor do didmetro médio dado
pelo equipamento Cilas1090 e 7, 19,23 um, foi calculado aplicando a Equagéo 1. Pela diferenca presente
na Equacao 1, obteve-se uma espessura da membrana de 3,16 um.

A mesma metodologia foi aplicada para as microcapsulas de Oleo de Tomilho Branco.
Experimentalmente obtiveram-se os valores de wg e wg, respetivamente de 0,1267 g e 0,1836 g. O
equipamento usado Cilas 1090 permitiu obter 7, de 24,29 um e pela Equacéo 1 calculou-se 7, de 20,39
um. Mais uma vez, pela diferenca apresentada na Equacdo 1, estimou-se a espessura da membrana de
3,90 pm.

Analise da morfologia das particulas

Relativamente a morfologia das microcapsulas estas foram observadas ao microscépio o6tico,
Leica DM 2000. Ap6s o procedimento experimental e a separa¢do de fases, foram analisadas ambas as
fases, de microcapsulas e aquosa, das microcapsulas dos dois tipos de Oleos de Tomilho (Vermelho e
Branco).

No que diz respeito a fase aquosa, nos dois tipos de microcapsulas, é possivel observar que ndo ha
presenca de microcapsulas, uma vez que 0 que se observa, resume-se a possiveis vestigios de 6leo ndo
encapsulado e agente endurecedor. E de referir que a observacgdo da fase aquosa s6 permitiu confirmar
que houve separagéo de fases em ambos 0s ensaios devido & inexisténcia de microcapsula nesta fase.

Na fase de microcapsulas observou-se exatamente o contrario em relacdo a fase aquosa. A
presenca de microcapsulas bem definidas confirmou a produgdo destas bem como a inexisténcia de
aglomeragdo das particulas durante a reacao.

De forma esférica invariavel, as microcépsulas de PLGA com Oleo de Tomilho Vermelho
apresentaram variados tamanhos, sendo que a gama compreendia valores com cerca de 8 um (mais
pequenas) até 286 um (maiores).

Na Figura 15 é possivel observar as imagens obtidas por microscopia das microcapsulas formadas
e algumas das suas caracteristicas, ja referidas, no modo “Brigth Field” ¢ “Dark Field”.

A fase de microcépsulas de PLGA com Oleo de Tomilho Branco apresentou resultados
semelhantes as microcapsulas de Oleo de Tomilho Vermelho: a forma esférica é dominante e ndo se
verifica aglomeracdo das microcdpsulas. Relativamente ao tamanho destas, estima-se que varie entre
11 pme 170 pm.

Também estas microcapsulas foram analisadas por microscopia no modo “Brigth Field” e “Dark

Field” o que mostra a Figura 16.
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Figura 15: Imagens obtidas por microscopia 6tica da solucéo da fase de microcapsulas de PLGA com
Oleo de Tomilho Vermelho, com a resolucgéo de 200x: (a) “Brigth Field”, (b) “Dark Field”.
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Figura 16: Imagens obtidas por microscopia 6tica da solucéo da fase de microcapsulas de PLGA com
Oleo de Tomilho Branco, com a resolucdo de 200x: (a) “Brigth Field”, (b) “Dark Field”.

Quantificacdo da encapsulacdo do principio ativo

Para avaliar a encapsulacdo do principio ativo, foi necessario recorrer ao equipamento de
cromatografia gasosa, onde se analisaram tanto a fase aquosa como a fase de microcapsulas. Para a
quantificacdo dos componentes foi necessario também ter em conta retas de calibracdo de concentracoes
conhecidas, de forma a ser possivel relacionar as areas dos picos dos componentes com as concentracdes
destes. Uma vez que foram avaliados os cinco principais componentes do Oleo de Tomilho, analisou-se
por espectroscopia de massa (MS) o Oleo de Tomilho Vermelho e Branco no estado puro, cujos espectros
sdo apresentados respetivamente na Figura 17 (a) e (b). Obteve-se assim o tempo de retencédo (isto €, o

tempo a que 0s picos surgem nos cromatogramas) e a percentagem dos componentes no 6leo, ferramentas
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essenciais na interpretacdo dos cromatogramas das fases aquosas e de microcapsulas, das solucdes padrao
e nos calculos auxiliares de eficiéncias de encapsulacdo. A Tabela 6 apresenta os cinco componentes dos
dois tipos de 6leo que foram quantificados quanto a sua percentagem no 6leo e quanto aos seus tempos de
retencéo.
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Figura 17: Espectros de massa do 6leo essencial: (a) Tomilho Vermelho, (b) Tomilho Branco.

Descricao Técnica 30



Microencapsulagéo de Oleos Essenciais

Tabela 6: Quantificacdo dos componentes do Oleo de Tomilho e os seus tempos de retencéo.

Oleo de Tomilho Vermelho Oleo de Tomilho Branco
Componente Percentagem do  Tempo de retengé&o, Percentagem do Tempo de
componente (%) t. (min) componente (%) retencdo, t. (min)

Terpineno 6,0 9,06 6,3 9,06
p-Cimeno 29,9 9,68 26,4 9,68
Linalol 8,4 16,34 7,6 16,33
Timol 47,9 29,70 55,6 29,62
Carvacrol 7,8 30,25 4,2 30,24

Como foi anteriormente referido e confirmado agora pelos espetros de massa, 0 Oleo de Tomilho
apresenta maioritariamente na sua composicdo Timol, com cerca de 50% do dleo, sendo o p-Cimeno o
segundo componente com maior percentagem. Ja o Terpineno, Linalol e Carvacrol ndo atingem cerca de
10% da composicao.

Apo6s a andlise dos dleos puros, procedeu-se a andlise das fases aquosas e de microcapsulas, ja
separadas previamente. E de referir que apds a separacdo de fases, em ambos os ensaios, 0 volume da
solucdo de microcapsulas foi superior ao volume da solu¢do aquosa. De cada fase aquosa e de
microcapsulas foi retirada uma amostra, com volume aproximadamente de 1 mL, esta foi filtrada
previamente através de filtros PTFE de 0,45 pum de diametro. Verificou-se que a solucdo de
microcapsulas ofereceu maior resisténcia a filtracdo, uma vez que as microcapsulas formadas apresentam
uma dimensdo consideravel. Tomando como exemplo o primeiro ensaio realizado, microcapsulas de
PLGA com Oleo de Tomilho Vermelho, a Figura 18 mostra os dois tipos de cromatogramas referentes a
fase aquosa (a) e a fase de microcapsulas (b).

A presenca apenas de Timol e Carvacrol na fase aquosa, deve-se sobretudo as afinidades polares,
uma vez que estes dois componentes sdo compostos fenolicos e polares, pelo que se justifica a ndo
comparéncia dos picos relativos ao Terpineno e p-Cimeno. Devido & baixa concentragcdo no 6leo, o
Linalol, apesar de ser polar, ndo surge na fase aquosa. Também nesta fase se verifica o pico relativo ao
DMF, solvente polar usado para dissolver o PLGA na formacdo das microcapsulas. Na fase de
microcépsulas é possivel observar os picos referentes aos compostos polares (Linalol, Timol e Carvacrol),
algum agente endurecedor, OCTMS e DMF de menores dimensGes comparando com o pico que surge na
fase aquosa. E de referir que nos cromatogramas da solucdo de microcapsulas de PLGA com Oleo de

Tomilho Branco surgiu o pico do p-Cimeno.

Descricao Técnica 31



Microencapsulagéo de Oleos Essenciais

DMF

@)

40

304

Sinal (mVolts)

20

Timol

rvacrol

[ car
L

k ho b5 b bs ko bs

Tempo (minutos)

F—
OCTMS

- (b)

Sinal (mVolts)
T

DMF

Timol

Carvacrol

™ OCTMS

Linalol

-

!

o
S

5 %o b5 o Bs

Tempo (minutos)

Figura 18: Cromatogramas obtidos referentes a fase aquosa (a) e fase de microcapsulas (b).

A presenga dos picos nos cromatogramas corresponde aos compostos que ndo foram
encapsulados, ou seja, a analise da fase de microcapsulas recai sobretudo na analise a0 meio exterior da
solucdo, o que se compreende devido a filtracdo prévia. Pode-se dizer entfo que a quantificacdo de Oleo
essencial de Tomilho baseia-se num método indireto, uma vez que a massa encapsulada € obtida pela
diferenga da massa do componente do Oleo de Tomilho inicial (Mtotqr;) € @ Massa do componente do

Oleo de Tomilho n&o encapsulado (m;, encapsulada,i)» COMO mMostra a Equagao 2.

Mtotal,i — Mnio encapsulada,i

Eficiéncia de Encapsulacio; (%) = x 100 (2)

Meotal,i
onde i representa o componente do Oleo de Tomilho.
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Assim, de forma a quantificar cada componente do Oleo de Tomilho, foram feitas e analisadas
solucdes padrdo que permitiram tracar as curvas de calibracdo para cada componente (ver Anexo 1),
tendo em conta as areas dos picos em funcdo das concentracdes do respetivo componente no 6leo. Com
esta ferramenta, as concentrag@es dos componentes do dleo, os volumes obtidos em cada uma das fases e
o volume inicial de dleo, através da Equagdo 2 obtiveram-se as eficiéncias de encapsulagdo para cada
componente do Oleo de Tomilho nas microcapsulas de PLGA. Estes valores de eficiéncias para as
microcépsulas de Oleo de Tomilho Vermelho e Oleo de Tomilho Branco, juntamente com outros dados
relevantes estdo presentes nas Tabelas 7 e 8 respetivamente.

Tabela 7: Eficiéncias de encapsulacio do Oleo de Tomilho Vermelho nas microcapsulas de PLGA.

Eficiéncias de

Componente Meotar, ()  Mnzo encapsulada (9) M encapsulada (9) Encapsulacio

Terpineno 0,0110 0,0000 0,0110 100%
p-Cimeno 0,0548 0,0000 0,0548 100%
Linalol 0,0154 0,0102 0,0052 33%
Timol 0,0878 0,0390 0,0487 56%
Carvacrol 0,0143 0,0063 0,0080 56%
Apolar 0,0658 0,0000 0,0658 100%
Polar 0,1174 0,0556 0,0619 53%
Total 0,1832 0,0556 0,1276 70%

Tabela 8: Eficiéncias de encapsulacio do Oleo de Tomilho Branco nas microcapsulas de PLGA.

Componentes Mtotal, (g) Mnpso encapsulada (g) mencapsulada (g) EE:LZ!S?S;:(;?;)
Terpineno 0,0116 0,0000 0,0115 100%
p-Cimeno 0,0485 0,0157 0,0328 68%

Linalol 0,0140 0,0082 0,0057 41%
Timol 0,1019 0,0510 0,0509 50%
Carvacrol 0,0077 0,0045 0,0032 41%
Apolar 0,0600 0,0157 0,0443 74%
Polar 0,1236 0,0638 0,0598 48%
Total 0,1836 0,0795 0,1041 S57%

Relativamente as eficiéncias de encapsulacdo do Oleo de Tomilho Vermelho, é de realcar que
houve uma encapsulacéo preferencial pelos compostos apolares (Terpineno e p-Cimeno) o que se verifica
pela eficiéncia de 100%. Comparando com a percentagem de encapsulacdo de compostos apolares, de
82%, obtidos por Martins et al. (2011) que estudou a encapsulagio do mesmo tipo de Oleo de Tomilho
(Vermelho) em microcépsulas de PLA, é possivel verificar que h4 maior eficiéncia de encapsulacéo dos

compostos apolares nas microcapsulas de PLGA.
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Ja as eficiéncias dos compostos polares (Linalol, Timol e Carvacrol) encontram-se na mesma
gama de valores obtidos por Martins et al. (2011), 54%, sendo que a eficiéncia de encapsulacdo destes
compostos nas microcapsulas de PLGA ¢ de 53%.

No que diz respeito a eficiéncia global, concluiu-se que a microencapsulagio do Oleo de Tomilho
em PLGA ¢ mais eficiente comparativamente a do 6leo em PLA confrontando os 70% com os cerca de
65% (Martins et al., 2011). Esta eficiéncia global mais elevada deve-se claramente aos compostos
apolares devido as suas eficiéncias mais significativas. O tipo de agente tensioativo usado poderd ter
influenciado a eficiéncia de encapsulacdo global. E de referir que os agentes tensioativos sio
caracterizados através do seu Balang¢o Hidrofilico-Lipofilico (HLB), isto é a sua tendéncia hidrofilica ou
lipofilica. O agente tensioativo usado, Tergitol, apresenta um HLB médio de 13,3, pelo que é o ideal para
emulsdes Gleo-em-agua (Heusch & AG, 2005). Outros fatores que também influenciam a eficiéncia
global sdo, segundo Johansen et al. (1998), as interacGes polares entre 0 PLGA e o principio ativo, neste
caso 0 Oleo de Tomilho (através da sua parte hidrofilica). Assim sdo estabelecidas ligagBes através de
pontes de hidrogénio que permitem uma maior estabilidade entre o polimero e o dleo (Jyothi et al., 2010).

Quanto a encapsulagio do Oleo de Tomilho Branco, verificaram-se que as eficiéncias no geral
sdo inferiores comparando com os valores obtidos da encapsulagio do Oleo de Tomilho Vermelho.
Enquanto os compostos polares em ambos 0s ensaios apresentam uma eficiéncia relativamente proxima
(53% e 48%), os compostos apolares ja apresentam eficiéncias mais discrepantes (100% e 74%). Essas
eficiéncias podem ser justificadas, uma vez que para o Oleo de Tomilho Vermelho se assume total
encapsulacdo dos compostos apolares enquanto para o Oleo de Tomilho Branco se assume 100% apenas
para o Terpineno, pois uma parte de p-Cimeno surge como ndo encapsulado. Estas discrepancias de
valores refletem-se assim na eficiéncia global, levando a que a eficiéncia de encapsulacdo do Oleo de
Tomilho Branco seja mais baixa, de 57%, relativamente & encapsulagdo de Oleo de Tomilho Vermelho,
de 70%. Outro fator que certamente podera ter influenciado as percentagens de encapsulacio do Oleo de
Tomilho Branco foi a percentagem de cada componente no 6leo, uma vez que as areas dos picos dos
componentes se mantiveram dentro da mesma gama para ambos 0S ensaios.

De forma a averiguar a viabilidade de encapsulacdo no PLGA e a verificar se as eficiéncias de
encapsulacdo obtidas estdo dentro da gama aceitavel é possivel comparar as eficiéncias de encapsulacdo
globais dos dois ensaios com outros estudos de microencapsulacao de compostos hidrofilicos em PLGA.

Corrigan & Li (2009) estudaram a encapsulacéo de Indometacina em PLGA (50:50) e concluiram
que a sua eficiéncia de encapsulagdo rondava os 65%. Nos estudos de Blanco-Prieto et al. (2004) sobre
encapsulacdo de Somatostatina em PLGA (50:50) foi possivel obter eficiéncias de 75% e 66% nos dois
ensaios realizados. Ja Pool et al. (2012) averiguou a encapsulacéo de Quercetina e Catequina em PLGA,
obtendo eficiéncias de encapsulacéo de 79% e 76% respetivamente.

Estes estudos permitem verificar a existéncia de uma gama de valores semelhantes. Confrontando
as eficiéncias de encapsulacio em PLGA do Oleo de Tomilho Vermelho e Branco, 70% e 57%

respetivamente, pode-se concluir que estas sdo coerentes com os valores ja referenciados. No entanto é

Descricao Técnica 34



Microencapsulagéo de Oleos Essenciais

necessario ter em conta que os valores de eficiéncias dependem do qudo hidrofilico € o composto
encapsulado, pois esse fator terd influéncia na ligagcGes entre o composto encapsulado e o agente

encapsulante, neste caso o PLGA.

3.2.2 Estudo da capacidade antimicrobiana

Como foi anteriormente referido, o teste antimicrobiano foi realizado com o objetivo de averiguar
a capacidade antimicrobiana das microcapsulas de PLGA, mais especificamente do seu principio ativo, o
Oleo de Tomilho, que tem na sua composicdo Timol e Carvacrol, compostos com caracteristicas
antimicrobianas (Jouki et al., 2014).

Inicialmente foram avaliadas as amostras RED e WHITE. O procedimento de preparagdo e
inoculacéo das placas de petri e de introducdo das microcapsulas estd descrito no inicio deste capitulo.
Tomando como exemplo as amostras RED e WHITE, a Figura 19 mostra o aspeto geral inicial das placas
de petri com as amostras de microcapsulas. E de referir que estas imagens sdo coerentes para todos 0s

ensaios e respetivos duplicados.

Figura 19: Placas de Petri apos inoculagéo e introducdo das amostras RED2 e WHITE2 respetivamente.

Uma vez que ap6s 24 horas se verificou o halo de inibicdo, procedeu-se ao passo seguinte: a
incubacdo das amostras durante 4 dias a 37 °C. Os valores obtidos dos didmetros do halo de inibi¢do, Dy;

estdo presentes na Tabela 9. E de referir que as amostras foram testadas em duplicado.
Tabela 9: Didmetro do halo de inibi¢do apo6s 24 horas e 4 dias para as amostras e respetivos duplicados.

Amostra Dy,; ap0s 24 horas (cm)  Dy; ap6s 4 dias (cm)

RED1 3,5 3,5
RED2 3,5 3,5
WHITE1 3,5 3,5
WHITE?2 3,5 3,5

Através da Tabela 9 é possivel observar que ambas as amostras apresentaram atividades

antimicrobianas semelhantes. O diametro do halo de inibicdo apds 24 horas de incubacdo foi coerente,
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ndo havendo qualquer tipo de oscilacdo para com o duplicado. No entanto verificou-se que apds um
periodo de incubacdo de 4 dias ndo houve qualquer alteracdo no diametro, permitindo concluir que néo
houve uma difusdo téo significativa do principio ativo ap6s as 24 horas.

A fim de se verificar a presenca/auséncia de difusdo do principio ativo ap6s o primeiro tempo de
incubacdo, optou-se pela repeticdo dos testes, mas agora com as amostras RED-L e WHITE-L, sendo que
a Unica diferenca destas amostras para as anteriores recaia no processo de lavagem por que estas
sofreram. Assim, procedeu-se de forma semelhante aos testes anteriores e mediram-se os diametros do

halo de inibicdo das amostras e duplicados. Os resultados obtidos estdo presentes na Tabela 10.

Tabela 10: Diametro do halo de inibicdo apds 24 horas e 4 dias para as amostras e respetivos duplicados.

Amostra Dy,; ap6s 24 horas (cm)  Dp,; ap6s 4 dias (cm)

RED-L1 3,0 3,5
RED-L2 3,0 3,5
WHITE-L1 2,5 3,0
WHITE-L2 3,0 3,5

Os valores presentes na Tabela 10 indicam que, em ambas as amostras, a atividade
antimicrobiana aumentou, pois o didmetro do halo de inibicdo aumentou tambeém. Verifica-se também
que as amostras RED sdo concordantes entre duplicados, havendo apenas uma oscilagdo de 0,5 cm de
didmetro apos incubagdo de 4 dias, 0 que é aceitavel pois indica o aumento do halo de inibigdo. Ja nas
amostras WHITE, verifica-se uma oscilagdo de 0,5 cm entre duplicados ap6s 24 horas, no entanto é
possivel observar que apos o periodo de 4 dias ambos apresentam um amento concordante, de 0,5 cm.

Comparando os valores das Tabelas 9 e 10 pode-se concluir que a difusdo do principio ativo
encapsulado em PLGA para o0 agar é mais prolongada nas amostras que foram previamente submetidas ao
processo de lavagem, uma vez que este permitiu a eliminacdo dos compostos ndo encapsulados e a
estabilizacdo da solucio de microcapsulas. E de referir que a eliminacdo dos compostos néo encapsulados
permitiu que a difusdo observada fosse inteiramente do principio ativo encapsulado.

De forma a permitir uma breve verificagdo da coeréncia dos valores obtidos nos testes
antimicrobianos ao Oleo de Tomilho, comparam-se estes com a literatura ja existente. Emiroglu et al.
(2010) estudou a capacidade antimicrobiana do Oleo de Tomilho (incorporado num filme de soja
comestivel) perante a bactéria Gram Negativa Pseudomonas aeruginosa. Ap6s uma incubacdo de 24
horas, a uma temperatura de 37 °C observou que os didmetros do halo de inibicdo rondavam os 4 cm.
Verificou-se assim que os resultados obtidos eram aceitaveis, pois ndo eram muito discrepantes dos ja
referenciados.

E de notar que a escolha da bactéria para a realizacdo dos testes incidiu nas do tipo Gram
Negativa, pois comparativamente as bactérias Gram Positiva, estas sS40 mais complexas e apresentam uma

maior resisténcia aos agentes antimicrobianos devido a ‘barreira restrita’ criada pela membrana exterior
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(Emiroglu et al., 2010). No entanto, verificou-se que o Oleo de Tomilho era capaz de inibir o crescimento
da bactéria, através dos seus componentes fenélicos Carvacrol e Timol. A acdo antimicrobiana destes
compostos é explicada por Burt (2004) afirmando que o Carvacrol e o Timol tém a capacidade de
desintegrar o lado exterior da membrana da Bactéria Gram Negativa, provocando a libertacdo dos
lipopolissacarideos da membrana e permitindo a permeabilidade ao ATP (adenosina trifosfato) da

membrana citoplasmatica.
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4 Conclusoes

A producéo de microcapsulas revestidas com um polimero biodegradavel, PLGA, contendo Oleo
de Tomilho, foi conseguida através de um método novo de coacervacdo, ja testado, sendo possivel a
formac&o de microcapsulas com os dois tipos de Oleo de Tomilho usados.

Quer as microcapsulas de Oleo de Tomilho Vermelho, quer as de Oleo de Tomilho Branco
apresentaram, através da microscopia 6tica, uma forma regular e esférica, bem definidas e de diversas
dimensGes.

Através da analise do tamanho de particulas foi possivel obter o didmetro médio de 44,79 um
para as microcapsulas de PLGA com Oleo de Tomilho Vermelho e de 48,57 pum para as de Oleo de
Tomilho Branco. Estes valores permitiram obter uma estimativa da espessura da membrana, de cerca de
3,16 e 3,90 pum respetivamente.

As eficiéncias de encapsulacdo foram obtidas através de um balango a massa de 6leo resultando
assim numa eficiéncia global de 70% e 57% respetivamente para o Oleo de Tomilho Vermelho e Branco.
Estes valores foram fortemente influenciados devido a preferencial encapsulagdo dos compostos apolares.
Estes valores de eficiéncias poderdo ser influenciados pelo agente tensioativo usado, o polimero e as
interacOes polares 6leo-polimero.

A realizacdo dos testes antimicrobianos de forma qualitativa, permitiu verificar a capacidade de
inibicdo por parte do Oleo de Tomilho, devido & presenca dos compostos Timol e Carvacrol. Verificou-se
gue, para as amostras de microcapsulas que sofreram previamente o processo de lavagem, a sua difuséo
tornou-se mais prolongada, uma vez que se verificou o crescimento do halo de inibi¢do passados 4 dias.

Apesar de ndo ter sido estudado a taxa de difusdo do principio ativo, os testes antimicrobianos

confirmaram a difusdo deste, devido a presenca do halo de inibicdo ap6s um periodo de 24 horas e 4 dias.

4.1 OBJETIVOS REALIZADOS

Apbs a realizacdo deste trabalho, varios foram os objetivos conseguidos. A producdo de
microcapsulas de PLGA com dois tipos de Oleo de Tomilho foi realizada com sucesso uma vez que se
verificou a viabilidade da microencapsulagcdo. Essa viabilidade centrou-se essencialmente na
caracterizagdo por microscopia eletronica de forma a avaliar a morfologia das microcapsulas obtidas, na
andlise do tamanho de particulas que posteriormente permitiu o calculo da espessura da membrana e, por
fim, na quantificacdo de 6leo encapsulado através da cromatografia gasosa, permitindo a obtencdo das
eficiéncias de encapsulagdo dos componentes principais do 6leo bem como as eficiéncias de encapsulagdo
globais. Além destes objetivos atingidos, também a capacidade antimicrobiana do Oleo de Tomilho

encapsulado em PLGA foi estudada, conseguindo-se resultados positivos.
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4.2 LIMITACOES E TRABALHO FUTURO

Excluindo a maioria dos objetivos deste trabalho, que foram realizados, apenas os estudos de
difuséo do principio ativo ficaram por concluir. Estes ainda foram iniciados, no entanto o curto periodo de
tempo restante e a indisponibilidade do equipamento impossibilitaram a andlise da difusdo e
consequentemente a sua discussdo e concluséo.

No entanto, os estudos de difusdo poderdo ser alvo de trabalho futuro, uma vez que com 0s
estudos antimicrobianos provou-se a existéncia de difusdo do principio ativo, podendo os resultados ser
comparados com a literatura atual. Um outro trabalho futuro recai na otimizagdo do processo de
microencapsulagio de Oleo de Tomilho em PLGA, averiguando qual o PLGA com a melhor razio de
acido lactico e acido glicolico e estudar o agente tensioativo utilizado que permite obter maiores
eficiéncias de encapsulagdo. Outro estudo que se podera ter em conta recai na substituicdo do principio

ativo, ou na alteracdo do polimero biodegradavel, como por exemplo o uso do PGA.

4.3 APRECIACAO FINAL

A minha apreciacdo final do trabalho desenvolvido é positiva. De uma forma geral, grande parte
dos objetivos estipulados inicialmente foram atingidos com sucesso, no que se traduziu em resultados
coerentes e apresentaveis. Penso que a falta de tempo limitou o encontro de algumas respostas para alguns
problemas que possam ter surgido, uma vez que era necessario um periodo experimental ainda
consideravel e por consequéncia equipamento  disponivel. No entanto, perante os resultados obtidos, a

avaliagdo dos cerca de cinco meses de trabalho é claramente positiva.
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Anexo 1Retas de Calibracéao

e Retas de Calibracio para o Oleo de Tomilho Vermelho
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e Retas de Calibracio para o Oleo de Tomilho Branco
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