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Resumo

Os Oleos Essenciais (OE) sao uma mistura de compostos hidrofébicos volateis que
se degradam facilmente, porém apresentam propriedades e aplicacdes bastante
Uteis ao Homem desde o inicio das civilizacées. O nanoencapsulamento destas
substancias tem vindo a ganhar um elevado interesse, essencialmente pelos
beneficios que apresenta face aos microssistemas e protecdo contra as condicoes
ambientais, mas também pela variedade de materiais que se podem utilizar
como agentes de encapsulamento. As estratégias atuais de nanoencapsulamento
tendem cada vez mais para uma Quimica Verde e sustentavel, de modo a deixar

uma pegada ecoldgica mais pequena.

O presente trabalho pretende realizar o encapsulamento de éleos essenciais em
nanocapsulas de Poli(Etileno Glicol) (PEG), pelo método de emulsdo de 6leo em
agua (O/A), e estudar a influéncia da massa molecular do PEG utilizado (do
monomero até PEG 35 000) na formacdo das nanocapsulas. As amostras obtidas
foram caraterizadas por Microscopia Eletronica. A resisténcia das nanoemulsdes
de nanocapsulas (NC) a turbuléncia e a temperatura foi estudada por

centrifugacao e por aumento de temperatura gradual a pressao reduzida.

Observou-se que PEG com massa molar de 1 500 até 6 000 g/mol origina sistemas
de emulsdes de NC espessas e estaveis, com elevada resisténcia a turbuléncia e a
temperatura. O Etilenoglicol, ou seja, o monomero (MEG), nas condicoes
estudadas parece polimerizar em torno de goticulas de OE, formando
nanocapsulas, mas em baixa concentracdo. O PEG 300, liquido a temperatura
ambiente, forma nanocapsulas também em baixa quantidade, apenas observaveis

por microscopia de transmissao.

O PEG com massas iguais ou superiores a 12 000 g/mol formam sistemas de
microemulsoes estaveis, mas nao formam nanocapsulas. Concluiu-se ainda que a
adicao de etanol, apesar de aumentar a concentracao de nanocapsulas diminui a

espessura das capsulas, deixando-as frageis e pouco resistentes.

Palavras-chave

Oleo Essencial, Poli(EtilenoGlicol) (PEG), Nanoencapsulamento, Nanoemuls&o.
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Abstract

Essential Qils (EO) are a mixture of volatile hydrophobic compounds that degrade
easily, but have properties and applications very useful to man since the
beginning of human civilizations. The nanoencapsulation of these substances has
gained a relevant interest, essentially for the benefits it provides face to
microsystems and protection against environmental conditions, but also by the
variety of materials that can be used as encapsulating agents. Current strategies
of nanoencapsulation tend increasingly for Green Chemistry and sustainable

methods, for a smaller ecological footprint.

This work pretends to perform the encapsulation of essential oils in nanocapsules
of Poly (Ethylene Glycol) (PEG), by the method of Qil in Water emulsion (O/W),
and study the influence of molecular weight of PEG (monomer to PEG 35 000) on
the formation of nanocapsules. The samples were characterized by Electronic
Microscopy techniques. Nanoemulsions and nanocapsules stability was studied by
centrifugation (resistance to turbulence) and by gradual increase of temperature

in a low pressure system.

It was observed that PEG with molar weight from 1500 t0 6 000 g/mol affords
emulsions of uniform nanocapsules, thick and stable systems with high resistance
to turbulence and temperature. The monomer (MEG) polymerizes around the OE
droplets forming NC in a not significant amount. PEG 300, liquid at room

temperature, also forms NC in small amounts.

PEG with molar weights equal to or greater than 12 000 g / mol form stable
microemulsions systems with no formation of NC. It was also concluded that the
addition of ethanol, despite increasing the encapsulation efficiency, decreases

the thickness of the capsules, making them fragile and much less resistant.

Keywords

Essential Qil, Poli(etilene Glycol) (PEG), Nanoencapsulation, nanoemulsion
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Capitulo 1 - Introducao

Os OE sao uma mistura complexa de varios compostos, liquida, oleosa e aromatica,
pouco soluvel em fase aquosa, obtida a partir dos orgaos de plantas de diversas
espécies [1, 2, 3]. Sao constituidos por uma mistura de compostos hidrofobicos que
sao metabolitos secundarios das plantas, como terpenos, terpendides, flavonodes,
alcoois, ésteres, aldeidos, cetonas, éteres e os diversos derivados minoritarios [2, 4,
5]. A composicao dos OE pode variar de acordo com a espécie de planta, dos 6rgaos
de que sao extraidos, da zona demografica e da época sazonal, resultando em
diferentes perfis organoléticos e olfativos e num largo leque de atividades bioldgicas
[1, 2, 5].

1.1. Propriedades dos OE

Os OE tém propriedades antimicrobianas, antivirais, antifingicas e inseticidas,
antioxidantes, e na libertacao de sabor e odores, etc., que se supde poder estarem
relacionadas com as suas funcées na planta [2, 7]. As diferentes propriedades devem-
se aos diferentes compostos quimicos que constituem os OE, que podem ser
misturados com outros OE ou agentes de protecao e ter efeitos sinergéticos sobre os
contaminantes [2]. Com este leque de carateristicas, o Homem pode aplicar os OE

em diversas indUstrias para seu beneficio e melhorar a qualidade de vida.

1.1.1.  Agentes antioxidantes

Como agentes antioxidantes, os OE, oferecem protecao contra os efeitos nocivos dos
radicais livres e outras espécies reativas de oxigénio, devido a presenca maioritaria
de flavonoides e fenois [4, 7]. Esta carateristica leva a vantagens ecologicas,
economicas e de salde da populacao geral. Exemplos disso sao a melhoria na
conservacao de alimentos, a aplicacao em cremes ou locoes de cuidado de pele,

entre outros.

Varios estudos demonstram que a maioria dos antioxidantes sintéticos utilizados em
alimentos podem deteriorar a salde humana e que os OE tém a mesma capacidade

antioxidante sem prejudicar ou alterar negativamente a saude publica [4].



1.1.2.  Agentes antimicrobianos

O rapido desenvolvimento da resisténcia por parte dos microrganismos aos
antibioticos € um grave problema de saude publica, tal como intoxicacoes e infecoes
alimentares, e tem levado o consumidor a procurar produtos de origem natural ou

bioldgica, livres de quimicos sintéticos [1, 4].

Os componentes dos OE tém propriedades antibacterianas, antifingicas e antivirais,
devido principalmente a presenca de terpenos, alcoois, cetonas, fenois, acidos,
aldeidos e ésteres, podendo ser considerados antimicrobianos naturais, atuando em
sinergia sobre todo o tipo de microrganismos. Como sao hidrofébicos, conseguem
afetar a membrana celular bacteriana destruindo-a por disrupcao membranar, tendo
maior eficacia sobre bactérias Gram-negativas do que sobre as Gram-positivas,
devido a composicao das membranas celulares destas [1, 4, 5, 7]. A utilizacao de OE
como agentes antimicrobianos naturais € uma alternativa cada vez mais procurada
pelo consumidor final por ser uma alternativa verde, saudavel e biodegradavel em

relacao aos produtos com matérias primas sintéticas.

Contudo, algumas desvantagens como a alta volatilidade dos oleos, o seu carater
hidrofobico e odores desagradaveis a altas concentracoes, devem ser tomadas em

consideracao durante a sua formulacao [7].

1.1.3.  Sabores e odores - flavors

Os OE conseguem libertar odores e provocar sabores intensos, devido a presenca de
cadeias curtas hidrocarbonadas com oxigénio, azoto e enxofre nas suas ramificacoes.
Como flavors, os 6leos essenciais podem proporcionar aroma e sabor agradaveis aos
alimentos, bem como a fragancias, a produtos de self care, e a tecidos ou tintas. Na
sua forma pura os o6leos essenciais podem ter odores desagradaveis, sendo necessario

algum tratamento prévio ou diluicdo destes em outras substancias biocompativeis

[71.



1.2. Aplicagdes

0 Homem utiliza os dleos essenciais desde o inicio das civilizacoes. Ha mais de 2 000
anos, Grécia, Roma antiga, Egipto, india, Pérsia e Arabia, os dleos essenciais eram
usados em formulacdes para perfumes, alteracao de sabores e conservantes naturais.
A partir do século XVI sao difundidos pela Europa em farmacias, mas sé a partir do

século XIX e XX comecam a ser estudados como uma alternativa médica [2, 3, 8].

Atualmente, os OE sdao também utilizados em inUmeras indUstrias, mostrando-se
promissores em vastas areas do quotidiano e dao uma melhor imagem aos produtos
por serem quimicos naturais com beneficios para o homem sem prejuizos para o
ambiente [8, 9]. As propriedades dos OE fazem com que sejam valorizados e que
tenham aplicacées industriais interessantes, aumentando o rendimento e valor dos
produtos finais. Por exemplo, na aplicacao na agricultura e criacao de animais, como
fungicida ou antibi6tico, na alimentacdo, como conservantes, na farmacéutica, como
tratamento topico, ou na cosmética, para criacao de produtos livres de quimicos

Nocivos.

Os oleos essenciais tém de ser considerados GRAS (Generally Recognized As Safe) e
aprovados pela FDA (Food and Drugs Administration) ou outro orgao regulador para

poderem ser utilizados em produtos de consumo humano [2, 4, 7].

1.2.1. Industria Agricola

A agricultura é afetada por inUmeras pragas provocadas por diversos microrganismos,
levando a perdas econdmicas elevadas. Uma das atividades exibida pelos o6leos
essenciais € a capacidade de matar organismos vivos, como fungos e insetos, que
provocam pragas nas plantas. Os fungos e as suas micotoxinas, por exemplo, sao 0s
principais agentes causadores de doencas em culturas agricolas e por isso ha a
necessidade de recorrer a fungicidas. Os fungicidas sintéticos demonstram sucesso
eficaz no controlo dos fungos patogénicos, mas tém consequéncias negativas sobre o
ambiente, salde publica e ao nivel econdémico, além de que cada vez mais
constituintes estao a ser banidos. Os fungicidas naturais, por sua vez, sao a
alternativa mais ecologica e saudavel por serem de origem natural, biodegradaveis,
seguros e as fontes de matéria prima tém preparacdo a baixo custo e mantém os

alimentos frescos e com elevada qualidade, sem efeitos secundarios nos humanos



[10, 11, 12]. Estudos demonstram ainda que os OE podem ser colocados diretamente
no solo para reduzir o crescimento de bactérias e contaminacdes em produtos

organicos frescos, como em vegetais [1].

Como inseticida, alguns dos constituintes dos EO conseguem interferir numa zona do
sistema nervoso dos insetos, que nao esta presente em mamiferos e peixes, levando
a morte daqueles. Assim, os dleos essenciais parecem ser uma alternativa nao toxica
no combate de pragas, pois sao claramente menos perigosos para o Homem e para o

ambiente, contudo o seu perfil sensivel limita o uso destes compostos [8, 10].

1.2.2. Industria Alimentar

Na indUstria alimentar os 6leos essenciais podem acrescentar vantagens e valor aos
produtos finais de modo a que sejam mais seguros e aceites pelos consumidores. Os
diferentes racios dos compostos nos OE podem contribuir para a criacao de alimentos
funcionais e para a melhoria da qualidade nutricional, com beneficio para a salde
publica. Podem funcionar como antioxidantes ou conservantes, inibidores de
patogénicos alimentares, modificadores de prazos de validade, promotores de
textura, agentes organoléticos e redutores de toxicidade, e ainda proporcionar a

libertacao controlada das especiarias [1, 4, 7].

Como aditivos alimentares, alguns OE podem proteger os alimentos contra a oxidacao
dos nutrientes e contra agentes patogénicos, mantendo os produtos sensorialmente
aceitaveis e aumentando a seguranca alimentar. Os aditivos alimentares a base de OE
apresentam o mesmo efeito que os conservantes sintéticos, mas sem consequéncias
nefastas para a saude publica, podendo ser utilizado diretamente no produto e em
baixas ou altas temperaturas [1, 4, 7]. No caso da carne e do peixe a adicao de 6leos
essenciais serve, essencialmente, para preservar os seus perfis fisico-quimicos,

microbianos e sensoriais da degradacao Post Mortem [4].

Alguns exemplos de produtos de conservacao alimentar sao o “Protecta one” e o
“Protecta two”, que sao dois aditivos alimentares a base de extratos vegetais
considerados como GRAS nos EUA [2].

Outras aplicacoes, em produtos alimentares sdo a utilizacao dos dleos essenciais em
sinergia com embalagens de atmosfera modificada, o uso como produtos de limpeza

e de desinfecao de alimentos, como conservantes de sabores, atuando no perfil



organolético dos alimentos [4, 7]. O “DMC Base Natural” é um conservante produzido
pela empresa DMCA, em Espanha, que compreende 50% de 6leo essencial de alecrim,

salva e citrinos e 50% de glicerol [2].

Nesta indUstria, os OE devem sofrer um tratamento prévio a sua aplicacao final,
porque podem apresentar toxicidade na sua forma pura, bem como alteracoes
sensoriais significativas aos alimentos e apresentar uma perda precoce de funcoes a
altas temperaturas. Outra limitacao importante é o facto de os OE terem baixa

solubilidade em fases aquosas, o que pode levar a separacao de fases ou precipitacao

[71.

1.2.3. Indastria Cosmética

Os OE podem ser incorporados em cremes, locdes, gotas ou solucdes para tratamento
e prevencao de doencas ou uso em cosméticos. As principais aplicacoes dos oleos
essenciais em cosmética sao em produtos de limpeza, como pastas de dentes, géis de
banho e perfumes, devido as suas capacidades como conservantes, branqueadores,

odorais e antimicrobianas [8].

A substituicao dos conservantes artificiais por conservantes de origem natural, como
os OE, tem aumentado, pois os consumidores tém maior formacao e informacao sobre
os efeitos nefastos que os quimicos artificiais podem provocar a curto e longo prazo
no nosso organismo. Este aspeto é importante nesta indUstria, pois um produto mais
natural e livre de quimicos sintéticos tem uma imagem de marca mais aceite no

mercado [8].

Contudo, € importante interiorizar que tudo tem um limite maximo seguro e as
autoridades de salde pulblica tém o dever de alertar para esses limites

regulamentando valores de equilibrio entre o risco e o beneficio [8].

1.2.4. Indlstria Farmacéutica e Medicina

Os OE possuem na sua composicao quimica compostos com alto valor nas areas da
saude, como um efeito curativo fisico e psicologico enorme e possibilidade de serem

formulados para inalacao ou para aplicacao topica. No geral, as moléculas do OE sao



absorvidas pela pele ou através dos pulmoes e interagem com o sistema nervoso ou

linfatico provocando uma sensacao de cura, estimulacao, relaxamento e frescura [8].

Na indUstria da satde os constituintes dos OE podem, ainda, ser extensivamente Uteis
para prevenir e curar doencas humanas e na formulacao de vacinas [8]. Contudo, a
administracao oral de doses elevadas pode levar ao retardamento do crescimento e
efeitos adversos nos pulmoes e rins, sendo o encapsulamento uma estratégia para
atenuar estes efeitos [4]. E importante alertar para estes riscos, uma vez que os

oleos essenciais podem comercializar-se puros, sem indicacao de como utilizar.

Um grande numero de estudos tem sido conduzido no sentido de estudar as
propriedades dos OE em terapias com aroma e com massagens, como modificador
natural de penetracao na pele e para a libertacao controlada de farmacos em alvos

especificos do organismo [8].

1.2.5. Industria Téxtil

Ao serem funcionalizados em téxteis, os OE, podem atuar como fragancias, agentes
de protecao microbiana e como agentes refrescantes. A aplicacao de téxteis
modificados pode ter variados contextos desde o uso diario, em hospitais, lares,

fabricas e escolas.

Atualmente existem diferentes tipos de tecnologia que melhora a utilizacao e
funcionalidade dos tecidos, como os téxteis cosméticos. Os téxteis cosméticos sao
aqueles que em contacto com a pele humana transferem substancias ativas com
propositos cosméticos, de forma controlada. Este tipo de téxtil pode conter
compostos ativos a partir de OE encapsulados e adsorvidos nos tecidos. Esta adsorcao
favorece a peca com libertacao controlada dos compostos e a sua otimizacao

aumenta a sua resisténcia de libertacao ao longo de ciclos de lavagem [13-16].

1.3. Limitacoes

A composicao quimica e perfil hidrofébico fazem dos OE substancias volateis, muito
pouco solUveis em meios aquosos e suscetiveis a degradacao pela acao do oxigénio,
luz, temperatura e humidade [2,6, 9, 17-19]. Estas carateristicas limitam o

rendimento e eficacia das possiveis aplicacées os OE, além de que a composicao



pode-se alterar durante o armazenamento com o tipo de embalagem e o local onde o
6leo é mantido. Assim, os OE devem ser mantidos em embalagens hermeticamente

fechadas e protegidas da luz, em ambientes refrigerados [2].

Alguns 6leos essenciais também apresentam carateristicas prejudiciais ao Homem nas
suas formas puras, como fototoxicidade e potencial alergénico, devido as alteracoes
dos compostos no armazenamento [2, 18]. Estas carateristicas anulam-se quando o
oleo esta presente numa percentagem maxima de seguranca provada e
regulamentada e a sua quantidade em formulacées nao ultrapassa esse limite. Por
exemplo, o 6leo da arvore do cha apenas é seguro em formulacdes com, no maximo,
1% de oleo [9].

Para ultrapassar estas limitacdes, as equipas de investigacao tém-se concentrado no
encapsulamento dos OE, levando também a uma melhoria no manuseamento dos

destes oleos [6, 3].

1.4. Tecnologias de Encapsulamento

O encapsulamento € um processo pelo qual substancias como compostos bioativos
solidos, liquidos ou gasosos, sao acondicionadas dentro de um material de
revestimento de modo a formar um ambiente fechado capaz de controlar interacoes
entre as condicOes internas e externas [7, 17, 20, 21]. O encapsulamento pode ser
aplicado para diminuir as limitacdes dos oleos essenciais, como instabilidade fisica,
termodinamica, bioatividade, volatizacao e degradacao oxidativa, ou para melhorar

as propriedades, nas diversas indUstrias onde se podem aplicar [6, 10, 17, 19-22].

1.4.1. Nanoencapsulamento

O nanoencapsulamento é o processo de encapsulamento realizado a escala
nanométrica, que envolve incorporacao, absorcao ou dispersao de compostos dentro
de vesiculas, formando nanoparticulas [3, 9, 19, 20, 22]. Esta técnica tem
funcionalidades superiores aos microssistemas, como o aumento da area de
superficie, da solubilidade e da biodisponibilidade, promocao de libertacao mais
controlada de substancias ativas, protecdo da substancia do ambiente externo ou

melhoramento do seu manuseamento [9, 10, 6, 19, 20, 23].



Os sistemas nanoestruturados formados sao classificados de acordo com o método
aplicado sendo as nanocapsulas, nanoesferas e nanoemulsoes as mais simples
(llustracao 1), entre outras mais complexas [21, 22, 24]. As nanocapsulas (com um
diametro até 1000 nm) sao sistemas vesiculares que apresentam um involucro ao
redor de um nucleo, e as nanoesferas, formam um sistema de matriz no qual o

composto esta disperso uniformemente [9, 19, 22].
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Ilustracao 1 - Estrutura esquematica de (a) nanocapsulas e (b) nanoesferas. Adaptacao do esquema
apresentado por P. N. Ezhilarasi et al (2013) [20]

As técnicas de nanoencapsulamento podem ser mais ou menos complexas, de acordo
com os materiais e com a aplicacao final do produto. De acordo com a literatura
existem técnicas de encapsulamento com ou sem solventes organicos, por métodos
fisicos ou quimicos, com abordagem de “top-down” ou de “botton-up”. Atualmente
tem havido uma tentativa do uso da Quimica Verde na producao de nanoparticulas,
pois sdo métodos mais ecoldgicos, economicos, sustentaveis e benéficos para a saude
publica e para os ecossistemas, sendo a emulsificacao uma das técnicas mais comuns,

eficazes e simples [3, 20, 25].

1.4.2. Nanoemulsoes

As nanoemulsdes sao nanossistemas de dispersoes coloidais em que duas solucoes
imisciveis estao dispersas uma na outra (ilustracao 2). Sao opticamente transllcidas,
estaveis cineticamente e a longo prazo e podem estar no estado liquido ou solido, na
forma de po [18, 19, 26, 20, 22, 23]. As nanoemulsdes tém concentracées muito

baixas de surfactante (3-10%), libertam fragancias sem necessidade de uso de alcool



e apresentam carater estético e sensacao agradavel. A sua grande area de superficie
e baixa tensao superficial resulta numa deposicao uniforme e numa libertacao de

agentes bioativos com um maior poder de penetracao na pele [20, 22, 23, 26].

Exemplo de emulsdes sao as emulsdoes de 6leo-em-agua (0/A) (ilustracdo 2-B) que
consistem na homogeneizacdo de uma mistura de o6leo, agua e um ou mais
emulsionantes com um dispositivo mecanico, como um sonificador. Estas emulsdes
resultam num sistema de pequenas goticulas de dleo dispersas na fase aquosa em que
a interface fica estabilizada por emulsionantes, e tém vantagens economicas e

simplicidade de preparacao [19, 21, 27].
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llustracdo 2 - Exemplos de nanoemulsdo de (a) Agua em Oleo (A/0) e de (b) 6leo em agua (O/A) com as
gotas estabilizadas por moléculas de surfactante. Fonte: Nature Reviews Microbiology DOI:
10.1038/nrmicro1681

As nanoemulsées podem ser produzidas por emulsificacdo de baixa ou alta de
energia. A producao por alta energia é a mais atrativa por permitir o scale up,
disponibilidade de equipamento, por ser livre em solventes organicos e por produzir
gotas de tamanhos menores [18, 20, 23]. Este método consiste no uso de agitacao
magnética de alta velocidade, homogeneizadores de alta pressao, ultrasonicadores
ou microfluidizadores [20]. No caso de emulsificacao com ultrassons, o aumento do
consumo de energia contribui para reduzir o tamanho da goticula, com

recoalescéncia minima de novas gotas [19, 20].

Uma das desvantagens das nanoemulsdes é a sua instabilidade. Apesar de as
nanoemulsdes apresentarem maior estabilidade cinética em relacdo as
microemulsdes, as primeiras apresentam uma elevada instabilidade termodinamica
devido a maior area de interface [31]. A estabilidade cinética tem a ver com as
interacoes dinamicas entre as nanogotas, que permanecem num estado de continuo

de movimento, levando a colisées que destabilizam a nanoemulsao (ilustracao 3).
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Ilustracdo 3 - Fendémenos que afetam a estabilidade das nanoemulsoes.
(Fonte: adaptacao feita por T. R. Borrin (2015) ao esquema apresentado por McClements, D. J.,
Weiss, J. Lipid Emulsions, Bailey’s Industrial Oil and fat Products, 3t ed. John Wiley & Sons, 2005)
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1.4.3. Sonificacao

A sonificacdo é um dos passos mais importantes na formacao de nanossistemas. Esta
técnica baseia-se na aplicacao de ultra-sons para realizar uma homogeneizacao fina
da emulsdao e permitir a diminuicao do tamanho das gotas de 6leo, organizacao do
material de revestimento e estabilizacao do sistema por emulsificacao. A sonificacao
é realizada por estagios em que inicialmente se tem uma mistura de 6leo, um meio
aquoso e um ou mais emulsificantes, forma-se uma emulsao multipla de 6leo em
agua em oleo (0/A/0), porque a concentracao da fase aquosa € superior a do éleo,
passando por uma inversao de fases resultando em uma emulsao de O/A, em que as
goticulas sao heterogéneas e grandes, e ao fim de algum tempo forma-se uma
distribuicao homogénea e estabilizada das gotas reduzidas na emulsao (ilustracao 4)
[23, 31]. Caso a fase aquosa contenha um material de revestimento, supde-se que

este vai organizar-se em redor das nanogotas de oleo, com posterior ligacao do

emulsificante.
Tempo de agitacio
0.9 |
Mistura de 6leo, melo Emulsdes multiplas Emulsio de O/A Emulsdo de O/A
aquoso e emulsionante 0/AfO (distribuigdo homogénea

das gotas)

Ilustracao 4 - Esquema do processo de sonificacao de acordo com o tempo de agitacao.
Adaptacao do esquema adaptado por T. Borrin (2015) [31] e por Komaiko et al 2016 [23]
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1.4.4. Outras Tecnologias de encapsulamento

Além das nanoemulsoes existem outros métodos de encapsulamento de OE. Os mais
comuns sao a nanoprecipitacao, a complexacao de inclusao e a emulsificacao-

evaporacao do solvente.

A nanoprecipitacao envolve a precipitacao do polimero a partir de uma solucao
organica e a difusao do solvente organico no meio aquoso, formando nanoparticulas.
Podem ser usados polimeros biodegradaveis, sendo o PEG e o Poli(Acido Lactico-co-

Glicolico) (Poly(Lactic-co-Glycolic Acid)- PLGA) os mais comuns [20].

A complexacao de inclusao consiste na insercao do agente a encapsular num material
de revestimento (substratos moleculares que contém cavidades que vao ser ocupadas
pelo 6leo) estabilizada por pontes de hidrogénio e ligacées de Van Der Waals [19, 20,
21].

A técnica de emulsificacao-evaporacao de solvente envolve a emulsificacao de um
polimero numa solucdao aquosa e a evaporacao do solvente deste, induzindo a
precipitacao do polimero em nanoesferas. Os compostos bioativos ficam dispersos

numa rede de matriz polimérica [20].

1.5. Materiais de encapsulamento

Os materiais de encapsulamento podem ter as mais variadas origens, sendo os mais
comuns as dextrinas, o agar, polissacarideos, alginatos, colagénio e polimeros
naturais e/ou biodegradaveis [3, 20]. Estes materiais podem ser usados
individualmente ou em combinacao, e produzem uma camada fina de material a
volta das substancias alvo por diferentes mecanismos, formando nanocapsulas ou
nanoesferas. Além de formar uma barreira de protecdao contra as condicdes de
ambiente externo, estes materiais também podem ser consumidos (sao GRAS),
apresentam biodegradabilidade, baixo custo, biodisponibilidade e por vezes tém
origens naturais [6, 7, 17, 19]. O seu sucesso depende das interacées com o conteldo
e dos processos de encapsulamento [7]. Os mecanismos de libertacao dos compostos

bioativos variam consoante a natureza do agente encapsulador e podem ser
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estimulados com a temperatura, pH, solubilidade, biodegradabilidade, difusao,

rutura mecanica ou permeabilidade seletiva, etc. [19, 20].

1.5.1.  Polimeros como material de encapsulamento

O encapsulamento a base de polimeros biodegradaveis e/ou naturais ¢é
frequentemente aplicado em diferentes areas, e por existirem variadas matrizes
poliméricas, €& possivel modificar superficies, obter elevada eficiéncia de
encapsulamento, elevada razao entre area/volume, facilidade de fazer scale-up e
degradacao controlada, apresentando um grande potencial em sistemas de libertacao
de farmacos [14, 17].

1.5.2. PEG como material de encapsulamento de 6leos essenciais

O polietileno glicol (PEG) é um polimero sintético composto por poliéteres com

unidades repetidas de etileno glicol (ilustracao 5).

Ho\/\ou ~_%~—

Etileno Glicol Oxido de Etileno

Polimerizac3o

000000

Poli(Etileno Glicol)

Ilustracao 5 - Polimerizacao do Etileno Glicol e respetivas estruturas.
Adaptacao do esquema apresentado por Hyun-Jun Jang et al (2015) [28]

Em técnicas de encapsulamento, o PEG € comummente utilizado como co-polimero,
um agente auxiliar de emulsdes e de dispersdoes solidas, em que a substancia
encapsulada fica dispersa numa matriz sélida interna, de outros materiais de
encapsulamento, como por exemplo PLGA, Poli(acido lactico) (Poli(Lactic acid)-PLA),
quitosano ou glicerina (ilustracao 6) [29]. Este tipo de encapsulamento, denominado

de 2° geracdao tem também objetivo de evitar a captura hepatica, pelas células de
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Krupffer, de agentes bioativos nanoparticulados quando administradas no organismo
animal. Os polimeros hidrofobicos, como o PEG, nao sao reconhecidos nem
capturados o que faz com que o material encapsulado tenha maior tempo médio de
vida [32]. Este polimero apresenta elevado potencial para ser utilizado como matriz
principal ou a solo de nanoparticulas, podendo atuar como os materiais ja utilizados

para proteger e melhorar as propriedades dos 6leos essenciais.

Agente
terapeutico
protegido

Cadeias de PEG

Ilustracao 6 -lmagem explicativa de encapsulamento com PEG como co-polimero.
Adaptado do artigo de revisao C. Gémez-Gaete (2004) [32]

E comummente aplicado em cosmética, farmacéutica, téxtil, tintas, entre outras
indstrias e pode ter a denominacdo de Poli(Etileno Oxido) (PEO) ou Poli(Oxido
Etileno) (POE), contudo nao existe estudo que apliquem o PEG como material de
revestimento individual [28, 29]. O PEG é aprovado pela FDA para uso em produtos
de consumo humano e é considerado um composto GRAS, ou seja, é atoxico,

biocompativel e nao-imunogénico [24, 28].

1.6. Surfactantes

Os agentes tensioativos, surfactantes ou emulsificadores sao substancias que, em
baixas concentracdes, alteram a energia livre interfacial e a tensao interfacial de
uma emulsdao, deixando-a estabilizada. Os surfactantes tém natureza anfipatica,
possuindo regides polares (hidrofilicas) e nao-polares (hidrofobicas) na mesma

molécula [7, 23, 29]. Em geral, formam uma camada protetora em torno de goticulas
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ou capsulas e ajudam a prevenir a sua agregacao durante e apo6s a formacao da
emulsao [23]. Estudos realizados provam que quanto mais pequena for a molécula de
surfactantes maior é a sua eficacia, devido ao aumento de organizacao a volta das
capsulas (ilustracao 6) [23]. Exemplos destas substancias é a lecitina, glicerol

monopalminato, glicerol monoestearato e polisorbinatos [7].

Parametro de Curvatura Sistema coloidal
empacotamento otima formado
Qe -
o ») Emulsao

S
S sy S
R e §°

Ilustracdo 7 - Esquema explicativo da influéncia do tamanho do surfactante na formacéao de diferentes
sistemas coloidais. Adaptacao do esquema apresentado por komaiko et al 2016 [23]
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Os polissorbatos sao uma classe de surfactantes utilizados em alguns produtos
farmacéuticos, em preparacao de alimentos e em cosméticos, para solubilizar os
oleos essenciais em produtos a base de agua. Os polissorbatos sao liquidos oleosos
derivados de sorbatos PEGilizados esterificados com acidos gordos. Alguns nomes de

marcas comuns para polissorbatos incluem Scattics, Alkest, Canarcel e Tween [30].

1.7. Estudo de Nanoparticulas

A caraterizacao de nanoparticulas € um passo importante para o estudo das varias
carateristicas fisico-quimicas, biologicas e morfologicas do material encapsulado e do

material encapsulador.

A caraterizacao da morfologia, como tamanho, forma, dispersao e uniformidade de
tamanho, pode ser estudada por Microscopia Eletréonica de Transmissao ou de

Varrimento, por Microscopia de Forca Atomica e por Difracao a laser (Dynamic Light
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Scattering - DLS). Estas técnicas permitem obter imagens de alta resolucao da
superficie das nanocapsulas, observar a sua presenca num meio aquoso liquido e

ainda obter o diametro médio das particulas [20, 32].

A Termogravimetria Diferencial e outras técnicas calorimétricas permitem concluir se
o OE esta encapsulado, a sua resisténcia ao calor, a percentagem de encapsulamento
e o estado fisico das capsulas formadas e ainda se existe interacao OE/Polimero. Sao
técnicas que utilizam o calor e a variacao da massa das amostras com a temperatura
para obter conclusoes sobre as carateristicas acima mencionadas [20]. Além das
técnicas apresentadas ainda ha o estudo do potencial zeta, que permite determinar a

carga superficial das nanoparticulas e a estabilidade das emulsoes.

1.8. Objetivo

O objetivo do presente trabalho foi estudar o nanoencapsulamento de oleos
essenciais em capsulas de PEG. Foram realizados estudos por dois métodos diferentes
descritos na literatura [17, 35]. No método de “melting dispersion”, baseado na
mistura direta do OE no polimero a temperaturas superiores a transicao vitrea, nao
se obtiveram resultados positivos. O segundo método estudado, baseado na emulsao
de 6leo em agua (0/A), demonstrou viabilidade para algumas massas molares do
PEG. Assim, estudaram-se algumas variaveis, como a influéncia do tamanho
molecular do polimero, a adicao de etanol para diminuicao da viscosidade do meio, e
as condicoes de sonificacdo. Também se pretendeu estudar a capacidade de
polimerizacdo do monomero, o MEG, de forma a encapsular os OE. A caraterizacao
foi realizada por microscopia eletronica (MEV e MET) e calorimetria diferencial (CD) e
os estudos de estabilidade por centrifugacao e aumento gradual de temperatura a

pressao reduzida.
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Capitulo 2 - Estado da Arte

Desde o final da década de 90 que o encapsulamento de composto ativos € estudado.
Diversas técnicas foram desenvolvidas e otimizadas de modo a que, inicialmente,
houvesse alto rendimento do encapsulamento, posteriormente, capacidade de
encapsular os mais variados compostos (6leos e proteinas principalmente) e aplicacao
nas variadas industrias. Atualmente, o foco esta no encapsulamento com o minimo de
impacto no meio ambiente e reducao no consumo de energia, como no uso da
Quimica Verde e de materiais de encapsulamento naturais. O encapsulamento passou
por varias etapas, mas a principal foi a reducao do tamanho das particulas da micro
para a nano escala, o que fez com que se abrisse um leque de aplicacoes Uteis ao

Homem.

Um dos primeiros trabalhos publicados sobre sintese de nanocapsulas foi de Calvo e
seus colaboradores, em 1997 [33]. O grupo de investigacao tentou criar um novo tipo
de sistema de distribuicao de proteinas hidrofilicas através de nanoparticulas em
suspensao e avaliar a eficacia de aprisionamento e libertacao controlada das
proteinas encapsuladas. O grupo utilizou quitosano, como polimero, oOxido de
polietileno - 6xido de propileno (PEO-PPO), como co-polimero, e tripolifosfato de
sodio (TPP), como surfactante, para formar uma suspensao de nanoparticulas, pelo
método de gelificacao idnica. Eles provaram que as nanoparticulas formadas tém
grande capacidade de empacotamento (>80% da proteina total adicionada) e que o
sistema fornece uma libertacao continua de proteina por um periodo de tempo
extenso (>1 semana), podendo o processo ser promissor na producao de novos

veiculos de transporte para administracao de farmacos.

Quase uma década depois, em 2005, Turchiuli e seus colaboradores realizaram um
estudo sobre a viabilidade do encapsulamento de um éleo vegetal por um método de
trés etapas que consiste em emulsificacao, spray drying e aglomeracdo em cama
fluida [34]. O grupo usou uma mistura de resina de acacia e maltodextrina como
material de encapsulamento e 6leo vegetal, como modelo para outros ingredientes
lipidos. O p6 obtido foi caraterizado em termos de conteldo, protecdao do odleo
contra a oxidacdao e as propriedades de manuseamento das capsulas (fluidez,
flexibilidade e molhabilidade). Eles concluiram que o pd obtido tinha alta capacidade

para carregar o 6leo e protege-lo da oxidacao e que a Ultima etapa do processo faz
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com que a molhabilidade aumente, embora a fluidez e resisténcia mecanica nao

tenham sofrido melhoramentos significativos.

Em 2009, o grupo de investigacao de Feng-Lian Yang [17] caraterizou nanoparticulas
de oleo essencial de alho (Allium sativum) preparadas com Poli(etileno Glicol) (PEG)
pelo método de Melting-Dispersion, desenvolvido em 2008 por outro autor. O método
baseia-se na elevacao da temperatura até derretimento do PEG, com posterior
adicao do oleo e agitacdo manual com vareta de vidro. Apos o abaixamento da
temperatura, e consequente solidificacao, a mistura é triturada até a obtencao de
um po fino. Além da caraterizacao das particulas formadas, grupo analisou a
composicao do oleo utilizado, antes e apds o encapsulamento, por cromatografia
gasosa - espectrometria de massa, e avaliou a capacidade inseticida das
nanoparticulas contra o Tribolium castaneum (Besouro Castanho). A analise da
composicao do 6leo mostrou nao haver alteracao significativa apos encapsulamento,
durante 5 meses de armazenamento. Os testes in vitro mostraram que o 6leo
essencial de alho encapsulado é mais eficaz como insecticida do que o 6leo livre. Os
autores obtiveram uma eficacia de acondicionamento de 80% com um racio de 10% de
oleo para PEG, concluindo assim que este é um possivel método para a preparacao de

nanocapsulas de Oleo Essencial em PEG.

No mesmo ano, o grupo de investigodores de An reportou um novo método de
preparacao de nanoparticulas poliméricas monodispersas e de tamanho controlado,
usando lipossomas como molde [24]. Eles sabiam que o diacrilato de poli(etileno
glicol) pode sofrer reacoes de fotopolimerizacdo, entdo realizaram um método de
encapsulamento que se baseou-se em trés etapas principais: encapsulamento de
hidrogel de PEG formando componentes dentro das cavidades dos lipossomas,
separacao das capsulas por tamanhos (1.32 + 0.16 pm (12%), 450+62 nm (14%), and
94+12 nm (13%)) por nanofiltracdo e fotopolimerizacdo do contetdo dentro dos
lipossomas por exposicao a luz UV. Além disto, foi possivel alterar a superficie das
nanoparticulas através de varios grupos funcionais. Os autores concluiram que esta

técnica seria apropriada para a producao em massa de nanoparticulas poliméricas.

Ja em 2011, Flores e os seus colaboradores avaliaram a viabilidade da preparacao de
nanocapsulas e nanoemulsoes usando 6leo de arvore-de-cha (Melaleuca alternifolia)
para protege-lo contra a volatizacdo, por emulsificacdo instantanea e deposicao
interfacial de polimero formado [9]. Na fase organica utilizaram o dleo essencial,

sorbitano monooleato, como surfactante, poly(€-caprotactona), como agente
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encapsulante, e acetona (na fase aquosa foi utilizado o polisorbato 80, como
surfactante). Depois da extracao do solvente num evaporador rotativo, obtiveram
nanocapsulas (160-220nm) com boas carateristicas fisico-quimicas relativamente a
nanoestrutura formada e estabilidade significativa. Concluiram assim que o oleo
essencial fica protegido contra a volatizacdo quando encapsulado num polimero,

aumentando a estabilidade de armazenamento e atenuando os odores.

Passado dois anos, Hosseini encapsulou o6leo essencial de orégaos (Origanum vulgare)
(OEOQ) em nanoparticulas de quitosano por um método de dois passos que engloba a
preparacao de uma emulsao de 6leo em agua e posterior gelificacao idonica com TPP
[35]. Esta técnica foi previamente desenvolvida por Yoksan, em 2010, e reproduzido
em 2011, pelo mesmo, em colaboracao com Keawchaoon, em que encapsulou
palmitato ascorbico em capsulas de quitosano. O grupo de Hosseini confirmou o
encapsulamento e caraterizou as capsulas por técnicas de espetrofotometria,
calorimetria e microscopia. Outros aspetos estudados foi o tamanho médio das
particulas, capacidade de carregamento de dleo, eficiéncia de encapsulamento e o
perfil de libertacdo do OEO. A equipa investigadora observou que as particulas
formadas tinham forma esférica e distribuicao regular com tamanhos compreendidos
entre 40-80nm e os testes in vitro mostraram que houve um efeito vigoroso no inicio

e libertacao lenta depois.

No mesmo ano, o grupo de Salvia-Trujillo [18], sem obter nanocapsulas, avaliou a
influéncia dos parametros de processamento no tamanho das gotas, estabilidade,
indice de brancura e viscosidade de nanoemulsdes de 6leo em agua microfluizadas
contendo 6leo de capim-limao (cymbopogon citratus) como fase lipidica, e alginato
de sodio como fase aquosa. O grupo confirmou o tamanho das gotas e morfologia por
microscopia, e demonstraram que a microfluizacao é uma tecnologia potencial para a

preparacao de nanoemulsoes de 6leos essenciais.

Em 2015, o grupo laboratorial de Mohammadi [10] encapsulou o 6leo essencial de
Zataria Multiflora (OEZ) em nanocapsulas de CS por gelificacao idnica, baseado no
trabalho desenvolvido por Keawchaoon and Yoksan, em 2011 [37], e avaliou a
capacidade antifingica e estabilidade do 6leo contra o B. cinere em morangos. Os
investigadores obtiveram capsulas de tamanho compreendido entre 125 e 275nm,
caraterizadas por microscopia eletronica de transmissao. Os testes in vitro

registaram uma libertacao controlada e regular de OEZ durante 40 dias, a 25°C.
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Rao e Khanum, este ano, tentaram aplicar um procedimento para encapsular a
curcumina (pigmento do acafrao da india) em nanoparticulas, livre de solventes [25].
Eles usaram gordura de leite como meio oleoso e caseinato de sodio, uma proteina
lactica, como material de revestimento. Eles obtiveram um po, por spray drying,
com diametros de 40 a 250nm. Tiveram uma eficacia de encapsulamento de 91% e
obtiveram melhores de atividade antioxidante resultados com o 6leo encapsulado

relativamente ao oleo livre.
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Capitulo 3 - Materiais e Métodos

3.1. Materiais e equipamentos

Para a presente dissertacao utilizou-se MEG e PEG BioUltra da Fluka, Sigma-Alrich,
Alemanha, com diferentes massas moleculares (MW 300; 1 500; 3 000; 4 000; 6 000;
12 000; 20 000; 35 000); OE de Rosmarinus officinalis de elevada pureza, foi
fornecido pela empresa Blossom Essence, Portugal; acido dodecilbenzeno sulfurico de
sodio (C12H25C6H4S0O3Na), da Sigma-Alrich, Alemanha; acido acético Glacial 100%,
da Pronalab, Portugal; N-Hexano ReagentPlus® >99% e Etanol 99,9%, da Sigma-Alrich,
Alemanha. Para a caraterizacao das amostras foram utilizadas solucoes especificas

para cada uma das analises, descritas junto as mesmas.

Os equipamentos eletronicos utilizados foram o sonificador UR1 120/240W, RETSCH,
Alemanha; Centrifuga Hermle Z 300, Alemanha; Evaporador Rotativo Laborota 4000,
da Heidolph, Alemanha; O microscopio eletronico de varrimento SU3500 e
metalizador EMITECH K550, da Terapeak, Canada; o microscopio eletrénico de
transmissao HT770, HITACHI, Alemanha; o calorimetro DSC 204, NETSCH, Alemanha.
Foi usado um aparelho da Agilent® Technologies 7890% GC-System montado com uma
coluna capilar DB5-MS, 30mx0.25mm i. d., com um filme de polidimetilsiloxano (j. &.
w. LTM Coluna Module) de espessura 0.25um, e o aparelho de MS (Agilent®
Technologies 5975C, INERT XL MS) com detetor de quadrupdlo Triples-axis.

3.2. Métodos experimentais

3.2.1. Encapsulamento por Melting-Dispersion

Este método € baseado no trabalho desenvolvido por Peng et al. (2008) e aplicado
por F. L. Yang et al. (2009) [17]. Pesou-se 5g de PEG e aqueceu-se até 65°C. Depois
de derreter, foi adicionado 1mL de OE e agitado lentamente com uma vareta de
vidro para assegurar a distribuicao homogénea da mistura. Deixou-se arrefecer a
temperatura, e quando a mistura ficou sélida foi moida através de um almofariz até
se formar um po fino. O p6 formado foi armazenado num exsicador para posterior

analise por microscopia eletronica.
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10g 65°C Agitacio (liquida)
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h 4
. . Moagem com Mistura PEG + OE
Po de PEG com OE % Almofariz (solido)

Esquema 1 - Esquema Representativo do método de Melting-Dispersion

3.2.2. Encapsulamento do OE em PEG em fase aquosa

Para cada amostra de PEG estudada, dissolveu-se 2,00g de PEG em 6,0mL de acido
acético aquoso 1% (v/v) preparado em laboratorio. A cada solucao adicionou-se
0,2mL de OE e 2,0mL de solucao aquosa de surfactante 20% (m/v). As misturas foram
homogeneizadas, em vortex, seguindo-se uma sonificacdo a 35MHz por 2h a
temperatura ambiente. Armazenaram-se as emulsées em frascos de vidro fechados

em refrigeracdo a 4°C, para posteriores analises (esquema 1).

PEG
6,000 Vortex
» solucio aguosa Gleo Essencial
i 0.2mL
Acido Acético 1%
6,00mL
sol. surfactante 20%
2,00mL
Vortex
A
Sonificacdo =
Emuisdo esI;EtEnl”iiz%a
35MHz
1H T=amb.

Esquema 2 - Esquema representativo do método O/A para o encapsulamento do OE em PEG

3.2.3. Encapsulamento do OE em PEG em agua e etanol (variacao do

método anterior)

Este método é o mesmo que o descrito no ponto anterior, mas com a adicao de

2,00mL de Etanol (esquema 2).
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PEG

6,00g Vortex
» solucdo aguosa Oleo Essencial
0,2mL
Acido Acético 1%
6,00mL
sol. surfactante 20%
2,00mL
Vortex
Etanol 99 9%
2mL
L
Sonificacdo =
Emulsdo estaniioada
35MHz
1H T=amb.

Esquema 3 - Esquema representativo do método O/A para o encapsulamento de OE em PEG com a
adicao de Etanol

3.2.4. Microscopia Eletronica de Varrimento (SEM)

Para as analises Microscopia Eletronica de Varrimento (Scanning Electronic
Microscopy - SEM), lavaram-se previamente as amostras, misturando dois tercos de
amostra com um terco de n-hexano. Deixou-se em repouso e descartou-se a fase
menos densa (organica), contendo o n-hexano e dleo livre nao encapsulado. Foi
adicionado acido fosfotungsténico (H3P0O4.12W03), a aliquotas de amostra lavada, na
proporcao de 1:1. Homogeneizaram-se as aliquotas, ficaram em repouso cerca de
30min, e foi retirada uma gota de cada amostra para um porta-amostras do aparelho,
para evaporacao da agua overnight. Depois da metalizacado com ouro, foram

observadas no aparelho SEM a diferentes ampliacées.

3.2.5.  Microscopia Eletrénica de Transmissao (TEM)

Para as analises de Microscopia Eletronica de Transmissao (Transmission Electronic
Microscopy - TEM) lavaram-se previamente as amostras, de acordo com o método
descrito acima. Homogeneizaram-se, ficaram em repouso cerca de 30min e foi
colocada uma gota numa superficie, sobre a qual foi colocada uma grelha TEM, para
a adsorcao das nanocapsulas. Limpou-se o excesso e colocou-se no porta-amostras

para observacao a diferentes ampliacoes.

3.2.6. Calorimetria Diferencial de Varrimento (DSC)

Para a analise de Calorimetria Diferencial de Varrimento (Differential Scanning

Calorimetry - DSC) colocou-se cerca de 5-10mg de amostra num cadinho de aluminio,
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lacrou-se e levou-se ao aparelho de DSC, com um fluxo de 10°C/min, com intervalo
20-70°C.

3.2.7. Cromatografia Gasosa (GC)/Cromatografia Gasosa-
Espetrometria de Massa (GC-MS)

Para a cromatografia gasosa (Gas Chromatography - GC), injetou-se uma amostra de
OE de cerca de 1pL no injetor a temperatura de 250°C e manteve-se o detetor dos
componentes a 180°C. Foi utilizado hélio como gas de arraste, num caudal de
1mL/min. O perfil de temperaturas utilizado foi isotérmico com temperatura inicial
de 60°C durante 5minutos, aumento gradual de 4°C/min até aos 200°C, e segundo
aumento gradual de 10°C/min de 200°C até 280°C. Manteve-se a temperatura a

280°C por 10-15min para se certificar da limpeza total da coluna (grafico 1).

Perfil Temperaturas GC
300

250
200
150

100

Temperatura/eC

0 10 20 30 40 50 60 70
Tempo/min

Grafico 1 - Perfil de temperaturas utilizadas na analise CG e CG-MS

A analise de GC acoplada a Espetroscopia de Massa (Mass Spectroscopy (MS)) - GC-MS
- permite a separacao e identificacao pelo espetro de massa de cada componente do
6leo. As condicoes de trabalho no detetor de massas sao as mesmas que as
anteriores, com a adicao de voltagem de ionizacao de 70Ev e com a fonte de
ionizacao a temperatura de 2300C. Os resultados foram analisados no software
Chemstation para analise das areas obtidas e quantificacao dos varios componentes.
Cada componente foi identificado por comparacao do espectro de massas obtido com

os espectros de massas de compostos da base de dados de MS “Willey Mass

Database”.

23



Capitulo 4 - Discussao de Resultados
4.1. Analise de GC-MS

Sabendo que os OE sdao uma mistura complexa de compostos hidrofobicos, é
importante saber de que tipos de compostos o OE de Rusmarinus officialis é
composto e a sua percentagem presente no o6leo. Através de analise cromatografica

obteve-se a composicao qualitativa e quantitativa do OE estudado.

De acordo com analise dos espetros obtidos, identificaram-se um total de 28
compostos, dos quais foi possivel calcular a percentagem de 21. Dos restantes
compostos identificados apenas foi possivel sua qualificacao, pois estdao presentes no
OE com uma percentagem abaixo do limite de quantificacao do aparelho. Segundo a
analise e tratamento dos dados obtidos, existe uma alta percentagem de mirceno
(23.75%), canfora (16.3%), eucaliptol (12.88%) e a-pineno (10.99%), e em geral,
foram identificados maioritariamente terpenos (mono- e sesqui-), dois alcoois, uma

cetona e um éster.

A presenca de sesquiterpenos e monoterpenos € notoriamente elevada. Os
sesquiterpenos sao hidrocarbonetos com formula quimica C15H24, formados por trés
unidades isopreno, podendo ser ciclicos ou ramificados. Sao encontrados em plantas
e insetos como agentes de protecao e como uma feromona. Os monoterpenos sao
hidrocarbonetos de formula quimica C10H16, formados por duas unidades isopreno,

podendo ser ciclicos ou ramificados, que sao o principal constituinte da resina.

Composi¢do percentual do OE de alecrim

Ilustracao 8 - Composicao do OE de Alecrim por GC-MS
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Tabela 1 - Tabela de dados de GC-MS dos compostos do 6leo essencial de Rusmarinus Officiallis
(TR- Tempo de Retencao)

TR Nome Percentagem Grupo

6,12 tricicleno minoritario Monoterpeno
6,27 a-thujeno 1,25 “
6,46 a-pineno 10,99 “
6,85 canfeno 6,77 “
7,55 B-pineno 3,87 “
7,94 mirceno 23,75 “
8,22 a-felandreno 1,23 “

8,5 a-terpineno 1,38 “
8,69 p-cimeno 2,32 “
8,79 limoneno 6,62 “

8,83 eucaliptol 12,88 Monoterpenoide
8,96 B-ocimeno 1,24 Monoterpeno
9,42 Y-terpineno 2,32 “

10,02 terpinoleno 0,99 Terpeno
10,25 linalool 1,12 Monoterpeno
11,12 canfora 16,23 Terpenoide

11,2 borneol minoritario Alcool Terpenoide
11,69 terpinen-4-ol 0,8 Alcool Monoterpeno
11,92 a-terpineol 0,86 “

12,24 verbenona 0,66 Cetona

13,4 acetato de(-)bornilo 0,5 Ester
14,41 a-ylangeno minoritario Terpeno
14,45 a-copaeno minoritario Sesquiterpeno
15,36 B-cariofileno 3,24 “

15,81 a-humuleno 0,98 “
16,09 Y-muuroleno minoritario “
16,42 A-cadineno minoritario “
17,32 Oxido de cariofileno minoritario “
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4.2. Métodos de encapsulamento

Foram realizados dois métodos de encapsulamento, baseados em artigo ja publicados
sobre encapsulamento de OE, referidos anteriormente. Estes dois foram selecionados
de varios métodos por serem os mais simples, econdomicos e livres de solventes

organicos prejudiciais ao meio ambiente.

O método por melting-dispersion foi realizado de acordo com o descrito pelo autor
do artigo, a excecao de que no artigo realizam uma peneiracao que nao foi realizada
desta vez. De modo a confirmar sua viabilidade, realizou-se o método e foi-se

caraterizar os pos formados por SEM (imagem1).

Imagem 1. Imagens SEM de PEG com OE por Melting-Dispersion
A) Ampliacao a 5 000x B) Ampliacao a 10 000x

Pode-se observar pelas imagens A e B que nao existe a presenca de formas esféricas
que indiquem a presenca de capsulas a nivel macroscépico, microscopico ou
nanoscopico e existem pedacos de grandes dimensdes de PEG solidificado e sem
organizacao evidente. Pode-se verificar que a imagem B nao esta totalmente nitida,
0 que pode indicar que o OE se misturou com o polimero e, com a moagem, ficou a

superficie deste, contudo sem estar encapsulado.

Assim, por microscopia de varrimento concluiu-se que o método de Melting-
Dispersion é um método nao reprodutivel ou viavel para o encapsulamento de

substancias volateis ou sensiveis, como os OE.

Na verdade, os resultados vém confirmar algumas davidas que surgiram na

viabilidade deste método. Em primeiro lugar, a medida que se desce da temperatura
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de transicao vitrea nao existe nada que indique que as moléculas de PEG se vao
organizar em torno das goticulas de OE de forma a formar uma capsula. Por outro
lado, o método proposto pelos autores do artigo para a transformacao da mistura
solida num pé vai transformar a energia mecanica da moagem em energia térmica, o
que vai levar a consequente liquefacao do PEG, destruindo as capsulas que poderiam

ter-se formado.

0 segundo método realizado foi baseado na dissolucao de PEG em agua acidificada e
emulsificacao do 6leo naquela fase, seguida de sonificacdo. Este método nao utiliza
equipamentos complexos ou quimicos toxicos que possam degradar os ecossistemas.
A sua viabilidade e reprodutibilidade pareceu mais sélida e apos realizacao do
encapsulamento e caraterizacao foi possivel verificar varias carateristicas e retirar

conclusées bastante positivas.

Neste método foram estadas diferentes variaveis para uma otimizacao dos
resultados. Estudou-se a influéncia do pH, tamanho do polimero, condicoes de

sonificacao e adicao de etanol para fluidificar o meio reacionante.

Observou-se que, com o método utilizado, formaram-se emulsdes turvas de cor
esbranquicada para todas as amostras de PEG utilizadas. Para provar a existéncia de
nanocapsulas dispersas realizou-se uma caraterizacao morfologica, por SEM e TEM, e
realizaram-se analises calorimétricas, por DSC. Ainda para testar a termoestabilidade
e resisténcia fisica das emulsoes foram realizados testes por centrifugacao e através

de um sistema de aumento de temperatura, com recurso a um evaporador rotativo.

4.3. Analise de Microscopia Eletrénica de Varrimento (TEM)

4.3.1. Amostras preparadas com PEG 1500, PEG 3000, PEG 4000 e
PEG 6000

As amostras preparadas com PEG de massa molecular compreendida entre massa
molar de 1 500 e 6 000 g/mol apresentaram resultados mais promissores, sendo as
amostras com PEG de massas de 4 000 e 6 000 que formaram capsulas mais uniformes

e resistentes (imagem 2).
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Imagem 2. Imagns SEM das solc;6es acidas de PEG com OE: A) PEG 1500 com magnitude 2000x; B) PEG
3 000 com magnitude 2 000x; C) PEG 4 000 com magnitude 1 000x; D) PEG 6 000 com magnitude 2 000x

Na imagem 2 pode-se observar a presenca de nanocapsulas de PEG (NC-PEG) com OE
em todas as amostras, de espessura elevada e uniforme e em elevado nimero
(exceto PEG 1 500). Pode-se dizer que o OE esta dentro destas nanoparticulas porque
nas que se apresentam abertas vé-se um espaco vazio no seu interior de onde se

evaporou o OE no processo de observacao.

Observou-se, por fim, a presenca de capsulas rebentadas em quase todas as
amostras. A abertura das NC-PEG deveu-se ao calor emitido pelo feixe de eletrées do

aparelho microscopico.

4.3.2. Amostras preparadas com MEG

Na imagem 3, tem o resultado da polimerizacao do MEG ao redor do OE. A imagem
esta pouco nitida o que indica que existe muito OE livre. No entanto, consegue-se
observar a presenca de algumas nanoparticulas com tamanho bastante heterogéneo,
desde 100nm a perto de 1 000nm.
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UBI 20.0kV 8.9mm x5.00 /2/2016 10.0um

CME/CO 2
Imagem 3. Imagem SEM da solucao acida de MEG com OE com amplitude de 5 000x

4.3.3. Amostras preparadas com PEG 12 000, PEG 20 000 e PEG
35 000

As amostras com PEG > 12 000 (imagem 4) formaram sistemas de microemulsdes
estaveis e homogéneas. E possivel que as cadeias de PEG de alta massa molecular

nao consigam organizar-se de forma a encapsular OE, por serem demasiado longas.

Imagem 4. Imagens SEM das solucdes acidas de PEG com OE com magnitude 2 000x A) PEG 12 000; B)
PEG 20 000; C) PEG 35 000
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4.4. Analise de Transmission Electronic Microscopy (TEM)

As emulsoes analisadas por TEM sofreram uma diluicao de 1:1, para que nao houvesse
elevada concentracao de capsulas, o que levaria a um possivel rebentamento da
grelha de observacao ou a uma imagem totalmente escura, devido a sobreposicao das
NC-PEG.

4.4.1. Amostras preparadas com MEG

Nas imagens TEM para a emulsao de NC-MEG (imagem 5), observou-se a presenca de
nanocapsulas em grande quantidade dispersas e isoladas, com diametro médio entre
50 e 100nm. Apesar da imagem ser melhor por esta técnica, continua-se a observar

algum OE livre.

Conseguiu-se concluir que o MEG é capaz se organizar em meio acido ao redor das
goticulas de OE nao se podendo confirmar por TEM que o mondémero polimeriza,

formando um polimero de encapsulamento.

Imagem 5. Imagem TEM Emulsao de OE com MEG com ampliacao de 12 000x
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4.4.2. Amostras preparadas com PEG 300

Na imagem 6, referente a emulsao de NC-PEG 300, observou-se a formacao de NC de
PEG uniformes, isoladas e com diametro médio inferior a 200nm. Esta emulsao nao se

conseguiu observar em SEM, porque o PEG 300 puro é liquido.

Imagem 6. Imagem TEM Emulsao de solucao acida de PEG 300 com ampliacdo de 8 000x

4.4.3. Amostras preparadas com PEG 1 500

Pela imagem 7 (a e b), a emulsao de NC-PEG 1 500 é percetivel uma grande
quantidade de nanoparticulas esféricas, na sua grande maioria com um diametro a
rondar os 50-200nm e com muito poucas NC com diametros de 400 a 600nm.
Conseguiu-se observar NC-PEG 1 500 isoladas, estas de tamanho uniforme, e
aglomerados de NC-PEG sem coalescéncia. Alias, pela imagem B consegue-se
perceber que as NC estdao bem delimitadas e separadas de forma estavel umas das

outras.
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4.4.4. Amostras preparadas com PEG 4 000

Por ultimo, na emulsao de NC-PEG 4 000 observou-se grandes quantidades de
capsulas, tamanho médio de 200nm, muito homogéneas com alguns pequenos
aglomerados formados, muito estaveis quando dispersos em emulsao e sem

coalescéncia (imagem 8).

Imagem 8. Imagem TEM Emulsao de solucao acida de PEG 4 000 com ampliagé de 2 500x
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4.5. Estudo da Calorimetria Diferencial (DSC)
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Gréfico 2. Grafico da analise de DSC da amostra de NC-PEG 4 000

Foram analisadas as amostras das emulsoes de NC-PEG 1 500 até 6 000 (grafico 2). No
grafico 2, observou-se a amostra de NC-PEG 4 000 em que se verifica uma curva de
energia com intervalo aproximado de 55 a 56°C, que esta incluido no intervalo de
temperatura de transicao vitrea do PEG 4 000 (53-59°C). Assim pode-se concluir que

a amostra apresenta nanocapsulas.

4.6. Estabilidade das emulsdes das NC-PEG

Foi estudada a estabilidade das emulsées das NC-PEG por centrifugacao e por um

sistema de aumento gradual da temperatura, com recurso a um evaporador rotativo.

Realizou-se um teste a termoestabilidade das emulsées de NC, em que se colocou as
amostras uma a uma num evaporador rotativo e estabeleceu-se uma rotacao lenta
com aumento de temperatura gradual desde a temperatura ambiente. Observou-se
que ao aumentar a temperatura das emulsées acima da temperatura de transicao
vitrea do PEG utilizado havia uma separacao de fases, desfazendo as emulsoes. Pode-
se concluir que, dependendo da massa molar do PEG, as emulsdes ndao sao estaveis
acima das temperaturas de transicao vitrea, acabando por sofrer uma separacao de

fases.
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O teste a resisténcia a turbuléncia foi realizado através de uma centrifugacao
durante 60 min, a 2 000rpm, a temperatura ambiente (imagem 8). Verificou-se que
nao houve alteracées nas condicées das amostras (imagem 9 - A). As mesmas foram
centrifugadas a uma velocidade de 4 000 rpm, mantendo o tempo e temperatura. Ao
duplicar a velocidade de centrifugacao observou-se que as fases se separaram, tendo
sido desfeitas as nanocapsulas (imagem 9 - B)

Conseguiu-se concluir que o MEG é capaz se organizar em meio acido ao redor das
goticulas de OE ndo se podendo confirmar por TEM que o monomero polimeriza,

formando um polimero de encapsulamento.

Imagem 9. Amostras com emulsdes de NC-PEG com OE antes de centrifugar:
A) PEG 1 500; B) PEG 3 000; C) PEG 4 000; D) PEG 6 000

Imagem 10. Amostra de PEG 4000 com OE antes da centrifugacao a 2000 rpm (A)
e depois de 4000 rpm (B)
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Contudo, a forma e as condicoes como estes testes foram realizados nao foram as
mais corretas, pois nao se realizou um estudo estatistico sobre os mesmos e os
aparelhos utilizados, nomeadamente o evaporador rotativo, nao foram desenhados
para tais funcoes. Assim, é de alta relevancia que haja uma repeticao dos ensaios

com condicoes mais rigorosas e dados mais solidos.

4.7. Estudo de outras variaveis

4.7.1. Diminuicdo da viscosidade do meio com etanol

Segundo alguns autores, o etanol ajuda a reduzir a viscosidade do meio aquoso e,
sendo um solvente organico, nao consegue dissolver o PEG, levando a um aumento de
organizacao do polimero em redor das gotas de OE e, assim, aumento da eficacia de

encapsulamento.

Para verificar esta teoria, realizou-se o encapsulamento do OE em PEG com a adicao

de etanol ao meio aquoso.

Inicialmente, ao colocar gotas de emulsdao numa lamela de microscopio oOtico
verificou-se o rebentamento imediato das capsulas. Apds esta observacao pressupos-
se que o etanol provoca instabilidade imediata da emulsao. Decidiu-se prosseguir
com uma analise morfologica por SEM, de modo a observar se haveria formacao de

NC e qual a sua morfologia.

Pode-se observar pela imagem 11 (A), que as capsulas formadas pelo PEG 1 500 sao
muito maiores, estdo na microescala, e tém uma espessura muito fina, em relacao as
observadas sem etanol. Esta observacdo leva a conclusao que estas capsulas

formadas nao tém qualquer tipo de vantagem com a adicao do Etanol.
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E/CO-UBI 20.0kV 9.8mm x1.00k SE 6 50.¢ Hm
Imagem 11 Imagem SEM de Emulsao de NC-PEG com Etanol A) PEG 1 500 com amplitude de 1 000x

Na imagem 12 da emulsdao de NC-PEG 3 000, observa-se alta concentracao de
capsulas com tamanho proximo do limite da nanoescala (+900nm) mas também
parece haver uma diminuicao da espessura da parede das capsulas. Pode-se dizer que
apesar de manter o tamanho das capsulas, mais uma vez, o etanol provoca a
diminuicao na grossura da parede de revestimento, provocando uma diminuicao da

resisténcia das NC.

JBI 20.0kV 10.2mm x1.( ) 90.(
Imagem 12 Imagens SEM de Emulsao de NC- PEG com Etanol. PEG 3 000 com amplitude de 1 000x
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A emulsao de NC-PEG 4 000 é muito idéntica a amostra de NC-PEG 3 000, com alta
concentracao de capsulas e paredes de revestimento finas, com tamanho entre 700 e
800 nm (imagem 13). Esta amostra mantém-se na nanoescala que, supoe-se, ser uma

carateristica derivada pela adicao do etanol.

[ 2R £3 G0 BN b Mo

- LB 20

kV 10

Imagem 13. Imagem SEM de Emulsao de NC-PEG com Etanol. PEG 4 000 com amplitude de 3 000x

A amostra de emulsao de PEG 6 000 nao apresentou as mesmas carateristicas das
outras amostras. Esta emulsao nao conseguiu organizar-se ao redor das goticulas de
OE, mas formou formas estranhas lineares, durante a secagem, as quais nao se

conseguiram concluir o que poderao ser.

JBI 20.0kV 10.1mm x2.00k SE 6/15/2016 20 Oum

Imagem 14. Imagem SEM da emulsdo de NC-PEG 6 000 com etanol, ampliagdo de 2 000x
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Apesar das amostras realizadas com etanol nao se mostrarem muito positivas, esta
hipotese devera ser estudada com outras concentracoes de etanol misturado agua de
acordo com o pelo molecular do polimero. O objetivo seria que este solvente
diminuisse o tamanho das capsulas formadas sem afetar a sua estabilidade e

resisténcia fisica.

4.7.2. Estudo de pH

Inicialmente, o método de emulsao de O/A foi realizado com agua em vez de acido
acético a 1%. Verificou-se que as emulsoes formadas em SEM eram mdltiplas e de

grandes dimensodes (imagem 15).

CME/CO-UBI 8.5mm x45
Imagem 15. Imagem SEM de emulsao multipla de PEG 4 000 com éleo com ampliacao de 45x

Ao diminuir ligeiramente a acidez do meio verificou-se, nas imagens ja observadas
anteriormente, a formacao de nanocapsulas estaveis. O que se pode afirmar que o pH

fracamente acido favorece a formacao de nanocapsulas.

4.7.3. Sonificacao - Estudo do tempo e temperatura de processo

A Sonificacao € um dos passos mais importantes mos métodos de encapsulamento de

agentes bioativos, pois realiza uma homogeneizacao fina da emulsao e provoca a
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diminuicao das gotas de OE, e posterior encapsulamento. Contudo, este processo

precisa de tempo e outras condicdes para que a emulsao a sonificar obtenha as

carateristicas desejadas. Com o intuito de estudar o tempo necessario para que a

emulsao atinja o estado de nanocapsulas, realizou-se um estudo sobre o tempo e a

temperatura de sonificacao.

Numa primeira tentativa, realizou-se uma sonificacao de 10min a 65°C (temperatura

acima da temperatura de transicao vitrea do PEG), e numa segunda, realizou-se uma

sonificacdo a temperatura ambiente durante 1h (esquema 3). As amostras foram,

posteriormente, caraterizadas em TEM.

Emulsao O/A

Sonificacao
Tempo: 10 min
Temp: 65°C

Emuisdo multipla
O/AIO

Sonificacao
Tempo. 60min
Temp: ambiente

Emulsdo de
nanocapsulas

Esquema 4 - Esquema das condicoes de sonificacao e resultados obtidos
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Imagem 16. Imagens TEM de uma A) emulsdao multipla de PEG ap6s sonificacao de 10min a 65°C com
ampliacao de 7 000x; B) emulsdo de NC-PEG obtida apos sonificacao de 60min a temperatura ambiente

Na imagem 14 (A) foi obtida ap6s uma sonificacao de 10 min a 65°C. Observa-se a
presenca de uma emulsao multipla de 6leo em agua em o6leo (O/A/0), em que ha
formacao de gotas de dleo dentro de gotas de agua e estas estao dentro de gotas
maiores de OE. A formacao deste tipo de emulsao deveu-se ao tempo de sonificacao
ser demasiado curto e a alta temperatura, acima da temperatura de transicao vitrea

do PEG. Ou seja, o PEG nao conseguiu organizar-se em redor das gotas de OE.

Com um tempo de sonificacdo maior (60min) e a temperatura ambiente, conseguiu-
se obter capsulas de PEG com OE no seu interior (imagem 14 (B)). Consegue-se
perceber que existe uma alta estabilidade entre as capsulas, pois nao se observa

coalescéncia. Estao bem delimitadas e com uma formacao homogénea.
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Capitulo 5 - Conclusao

Dos dois métodos realizados, o método de Melting-Dispersion nao apresentou
resultados favoraveis, confirmando-se assim a sua inviabilidade no encapsulamento
de OE. O método de emulsao de O/A provou ser um método com grande eficacia e
reprodutibilidade. As emulsées NC-PEG com OE encapsulado foram caraterizadas
pelas técnicas de SEM, TEM e DSC.

Concluiu-se que a formacao de capsulas de PEG ¢é favorecida em pH fracamente acido
e que sao mais pequenas e estaveis em emulsao do que na forma sélida, por secagem
ao ar. Provou-se que até PEG 6 000 as capsulas formadas estdao a nanoescala,
enquanto que apos PEG 12 000, com as condicoes utilizadas, ha formacao de

microssistemas de emulsoes.

Nao se concluiu se entre o PEG 6 000 e 12 000 ainda havera capacidade de outros
PEG se organizarem em capsulas ou se formarao emulsées. Por ultimo, pode-se
concluir que o monoémero (MEG) consegue polimerizar-se ao redor das nanogoticulas

de OE e formar nanocapsulas de tamanho muito reduzido estaveis em solucao.

Concluiu-se que o Etanol leva a formacao de capsulas em grande quantidade, mas
tém menor resisténcia e espessura, libertando o 6leo do seu interior facilmente, e

algumas até aumentaram de diametro.

Os estudos de estabilidade térmica e a turbuléncia provaram que as capsulas
formadas sao estaveis a altas rotacoes e a temperaturas até a temperatura vitrea do
PEG, o que é uma conclusdao muito positiva. E ficou provado que a técnica de

sonificacao tem uma elevada importancia na formacao e estabilidade das NC.

Como conclusao final, sabe-se que ainda existe muito trabalho por realizar, como
otimizacao de processos, estudos rigorosos de estabilidade das emulsdes de NC e

melhoramentos das analises realizadas.
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Capitulo 6 - Perspetivas futuras

De acordo com os resultados obtidos e conclusoes retiradas ainda existe muito

trabalho a fazer pela frente.

Primeiramente, deve-se estudar a otimizacao dos diferentes compostos das
emulsoes, pelo método utilizado, desde a concentracao de PEG, OE e surfactante,
natureza do surfactante, pH, a adicao de diferentes acidos e estudar outros pesos
moleculares do PEG. Depois € importante realizar um estudo mais rigoroso dos
efeitos das condicées de sonificacao na formacao das NC, como o tempo, a

temperatura e a intensidade, acompanhado por estudo estatistico.

De acordo com os resultados obtidos pelo MEG, este mondmero também deve ser
estudado de modo a entender o seu mecanismo de organizacao ao redor das goticulas
de OE. Pelos resultados obtidos, o MEG parece ser um material promissor como
revestimento pois, como substancia toxica para os humanos, pode reverter a sua

toxicidade e polimerizar pelo método utilizado.

Visto que as condicoes de sonificacao e da estabilidade das emulsdes de NC
estudadas ndo tiveram um suporte estatistico, devera realizar-se um estudo mais
pormenorizado deste processo para otimizacao posterior. Nao se conseguiu retirar
uma conclusao solida do efeito da relacao tempo-velocidade-temperatura sobre as
emulsoes, assim propoe-se a realizacao de estudos de estabilidade mais concretos,

com analise estatistica posterior, com condicoes de trabalho planeadas.

A preocupacao da interacao entre o OE encapsulado e o polimero é um facto
importante a ser considerado e por isso € de grande relevancia avancar com estudos

de interacao polimero-OE, pelas técnicas mais indicadas.

Para concluir o capitulo, vé-se grande potencial no PEG como material de
encapsulamento para OE devido as suas carateristicas e aos resultados obtidos. E
importante continuar este projeto, que se mostra inovador e dinamico, com
aplicacoes em industriais variadas e de elevada importancia no quotidiano das

pessoas.

42



Capitulo 7 - Bibliografia

[1] F. Solérzano-Santos, M. G. Miranda-Novales (2012) “Essential Oils From Aromatic
Herbs As Antimicrobial Agentes” Curr Opin Biotechnol 23:136-141, DOI
10.1016/j.copbio.2011.08.005

[2] S. Burt (2004) “Essential Oils: Their Antibacterial Properties And Potential
Applications In Foods — A Review” INT J Food Microbiol 94:223-253, DOI:
10.1016/j.ijfoodmicro.2004.03.022

[3] A. Martin, S. Varona, A. Navarrete, M. J. Cocero (2010) “Encapsulation and Co-
Precipitation Processes with Supercritical Fluids: Applications with Essential
Qils”, Open Chem Eng J, 4, 31-41. DOI: 10.2174/18741231010040100314

[4] S. Patel (2015) “Plant Essential Oils And Allied Volatile Fractions As
Multifunctional Additives In Meat And Fish-Based Food Products: A Review”,
Food Addit Contam: A, 32:7, 1049-1064, DOI: 10.1080/19440049.2015.1040081

[5] N. Parris, P. H. Cooke, K.B. Hicks (2005) “Encapsulation of Essential Qils in Zein
Nanospherical Particles”, J Agric Food Chem 53, 4788-4792, DOI:
10.1021/jf040492p

[6] A. R. Patel, K. P. Velikov (2014) “Zein As A Source Of Functional Colloidal Nano-
And  Microstructures”, J Colloid Interface Sci  19:450-458, DOI:
10.1016/j.cocis.2014.08.001

[7]1 A. E. Quir6s-Sauceda, J. F. Ayala-Zavala, G. |. Olivas, G. A. Gonzalez-Aguilar
(2014) “Edible Coatings As Encapsulating Matrices For Bioactive Compounds: A
Review”, J Food Sci Technol 51(9):1674-1685, DOI 10.1007/s13197-013-1246-x

[8] R. Rehman, M. A. Hanif, Z. Mushtag, A. M. Al-Sadi (2016) “Biosynthesis Of
Essential Oils In Aromatic Plants: A Review”, Food Rev Int, 32:2, 117-160, DOI:
10.1080/87559129.2015.1057841

[9] F. C. Flores, R. F. Ribeiro, A. F. Ourique, C. M. Bueno Rolim, C. B. da Silva, A. R.

Pohlmann, R. C. Ruver Beck, S. S. Guterres (2011) “Nanostructured Systems

43



Containing An Essential Oil: Protection Against Volatilization”, Quim Nova, Vol.
34, No. 6, 968-972, DOI: 10.1590/50100-40422011000600010

[10] A. Mohammadi, M. Hashemi, S. M. Hosseini (2015) “Nanoencapsulation Of Zataria
Multiflora Essential Oil Preparation And Characterization With Enhanced
Antifungal Activity For Controlling Botrytis Cinerea, The Causal Agent Of Gray
Mould Disease”, Innov. Food Sci. Emerg. Technol. 28: 73-80, DOI:
10.1016/j.ifset.2014.12.011

[11] Tian Y, Tan Y, Liu N, Liao Y, Sun C, Wang S and Wu A (2016) “Functional Agents
to Biologically Control Deoxynivalenol Contamination in Cereal Grains”. Front.
Microbiol. 7:395. DOI: 10.3389/fmicb.2016.00395

[12] N. K. Kalagatur, V. Mudili, C. Siddaiah, V.K. Gupta, G. Natarajan, M. H.
Sreepathi, B. H. Vardhan, V. L. R. Putcha (2015) “Antagonistic Activity Of
Ocimum Sanctum L. Essential Oil On Growth And Zearalenone Production By
Fusarium Graminearum In Maize Grains”. Front. Microbiol. 6:892. DOI:
10.3389/fmicb.2015.00892

[13] S. Y. Cheng, M. C. W. Yuen, C. W. Kan, K. K. L. Cheuk, C. H. Chui, K. H. Lam
(2009) “Cosmetic textiles with biological benefits: Gelatin microcapsules
containing Vitamin C”, Int J Mol Med 24: 411-419, DOI: 10.3892/ijmm_00000247

[14] S.N. Rodrigues, .M. Martins, |.P. Fernandes, P.B. Gomes, V.G. Mata, M.F.
Barreiro, A.E. Rodrigues (2009) “Scentfashion® Microencapsulated Perfumes
For Textile Application”, Chem. Eng. J. 149, 463-472, DOI:
10.1016/j.cej.2009.02.021

[15] M. Karthikeyan, T. Ramachandran & O.L. Shanmugasundaram (2014) “Synthesis,
characterization, and development of thermally enhanced cotton fabric using
nanoencapsulated phase change materials containing paraffin wax”, J Text |,
105:12, 1279-1286, DOI: 10.1080/00405000.2014.886368

[16] H. Souguir, F. Salaun, P. Douillet, I. Vroman, S. Chatterjee (2013)
“Nanoencapsulation Of Curcumin In Polyurethane And Polyurea Shells By An
Emulsion  Diffusion  Method”, Chem Eng J 221:133-145, DOI:
10.1016/j.cej.2013.01.069



[17] F. L. Yang, X. G. Li, F. Zhu, C. L. Lei (2009) “Structural Characterization of
Nanoparticles Loaded with Garlic Essential Oil and Their Insecticidal Activity
against Tribolium castaneum (Herbst) (Coleoptera: Tenebrionidae)”, J. Agric.
Food Chem. 2009, 57, 10156-10162 DOI:10.1021/jf9023118

[18] L. S. Trujillo, M. A. R. Grau, R. S. Fortuny, O. M. Belloso (2013) “Effect of
processing parameters on physicochemical characteristics of microfluidized
lemongrass essential oil-alginate nanoemulsions” Food Hydrocoll 30: 401-407,
DOI: 10.1016/j.foodhyd.2012.07.004

[19] L. M. de Assis, E. R. Zavareze, C. Prentice-Hernandez L. A. Souza Soares (2012)
“Review: Characteristics of nanoparticles and their potential applications in
foods”, Braz. J. Food Technol, Campinas, 15:99-109, DOI: 10.1590/51981-
67232012005000004

[20] P. N. Ezhilarasi, P. Karthik, N. Chhanwal, C. Anandharamakrishnan (2013)
“Nanoencapsulation Techniques for Food Bioactive Components: A Review”,
Food Bioprocess Tech 6:628-647, DOI 10.1007/s11947-012-0944-0

[21] S. Gourin (2004) “Microencapsulation: industrial appraisal of existing
technologies and trends”, Trends Food Sci Tech 15, 330-347, DOI:
10.1016/j.tifs.2003.10.005

[22] R. M. Daudt, J. Emanuelli, I. C. Kilkamp-Guerreiro, A. R. Pohlmann, S. S.
Guterres (2013),” A nanotecnologia como estratégia para o desenvolvimento de

cosmeéticos”; Cienc. Cult. Vol 65 n° 3 Sao Paulo

[23] J. S. Komaiko, D. J. McClements (2016) “Formation of Food-Grade
Nanoemulsions Using Low-Energy Preparation Methods: A review of Available
Methods”, Compr. Rev. Food Sci. Food Saf. 15, DOI: 10.1111/1541-4337.12189

[24] SY An, M P N Bui, Y J Nam, K N Han, C A Li, J Choo, E K Lee, S Katoh, Y
Kumadac, G H Seong (2009) “Preparation of monodisperse and size-controlled
poly(ethylene glycol) hydrogel nanoparticles using liposome templates” J
Colloid Interface Sci; 331(1):98-103. DOI: 10.1016/j.jcis.2008.11.022

[25] P. J. Rao, H. Khanum (2016) “A green chemistry approach for nanoencapsulation
of bioactive compound - Curcumin”, LWT-Food Sci Technol 65:695-702, DOI:
10.1016/j.lwt.2015.08.070

45



[26] K. Bouchemal, S. Briancon, E. Perrier, H. Fessi (2004) “Nano-emulsion
formulation using spontaneous emulsification: solvent, oil and surfactant
optimisation”, Int. J. Pharm. 280:241-251, DOI: 10.1016/j.ijpharm.2004.05.016

[27] M. Maswal, A. A. Dar (2014) “Formulation challenges in encapsulation and
delivery of citral for improved food quality”, Food Hydrocoll 37:182-195, DOI:
10.1016/j.foodhyd.2013.10.035

[28] H. J. Jang, C. Y. Shin, K.B. Kim (2015) “Safety Evaluation of Polyethylene Glycol
(PEG) Compounds for Cosmetic Use”, Toxicol. Res. 31:105-136, DOI:
10.5487/TR.2015.31.2.105

[29] J. Akbari, M. Saeedi, K. M. Semnani, H. R. Kelidari, F. S. Moghanlou, G. Zareh,
S. Rostamkalaei (2015) “The Effect of Tween 20, 60, and 80 on Dissolution
Behavior of Sprionolactone in Solid Dispersions Prepared by PEG 6000”, Adv
Pharm Bull, 5 (3), 435-441, DOI: 10.15171/apb.2015.059

[30] H. Schiweck, A. Bar, R. Vogel, E. Schwarz, M. Kunz, C. Dusautois, A. Clement, C.
Lefranc, B. Lussem, M. Moser, S. Peters, "Sugar Alcohols” Ullmann's
Encyclopedia of Industrial Chemistry, 2012, Wiley-VCH, Weinheim. DOI:
10.1002/14356007

[31] T. R. Birrin (2015) “Nanoemulsdes produzidas pelo método do ponto de inversao
da emulsao (EIP) para encapsulacao de curcumina: parametros de producao,
estabilidade fisico-quimica e incorporacao em sorvete”, Dissertacao, Faculdade

de Zootecnia e Engenharia de Alimentos, Universidade Sao Paulo

[32] C. Gémez-Gaete (2004) “Nanoparticulas Poliméricas: Tecnologia Y Aplicaciones

Farmacéuticas”, Rev. Farmacol. Chile, 7(2) 7-16

[33] P. Calvo, C. Remunan-Lopez, J. L. Vila-Jato, M. J. Alonso (1997) “Novel
Hydrophilic Chitosan-Polyethylene Oxide Nanoparticles as Protein Carriers” J.
Appl. Polym. Sci., 63, 125-132 DOI: 0021-8995/97/010125-08

[34] C. Turchiuli, M. Fuchs, M. Bohin, M. E. Cuvelier, C. Ordonnaud, M. N. Peyrat-
Maillard, E. Dumoulin. (2005) “Oil encapsulation by spray drying and fluidised
bed agglomeration” Innov. Food Sci. & Emerg. Technol. 6 29 - 35 DOI:
10.1016/j.ifset.2004.11.005

46



[35] S. F. Hosseini, M. Zandi, M. Rezaei, F. Farahmandghavi (2013) “Two-step
method for encapsulation of oregano essential oil in chitosan nanoparticles:
Preparation, characterization and in vitro release study” Carbohydr Polym. 95,
50- 56 DOI: 10.1016/j.carbpol.2013.02.031

[36] R. Yoksan, J. Jirawutthiwongchai, K. Arpo (2010) “Encapsulation of ascorbyl
palmitate in chitosan nanoparticles by oil-in-water emulsion and ionic gelation
processes”  Colloids  Surf., B: Biointerfaces 76 292-297 DOI:
10.1016/j.colsurfb.2009.11.007

[37] L. Keawchaoon, R. Yoksan (2011) “Preparation, characterization and in vitro
release study of carvacrol-loaded chitosan nanoparticles” Colloids Surf., B:
Biointerfaces 84 163-171 DOI: 10.1016/j.colsurfb.2010.12.031

47



