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RESUMO

Os Oleos essenciais sdo compostos naturais de carater volatil e lipofilico,
apresentando-se como misturas complexas com odor forte e baixa toxicidade, além
de minimo impacto ambiental devido a facil degradacdo. O 6leo essencial de
Cymbopogon nardus (citronela), em particular, destaca-se por suas propriedades
bactericidas e repelentes, mas sua aplicacdo direta muitas vezes é limitada devido a
volatilidade e a instabilidade desses compostos. Uma técnica promissora para
encapsular 6leos essenciais é o microencapsulamento, utilizando biopolimeros para
proteger suas propriedades. A hidroxiapatita (HA), um mineral fosfato de célcio, é
reconhecida pela sua importancia na tecnologia de bioceramicas, devido as suas
propriedades como alta capacidade de adsor¢éo, biocompatibilidade e estabilidade.
Devido a sua capacidade adsortiva, a hidroxiapatita tem potencial para adsorver
substancias, como 6leos essenciais. O objetivo deste estudo foi produzir particulas de
Cymbopogon nardus (citronela) encapsulado com alginato e, pela primeira vez, com
hidroxiapatita obtida a partir de residuos de origem animal, para avaliar seu potencial
antimicrobiano e repelente. Foram realizados ensaios variando a razao entre alginato
e Oleo essencial, bem como entre alginato e hidroxiapatita. As particulas foram
caracterizadas morfologicamente e quimicamente, e a cinética de liberacdo foi
avaliada. Além disso, o potencial antimicrobiano e repelente das particulas também
foi investigado. Os resultados demonstraram que as particulas foram encapsuladas
com sucesso com hidroxiapatita, formando estruturas esféricas. A melhor amostra
apresentou um halo de inibicdo com diametro de 3,3947 = 0,3125 cm, indicando
atividade antimicrobiana satisfatéria. Além disso, observou-se um potencial repelente,
com uma reducdo meédia no numero de picadas comparado ao controle negativo de
34,13 para 20,40. Os resultados demonstram que a hidroxiapatita pode ser utilizada
no encapsulamento de Oleos essenciais melhorando as propriedades dele. Desta
forma, o trabalho contribui para o avanco da ciéncia e engenharia de materiais,
abrindo novas perspectivas para pesquisas futuras no campo do encapsulamento de
Oleos essenciais e oferecendo novas possibilidades de aplicacdo para a hidroxiapatita,
abrindo portas para futuras pesquisas e aplicacdes inovadoras.

Palavras-chave: Oleos essenciais, citronela, hidroxiapatita, encapsulamento,
microencapsulamento, biopolimeros, antimicrobiano, repelente.



ABSTRACT

Essential oils are natural compounds that are volatile and lipophilic in nature. They are
complex mixtures with a strong odor, low toxicity and minimal environmental impact
due to their easy degradation. Citronella essential oil (Cymbopogon nardus), in
particular, stands out for its bactericidal and repellent properties, but its direct
application is often limited due to the volatility and instability of these compounds. A
promising technique for encapsulating essential oils is microencapsulation, using
biopolymers to protect their properties. Hydroxyapatite (HA), a calcium phosphate
mineral, is recognized for its importance in bioceramic technology, due to its properties
such as high adsorption capacity, biocompatibility and stability. Due to its adsorptive
capacity, hydroxyapatite has the potential to adsorb substances such as essential oils.
The aim of this study was to produce citronella essential oil particles encapsulated with
alginate and, for the first time, with hydroxyapatite obtained from animal waste, in order
to evaluate their antimicrobial and repellent potential. Tests were carried out varying
the ratio between alginate and essential oil, as well as between alginate and
hydroxyapatite. The particles were characterized morphologically and chemically, and
their release kinetics were evaluated. In addition, the antimicrobial and repellent
potential of the particles was also investigated. The results showed that the particles
were successfully encapsulated with hydroxyapatite, forming spherical structures. The
best sample showed an inhibition halo with a diameter of 3.3947 + 0.3125 cm,
indicating satisfactory antimicrobial activity. In addition, a significant repellent potential
was observed, with an average reduction in the number of bites compared to the
negative control from 34.13 to 20.40. The results showed that hydroxyapatite can be
used to encapsulate essential oils, improving their properties. In this way, the work
contributes to the advancement of materials science and engineering, opening up new
perspectives for future research in the field of encapsulation of essential oils and
offering new application possibilities for hydroxyapatite, opening doors for future
research and innovative applications.

Keywords: Essential oils, citronella, hydroxyapatite, encapsulation,
microencapsulation, biopolymers, antimicrobial, repellent.
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14
1 INTRODUCAO

As doencas infecciosas representam um desafio significativo para a satde
global. Suas causas séo variadas, incluindo bactérias, virus, fungos, algas e
parasitas. Entre essas enfermidades, as arboviroses merecem atencéo especial.
Estas doencas sao causadas por patdégenos transmitido pelo dos artropodes,
principalmente insetos, e requerem uma abordagem especifica para controle e
prevencgdo, e apresentam um desafio significativo para os sistemas de saude
publica em todo o mundo (DUARTE et al., 2024).

Antimicrobianos, também chamadas de microbicidas, séo utilizados como
método de controle desses agentes. Sao substancias que matam ou inibem a
multiplicagcdo de microrganismos (bactérias, leveduras, fungos, virus, algas e
liguenes). Além disso, os inseticidas sdo empregados para controle de insetos,
enquanto o0s repelentes atuam como uma medida preventiva contra sua
presenca (GARCIA et al., 2014; PAULUS, 2017) .

Dentro desse contexto amplo de doencgas infecciosas, a dengue emerge
como uma doenca de significativa importancia, atribuida a infeccdo pelo
patdgeno transmitido pelo mosquito do género Aedes, que possui quatro
sorotipos virais: DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4). Este vetor, além de ser
responséavel pela propagacao da dengue, demonstra a capacidade de transmitir
outras arboviroses, incluindo Chikungunya, Zika e febre amarela. Os anos de
2022 e 2023 registraram recorde de 6bitos relacionados a dengue, enfatizando
a gravidade dessa condicdo como um desafio critico para a saude publica
(MINISTERIO DA SAUDE, 2023; SINAN, 2024).

Os agentes quimicos enfrentam limitagdes no controle de vetores de
doencas transmitidas por mosquitos. Problemas logisticos, resisténcia em
muitas espécies de mosquitos e custo elevado além de efeitos nocivos
ambientais, tém restringido a eficacia desses métodos. Diante das limitacdes dos
inseticidas sintéticos, surge a necessidade de se buscar alternativas mais
seguras para 0 meio ambiente, e os inseticidas biodegradaveis especificos para
mosquitos representam uma solucdo promissora para oferecer uma abordagem
mais responsavel e eficaz no controle dessas doencas (PAVELA, 2008).

Essa mesma busca por abordagens inovadoras também se reflete no

mercado de microbicidas. Nas indastrias farmacéutica e alimenticia, por



15

exemplo, ha uma crescente demanda por substitutos aos antimicrobianos
sintéticos, que apresentam riscos a saude, desencadeando reacdes alérgicas e
suscitando preocupac¢fes quanto a seguranca. Nesse contexto, tem-se dedicado
esforcos a investigacdo de produtos naturais dotados de potencial
antimicrobiano, incluindo 6leos essenciais e extratos vegetais (BARROS et al.,
2020; MARTELLI et al., 2021).

E essencial aprimorar constantemente os métodos de controle a fim de se
enfrentar desafios emergentes, assegurando um controle eficaz e mais
responsavel. A busca por inovagdo e alternativas mais seguras para o meio
ambiente, destaca a necessidade continua de evolugcdo diante das
complexidades e limitagdes dos métodos tradicionais de controle.

Os 6leos essenciais sdo produtos com odor caracteristico, obtidos a partir
de frutos, cascas ou folhas de plantas arométicas ou de alguns animais
(BAKKALI et al., 2008; WINSKA et al., 2019). Sdo produtos volateis, com
composicdo complexa e majoritariamente compostos de terpenos, que sao 0s
hidrocarbonetos naturais responsaveis pelo cheiro das plantas. Dependendo da
composi¢cdo, podem possuir propriedades antimicrobianas, antioxidantes,
repelentes, entre outras (FELIPE; BICAS, 2017).

No entanto, a utilizacdo direta de 6leos essenciais muitas vezes enfrenta
desafios relacionados & sua estabilidade e eficacia. E aqui que as técnicas de
microencapsulamento entram em cena, fornecendo uma abordagem para
proteger e prolongar as propriedades dos Oleos essenciais. Tais técnicas
produzem o aprisionamento do 6leo dentro de uma capsula ou de uma esfera
(AKSOYLU; GUNC ERGONUL, 2017; BAKRY et al., 2016). O uso das técnicas
de microencapsulamento com 06leos essenciais permite, além de conservar as
propriedades, promover a liberacdo controlada do 6leo, sendo utilizada em
diversas aplicacdes, como antimicrobianas e repelentes. O agente encapsulante
tem como objetivo fornecer maior estabilidade e qualidade, permitindo a
liberacao controlada dos componentes. Algumas técnicas comumente utilizadas
para encapsulamento de Oleos sdo a emulsificacdo, a secagem por spray, a
liofilizacdo, a coacervacao e a extrusao.

O encapsulamento de 6leos essenciais tem sido objeto de estudo ao longo
de décadas. Em um estudo seminal, Szejtli e Szente (1979) investigaram o

encapsulamento de 25 tipos de 6leos essenciais em [(-ciclodextrina, visando
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preservar suas propriedades aromaticas para aplicagcdo em pds ou comprimidos
domiciliares, observando uma melhoria na estabilidade dos 6leos por meio desse
processo.

Posteriormente, Rosenberg, Kopelman e Talmon (1990) examinaram os
fatores influentes na retencéo de 6leo essencial encapsulado por secagem spray
com goma. Hsieh et al. (2006) abordaram a producéo de microcapsulas de 6leo
de citronela encapsuladas com quitosana, investigando as condicdes de
formacdo das microcdpsulas e seu efeito na liberacdo do 6leo. Wang (2008)
concentrou-se na producdo de microcapsulas de etilcelulose com oleo de
lavanda, com aplicacfes voltadas para a industria téxtil.

Além disso, o encapsulamento de 6leos essenciais passou a ser explorado
para aplicacdes antimicrobianas e larvicidas. Abreu et al. (2012) investigaram o
perfil de liberacdo e mortalidade larval do alecrim-pimenta encapsulado com
guitosana e goma de cajueiro por meio da emulsificacdo/evaporacdo do
solvente. Alencar (2020) avaliou o potencial antimicrobiano e antioxidante do
6leo de Cymbopogon citratus encapsulado com maltodextrina e gelatina por
meio do método de secagem por atomizagao.

Ao longo desses estudos, diversos materiais poliméricos foram avaliados
por diferentes métodos para diversas aplicacfes. Dentre eles, destacam-se o
alginato (MOTELICA et al., 2021; SILVERIO et al., 2018) e também a quitosana
(HSIEH; CHANG; GAO, 2006; HU; LUO, 2021; RAZA et al., 2020). No entanto,
até o presente momento, nenhum mineral de fosfato de calcio foi incorporado a
producado de particulas para investigar a potencializacédo dos efeitos dos 6leos
essenciais, ja que tais materiais sao reconhecidos em aplicacdes para liberacao
controlada de substéncias.

Um fosfato de célcio que tem sido amplamente utilizado em diversas areas
visando a liberacdo controlada de substancias, é a hidroxiapatita (MATSUMOTO
et al.,, 2004; XU; CZERNUSZKA, 2008; ZHANG; WANG; WANG, 2010). A
hidroxiapatita possui grande importancia na tecnologia de bioceramicas,
basicamente devido as suas propriedades, como alta capacidade de adsorc¢ao,
biocompatibilidade, e estabilidade, tendo muitas aplicacdes na area biomédica
(BIEDRZYCKA; SKWAREK; HANNA, 2021; BONAN et al., 2014). Além disso,
devido a sua capacidade de aceitar substituintes idnicos nas vacancias, a

hidroxiapatita vem sendo estudada como adsorvente, principalmente de ions
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metalicos e compostos organicos, sendo um potencial adsorvente de 6leos
essenciais (IVANETS et al., 2019; STOTZEL et al., 2009). Embora apresente um
potencial de uso associado aos 6leos essenciais, até o presente momento nao
foram encontrados estudos que visem a producdo de particulas com
hidroxiapatita e O6leo essencial para liberacdo controlada e aplicacdes
antimicrobianas e repelentes.

Neste contexto, este estudo propde pela primeira vez a utilizacdo de
hidroxiapatita, obtida a partir de residuo animal (espinha de tilapia), no
encapsulamento do 6leo essencial de citronela e alginato, com o intuito de
potencializar suas propriedades antimicrobianas e repelentes, além de controlar
a liberacdo do Oleo, devido as suas propriedades adsorventes/dessorventes.
Para a producao das microparticulas, foi realizado um amplo estudo abrangendo
0s quatro pilares da ciéncia e engenharia de materiais: processamento,
composicao, estrutura e aplicacdo. A avaliacdo da razao alginato/6leo essencial
e alginato/hidroxiapatita, juntamente com a analise da estrutura das
microparticulas, completou essa abordagem, fornecendo informacdes
importantes para aplicagdes futuras. Neste sentido, a pesquisa preenche uma
lacuna existente na literatura. Até o momento, o encapsulamento de o6leos
essenciais era predominantemente realizado utilizando polimeros, deixando uma
brecha no conhecimento. Ao se buscar desenvolver microparticulas utilizando
hidroxiapatita de origem animal como adjuvante, este estudo abre novas
perspectivas para pesquisas futuras no campo do encapsulamento de 6leos

essenciais.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Investigar o uso de microparticulas de 6leo essencial de Cymbopogon
nardus (citronela) em matriz de alginato e hidroxiapatita como agente

antimicrobiano e repelente.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Avaliar a influéncia da razéo alginato/6leo essencial na perda de
massa e na cinética de liberacdo de 6leo essencial das microparticulas.

o Avaliar a influéncia da raz&o alginato/hidroxiapatita na perda de
massa, liberacdo de Oleo essencial, e nas caracteristicas fisicas e

estruturais das microparticulas.

o Investigar as propriedades antimicrobianas das microparticulas
produzidas
o Investigar a repeléncia das microparticulas de Cymbopogon nardus

(citronela) em matriz de alginato e hidroxiapatita
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 OLEOS ESSENCIAIS

Os 0leos essenciais sdo compostos naturais, com carater volatil, lipofilico
e apresentando-se como misturas complexas caracterizadas por apresentarem
odor forte. Sdo utilizados e explorados ha mais de 3500 anos em perfumaria,
cosméticos e na industria alimenticia (BAKKALI et al., 2008; FELIPE; BICAS,
2017; WINSKA et al., 2019). S&o considerados 6leos, ja que s&o liquidos de
aparéncia oleosa em temperatura ambiente, e “essenciais” devido ao aroma
agradavel e intenso que apresentam (SILVEIRA; JOSE; BRITO, 2003).

Este historico de uso e suas caracteristicas influenciam sua producéo,
mercado e aplicagéo. E isto se reflete na dindamica do mercado global, onde
paises como India, China, Indonésia e Brasil emergem como lideres na
producao. No Brasil, a principal contribuicédo € a industria de sucos de frutas, que
produz 6leos essenciais citricos como subproduto. Essa diversidade de produtos
é refletida na comercializac&o internacional de 6leos essenciais, onde o Brasil
se destaca como um dos principais produtores de 6leo de laranja e lima destilada
(BIZZO HUMBERTO RIBEIRO, 2013).

A Tabela 1 apresenta um panorama do mercado internacional dos
principais 6leos essenciais no ano de 2018, bem como sua faixa de producéo
em toneladas e suas principais aplicacdes. O 6leo essencial de laranja lidera a
lista pois possui grande interesse cientifico e comercial, sendo aplicado tanto na
indastria alimenticia quanto na farmacéutica. Seu principal uso € para dar sabor
bebidas, balas, sorvetes e outros alimentos, e na fabricagdo de medicamentos e
cosmeéticos. O Brasil é responsavel por um terco da producédo mundial de laranja
(MULLER, 2011).

A menta japonesa, que ocupa O segundo lugar na lista, sua
comercializacdo expressiva se da pela contribuicdo na industria de perfumes,
alimentos e farmacéutica, sendo amplamente utilizada como sabores de
alimentos, ingredientes em produtos de higiene oral, confeitos e bebidas. A india
€ o principal fornecedor mundial e o Brasil € um grande importador de 6leo
essencial de menta (Bl1ZZO; REZENDE, 2022; TIWARI, 2016).
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O dleo essencial de eucalipto possui aplicacédo em trés setores: industrial,
na aromatizacdo de desinfetantes e sabonetes liquidos, como 6leo medicinal, e
também na inddstria de perfumes (BIZZO; HOVELL; REZENDE, 2009).

O dleo essencial de limao siciliano destaca-se pelo uso como flavorizante
em bebidas e alimentos (KODJOH, 2022). O 6leo de horteld pimenta, e de
menta, tem uso na industria farmacéutica, principalmente na higiene oral
(BLANK et al., 2006). O cravo tem aplicacdo comercial, sendo utilizado como
aromatizante e como anestésico local em odontologia (AFFONSO et al., 2012;
B1ZZO; REZENDE, 2022). O 6leo de cedro da Virginia e de citronela possuem,

como aplicacdo comercial, 0 uso em fragrancias.

Tabela 1 - Principais 6leos essenciais comercializados no mercado
internacional

Oleo essencial Quantidade (ton) Usos
Laranja Citrus sinensis (L.) Osbeck 50.000-55.000 Bebidas,
e outras) ' ' aromatizante
Menta japonesa (Mentha arvensis 25 000-40.000 Aromatizante,
L.) ' ' mentol
Eucalipto (Eucalyptus globulus Aromatizante,
Labill.) 5.000-11.000 medicamentos
Lim&o siciliano (Citrus limon (L.) ~ 000-7.500 Bebidas,
Osbeck) ' ' aromatizante
Hortela-pimenta (Mentha x piperita Aromatizante,
L.) 4.000-4.500 higiene oral
Cravo, folhas (Syzygium i Fragrancias,
aromaticum (L.) Merr. & L.M.Perry) 2.500-4.000 aromatizante
Menta (Mentha spicata L.) 2.000-3.700 A;?g%fgi?;?’
Cedro da Virginia (Juniperus i A
virginiana L) 2.000-3.500 Fragrancias
Citronela (Cymbopogon winterianus ) A
Jowitt ex Bor ) 1.500-3.000 Fragrancias

Fonte: Bizzo, H.; Rezende, C., (2022)

O Brasil é considerado um pais com uma extensa diversidade floristica, o
gue permite uma abundante extracdo de 6leos essenciais da flora nativa
(FELIPE; BICAS, 2017). A Figura 1 mostra um panorama da producéo de 6leos
essenciais no Brasil, segundo dados disponiveis entre 2014 e 2018
apresentados pelo IBGE (2022). Nela, destaca-se a producdo de 6leos
essenciais de laranja, que vem liderando o mercado nacional com mais de

150.000 ton em 2018; em segundo lugar, com producao superior a 20.000 em
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2018, observa-se a produgédo 6leos néo citricos, entre eles o 6leo de eucalipto,
vetiver, pau-rosa, lemongrass, coriandro, pau-santo, cabrelva, lavanda,
palmarosa, cedro e citronela. Por dltimo, produzidos em menor quantidade,
estdo os 0Oleos de lim&o e outros citricos, tais como limao siciliano, limao Tabhiti,
petitgrain e as mandarinas (BlZZO, HUMBERTO, REZENDE, 2022).

Figura 1 - Producéo de 6leos essenciais no Brasil (2014 a 2018).

@ 2093.2270 Oleos essenciais, de liméo ou de outros citricos, exceto de laranja
2093.2280 Qleos essenciais, de laranja

i 2093.2295 Oleos essenciais, exceto de citricos
1.079.087

1.000.000
800.000
600.000
400.000
200.000

0

2014 2015 2016 2017 2018

Quilogramas

Fonte: IBGE (2022)

Por outro lado, o preco dos 6leos essenciais € influenciado por uma série
de fatores, incluindo a dinamica do mercado, a disponibilidade da matéria-prima
e o0 rendimento da extracdo. A escassez de matéria-prima e um menor
rendimento de extragéo contribuem para elevar o valor desses 6leos no mercado
internacional. Essa relacdo entre oferta, demanda e valor do produto é
evidenciada na Tabela 2, que apresenta os valores de exportacao de diversos
Oleos essenciais produzidos no Brasil. Esses dados fornecem uma visao
detalhada das tendéncias de preco e destacam a importancia da gestéo

sustentavel dos recursos naturais na industria de 6leos essenciais.
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Tabela 2 - Preco por kg de exportacdo de alguns 6leos essenciais do Brasil
(Janeiro a dezembro de 2022).

Oleo Essencial Preco FOB (US$/kg)
Limao 21,32
Eucalipto 14,11
Outras mentas 45,06
Horteld pimenta 26,29
Pau rosa 439,50

Fonte: Comex Stat (2022a)

Essa perspectiva é especialmente relevante considerando-se o crescente
reconhecimento dos beneficios terapéuticos dos 6leos essenciais ao longo da
histdria, sendo caracterizado como uma pratica integrativa complementar (PIC).
Os aromas dos 6leos essenciais podem provocar bem-estar fisico e emocional
e auxiliar na reducao dos niveis de estresse e ansiedade (COLI et al., 2018).

Essa percepcdo impulsiona ndo apenas a sua utilizacdo na saude
humana, mas também desperta o interesse da comunidade cientifica para
explorar ainda mais suas propriedades e aplicagdes. A baixa toxicidade dos
Oleos essenciais para 0s seres humanos e o minimo impacto ambiental, devido
a sua facil degradacéo, adicionam um componente importante a sua atratividade
como objeto de estudo. Além disso, 0os potenciais bactericidas e biocidas de
alguns dleos essenciais oferecem uma ampla variedade de aplicagdes, incluindo
na inddstria cosmética, alimenticia e farmacéutica, como destacado por Militello
et al. (2011) e Romero et al., (2013). Essa convergéncia de beneficios
terapéuticos, seguranca para o ser humano e potencial antimicrobiano faz dos
Oleos essenciais uma area de pesquisa promissora. O Quadro 1, apresentando
estudos detalhados sobre suas propriedades, ilustra a variedade de aplicagbes
exploradas, com foco particular nas propriedades antimicrobianas desses
compostos. Essa conexdo entre beneficios terapéuticos, seguranca e potencial
antimicrobiano dos 6leos essenciais estimula uma abordagem interdisciplinar na

investigacao de suas propriedades e aplicacoes.
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Quadro 1 - Estudos sobre aplicabilidade dos 6leos essenciais

Oleo essencial

Uso

Referéncia

Xylopia aromatica Lamm

Atividade inseticida frente a mosca
branca em plantas de feijao

Peres (2015)

Oleo essencial de
Eucalyptus citriodora L

Administracéo
farmacoldgica

Pinheiro et al. (2021)

Oleo essencial de cravo

Atividade antimicrobiana do 6leo
livre e encapsulado

Kopp (2020), Pinheiro
et al. (2021)

Oleo de Zehntneri Pax et

Larvicida para combate

Oliveira et al. (2010)

Hoffm ao vetor da dengue
Oleo essenmal de atividade antlbacte_rlana de Motelica et al. (2021)
Citronela embalagens de alimentos

cravo-da-india, citronela

Atividades antioxidante e

Scherer et al. (2009)

e palmarosa antimicrobiana
Orégano, Tomilho e Atividade antimicrobiana Santurio et al. (2007)
Canela
Rutaceae Atividade antimicrobiana Saraiva et al. (2020)

Pimenta Preta

Atividade antimicrobiana

Melo et al. (2021)

Hortela-
pimenta, capim-liméo,
manjerona
€ manjericao

Atividade antimicrobiana

Valeriano et al. (2012)

Canela, rabo-de-raposa,
capim santo, eucalipto,
pitanga e arruda.

Atividade antimicrobiana

De Araujo et al. (2008)

Embora os 6leos essenciais representem uma alternativa promissora de

desenvolvimento de novos produtos com uma variedade de beneficios para a

sociedade, ainda € um desafio para a comunidade cientifica aproveitar todo o

potencial dos 6leos, pois eles sdo quimicamente instaveis e estdo susceptiveis

a deterioracdo oxidativa quando expostos a calor, luz, umidade e oxigénio

(BAKRY et al., 2016).

3.1.1 Composicédo dos Oleos Essenciais

A composicao de um 6leo essencial depende de muitos parametros, como

as condi¢cBes climaticas e do solo, a origem geografica, o estagio do ciclo

vegetativo, a variacdo sazonal, a espécie da planta que o deu origem, entre
outros (ZAEDDI et al., 2016).
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Os componentes majoritarios dos 0Oleos essenciais sdo 0s terpenos,
definidos como hidrocarbonetos naturais produzidos como metabdlitos
secundarios por uma grande variedade de plantas e alguns animais, e alguns
possuem comprovada atividade antimicrobiana. A composi¢ao de terpenos pode
variar entre 20 e 70% da composicdo total, combinando entre dois ou trés
terpenos. Os demais componentes em menor concentracdo sao denominados
minoritarios e, em geral, sdo responsaveis pelo aroma caracteristico. Esses
componentes presentes em diminutas propor¢cdes, como ceras, &cidos,
conservantes ou até mesmo os defensivos agricolas utilizados nas plantas,
podem influenciar o aroma final do o6leo essencial (BAKKALI et al., 2008;
PADUCH et al., 2007; SANCHEZ, 2006).

A classificacdo dos terpenos se da de acordo com a quantidade de blocos
de isopreno presentes em sua estrutura, conforme € apresentado na Tabela 3
(FELIPE; BICAS, 2017).

Tabela 3 - Classificagéo dos terpenos

Bloco de  Quantidade de Unidades de
Classificacao
Isopreno carbono Terpeno
Monoterpenos 2 10 1
Sesquiterpenos 3 15 15
Diterpenos 4 20 2
Triterpenos 6 30 3
Tetraterpenos 8 40 4
Politerpenos >8 >40 >4

Fonte: Felipe; Bicas (2017)

Se o0s terpenos possuem um oxigénio na cadeia, sdo definidos com
terpendides, podendo entdo ser alcoois, acidos, cetonas, ésteres ou fendis. Uma
unidade de terpeno é constituida por dois blocos de isopreno ligados entre si,
cada um com cinco carbonos (CsHs), com cabeca e cauda, conforme Figura 2
(FELIPE; BICAS, 2017).
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Figura 2 - Bloco de isopreno com identificacdo de cabeca e cauda.

o)

/ Cauda
4

Cabega 1 3

Fonte: Felipe; Bicas (2017)

Os monoterpenos sao moléculas pequenas de carbono (até 10 C), e em
sua maioria, ciclicas. Sao reportados por suas atividades inibitorias contra varias
bactérias e fungos de Oleos essenciais. O monoterpeno carvacrol, por exemplo,
possui atividade inibitéria contra as bactérias Staphylococcus spp,
Staphylococcus aureus, e Staphylococcus typhimurium (DAL POZZO et al.,
2011; HAUDENSCHILD; CROTEAU, 1998; MIBIELLI, 2019; ROMERO et al.,
2013).

Existe uma grande diversidade de monoterpenos e mais de 1000 ja foram
identificados em o6leos essenciais (HAUDENSCHILD; CROTEAU, 1998). Os
monoterpenos mais comuns sao mostrados no Quadro 2, e nela estdo

relacionados os Oleos essenciais em que eles sdo 0s componentes majoritarios.

Quadro 2 - Exemplo de 6leos essenciais e seus componentes majoritarios.

Oleo essencial Monoterpeno Referéncia
Palmarosa Geraniol Scherer et al., (2009)
Capim- Citronela Citronelal Seixas et al. (2011)
Erva Cidreira Linalol Silva et al. (2006)
Hortela Pimental Mentol Felipe; Bicas (2017)
Limao Limoneno Felipe; Bicas (2017)
Endro Carvona Vieira et al. (2019)

As estruturas moleculares dos monoterpenos citados no Quadro 2 sao
mostrados na Figura 3, em que mentol € um &lcool, geraniol e citronelal sdo

aldeidos e o restante séo hidrocarbonetos terpénicos.
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Figura 3 - Monoterpenos comuns

chm ércm ij\\ )

Geraniol Citronelal Linalol Mentol
O
OH
N\
Mentol Limoneno Carvona

Fonte: Adaptado de Sanchez (2006)

3.1.2 Oleo essencial de citronela

A erva de citronela (Figura 4), também conhecido como capim-citronela,
é uma graminea do género Cymbopogon nardus, nativa do sul da india e do Sri
Lanka. Também pode ser encontrada crescendo selvagem na maioria dos
paises asiaticos tropicais, América Central e Africa (HAMZAH et al., 2013).
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Figura 4 - Planta de citronela

Fonte: Lemos (2022).

O género Cymbopogon pertence a familia Poaceae e possui mais de 100
espécies em diversos paises, incluindo o Brasil. Dessas espécies,
aproximadamente 56 sdo aromaticos (BRUGNERA; OLIVEIRA; PICCOLI, 2011).

O género Cymbopogon nardus, por sua vez, é composto basicamente por
monoterpenos, canfeno, limoneno, 1-borneol, metil isoeugenol, geranil,
citronelal, citronelol, geraniol, os trés ultimos, compreendendo como o0s
componentes majoritarios (KAUR; BHARDWAJ; KAUR, 2021).

Na Figura 5 sdo apresentadas as férmulas estruturais planas dos

componentes majoritarios do 6leo essencial de citronela.

Figura 5 - Principais componentes do 6leo essencial de citronela

~0OH

Citronelal Geraniol Citronelol

Fonte: Adaptado de (Guilhon; Perini; Leal (2010)
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O dleo essencial de citronela possui propriedades, antibacteriana,
repelente e também de aromatizacdo (LEMOS, 2022; NAKAHARA et al., 2013).

O citronelal € um monoterpeno da classe dos aldeidos e é utilizado como
material na sintese de compostos quimicos iononas, e também na sintese de
vitamina A. Além do mais, a literatura aborda alguns efeitos biolégicos no uso
desse fitoconstituinte, dentre eles acdo antimicrobiana e antioxidante
(BEZERRA et al., 2019; CASTRO et al., 2010; LIMA et al., 2020)

O citronelol é um monoterpeno, com dois blocos de isopreno, pertencente
ao grupo dos alcoois. A literatura reporta alguns efeitos farmacolégicos no uso
do citronelol, como como atividade antibacteriana, antifingica, antiespasmaodica
e anticonvulsivante (BASTOS et al., 2009).

O geraniol é um &lcool monoterpénico. E formado pelas flores de muitas
espécies e esta presente nos tecidos vegetativos de muitas ervas e muitas vezes
coexiste com geranial e neral, que séo produtos de da oxidacdo do geraniol.
Além disso, o geraniol apresenta a propriedade de repeléncia de insetos (CHEN;
VILJOEN, 2010)

Por conta dos seus componentes, o0 6leo essencial de citronela € comum
em formulacBes de repelentes de mosquitos. Velas e incensos contendo 6leos
essenciais de citronela também tém sido utilizados como acao repelente em
paises como os Estados Unidos, no entanto apresentam resultados ineficazes
devido a liberacao descontrolada do 6leo essencial (SOLOMON et al., 2012).

Segundo dados do Comex Stat (2022), a exportacao do 6leo essencial de
citronela de janeiro a dezembro de 2022 foi de 911 kg liquido, correspondendo
a US$ 23699; a importacao, por sua vez, foi de 5311 kg liquido, correspondente
a US$ 100.646, sendo o preco meéedio de exportacdo e importacao,
respectivamente, US$ 26,00 e US$ 18,95.

A hidrodestilacéo e a destilacdo a vapor sdo os métodos mais comuns ou
convencionais para extrair 0leo de citronela. Embora o processo seja muito
simples, pode induzir degradacdo térmica do 6leo. A extragcdo com fluido
supercritico também é utilizada para extrair o 6leo essencial de citronela, porém

possui altos custos de investimento (HAMZAH et al., 2013).
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3.2 USO DE OLEOS ESSENCIAIS PARA PREVENCAO E CONTROLE
DE DOENCAS INFECTOCONTAGIOSAS

As doencas infectocontagiosas sao causadas por agentes infecciosos que
possuem como principal caracteristica a patogenicidade, isto €, a capacidade de
causar doencas. Os agentes sdo divididos em bactérias, virus, fungos, algas,
entre outros parasitas (VANILSSEN, 2020).

As bactérias sdo uma das principais causas de doencas em seres
humanos. Sua propagacdo ocorre de forma direta, passando de pessoa para
pessoa, ou indiretamente, por meio de matrizes ambientais, como agua e
alimentos. Os principais patdgenos transmitidos pela &agua incluem
Campylobacter, Listeria, Salmonella, Shigella, Escherichia coli produtora de
toxina Shiga, Salmonella, Yersinia e Vibrio (ISHII, 2019).

Os antimicrobianos, também chamadas de microbicidas, s&o substancias
gue matam ou inibem a multiplicacdo de microrganismos (bactérias, leveduras,
fungos, virus, algas e liqguenes). Os antimicrobianos podem ser bactericida,
fungicida, algicida, dentre outras (PAULUS, 2017). Os antimicrobianos podem
ter acao especifica, como bactericidas para bactérias e fungicidas para fungos,
ou podem ter acdo em qualquer microrganismo, independentemente do tipo
(FONTOURA; GUTTERRES, 2016)

A comunidade cientifica tem buscado cada vez mais desenvolver
produtos antimicrobianos utilizando 6leos naturais. Motelica et al. (2021b)
avaliaram a atividade antimicrobiana do Oleo essencial de citronela em
embalagens biodegradaveis e obtiveram resultados satisfatérios, em que foi
identificada viabilidade do uso de filmes com 6leo essencial de citronela em
embalagens antibacterianas para queijos, visando prolongar sua vida atil. Danila
et al. (2018) investigaram a atividade antimicrobiana e antibiofiime dos 6leos
essenciais de liméo siciliano e lavanda para serem usados isoladamente ou em
combinacdo como alternativas naturais aos antibioticos atualmente disponiveis.
Militello et al. (2011a) estudaram a atividade a capacidade do 6leo essencial de
Artemisia arborescens inibir algumas bactérias patogénicas transmitidas por
alimentos.

Outra classe de doencas bastante comuns em humanos sdo as

arboviroses, que sao doencas transmitidas por artrépodes, como 0S mosquitos,
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gue sdo os vetores de varias doencas, como malaria, dengue e febre amarela
(FREIRE, 2017; SAKULKU et al., 2009).

Uma estratégia interessante no controle de arboviroses, é o uso de
repelentes. As formulagbes mais comuns possuem DEET (N,N-dietil-3
metilbenzamida) na sua composi¢cdo. No entanto, ao longo do tempo, 0 uso
indiscriminado desses repelentes tem levado a reducédo de insetos benéficos e
ao surgimento de novas pragas, ampliando ainda mais os desafios no controle
de doencas transmitidas por vetores (GARCIA et al., 2014; SAKULKU et al.,
20009).

Com isto, é cada vez maior o interesse de desenvolver produtos
alternativos no controle de insetos. Muitos trabalhos reportam os estudos com
materiais vegetais para desenvolvimento de novos repelentes, como extrato e
p6é de sementes de Anethum graveolens e Azadirachta, liquido da casca da
castanha-de-caju e po de citronela (ALBIERO; FREIBERGER; VANIN, 2020; DA
SILVEIRA et al., 2019)

O género de mosquitos Aedes € conhecido por transmitir o patégeno de
diversas doengas, como dengue, chikungunya, Zika e febre amarela. Esses
mosquitos, divididos em Ae. aegypti e Ae. Albopictus tém preferéncia por
diferentes ambientes e condi¢cdes climaticas (ZARA et al., 2016). A dengue, em
particular, € um problema predominante nas Américas, com epidemias
recorrentes a cada poucos anos. Em 2023, foram registrados mais de 1,6 milh&do
de casos provaveis dessa doenca, com um nuamero significativo de Obitos
(MINISTERIO DA SAUDE, 2023). A Figura 6 mostra o nimero de casos
provaveis de dengue por ano e més do inicio dos sintomas, de 2023 e 2024,
enfatizando a gravidade dessa condicdo como um desafio critico para a saude
publica.

No Brasil, as estratégias de monitoramento envolvem educacédo, uso de
inseticidas, controle biolégico e mecanico (ZARA et al., 2016). No entanto, os
desafios persistem, especialmente em relacdo aos agentes quimicos, devido as
guestdes logisticas, resisténcia dos mosquitos, custo e impactos ambientais.
Diante disso, a busca por inseticidas biodegradaveis especificos para mosquitos
emerge como uma alternativa promissora para um controle mais sustentavel e

eficaz dessas doencas transmitidas por vetores (PAVELA, 2008).
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Figura 6 — Casos provaveis de dengue por ano e por més de inicio dos
sintomas (2023 e 2024)
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Fonte: MINISTERIO DA SAUDE, (2024)

3.3 MICROESFERAS E MICROCAPSULAS

Para as aplicagdes de encapsulamento de ingredientes ativos, as
particulas que contém tal ingrediente podem ser divididas em microparticulas e
macroparticulas, dependendo do tamanho que possuem. As microparticulas
possuem dimensdo micrométrica, com tamanhos que variam de 1 a 1000 ym, e
as macroparticulas, de tamanho milimétrico (MANIECKA et al., 2021).

S&o constituintes dos sistemas de liberagdo controlada, permitindo o
revestimento e protecdo de substancias bioativas e muito utilizadas na industria
de alimentos, farmacéutica, aromas e sabores, tintas, quimica, agricola, dentre
outras. Dependendo da maneira com que o material ativo estd contido na
particula, pode ser denominada ainda de microcapsulas ou microesferas
(LENGYEL et al., 2019; VELLOSO, 2008).

A Figura 7 ilustra (a) uma microcapsula, em que o nucleo é composto pelo
material ativo, e este € envolvido por uma membrana, que é o material de parede;
(b) uma microesfera, composta por uma rede polimérica e o material ativo

disperso e incorporado na mesma.
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Figura 7 - Esquema da estrutura de uma microcapsula e de uma
microesfera.

Rede
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MICROCAPSULA MICROESFERA
Fonte: Adaptado de Matté; Da Rosa (2013).
As microesferas sao sistemas matriciais em que o material bioativo, sélido

ou liquido, se encontra disperso ou dissolvido homogeneamente na matriz,

conforme pode ser observado na Figura 8.

Figura 8 - Micrografias de uma microesfera a base de goma do cajueiro
carboximetilada e quitosana, com ampliacdo de 70 vezes.

Fonte: Adaptado de Monteiro et al. (2015).

Nelas, o ingrediente ativo € dissolvido na solucdo polimérica antes do
processamento de fabricacao de particulas, ou o material encapsulado pode ser
incorporado a matriz polimérica por meio da adsorcdo (LENGYEL et al., 2019;
MATTE; DA ROSA, 2013; WEZGOWIEC et al., 2021).
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Suspensdes de microesferas podem ser utilizadas para liberar ativos em
doses desejaveis. A rede polimérica pode ser formada pelo uso de biopolimeros
naturais, como celulose, alginato, quitina e quitosana (FREIBERG; ZHU, 2004).

As microcapsulas, por sua vez, sdo conhecidas como reservatorios e sao
compostas por um sistema heterogéneo, em que uma membrana (também
chamada de material de parede, encapsulante, ou casca) protege um nucleo
formando duas fases, conforme pode ser observado na Figura 9. O material de
parede permite que a liberacdo do material no nucleo seja feita de forma
controlada, dependendo do agente (GURBUZ et al., 2020; LENGYEL et al.,
2019).

Figura 9 - Micrografia de uma microcapsula de alginato contendo 6leo
essencial de casca de laranja em ampliacdo de 1000 vezes.
- - ” o )

. -"' »

Fonte: Adaptado de Fernandes, Gongalves Kieling, et al. (2014).

As microcapsulas possuem caracteristica de reservatorio, armazenando
o ingrediente ativo no ndcleo da particula. JA nas microesferas, uma pequena
parte do material encapsulado permanece na superficie (DE AZEREDO, 2005).

O wuso industrial de microcapsulas e microesferas tem crescido no
mercado devido as variadas aplicacbes que o uso dessa tecnologia permite.
Muitos cosméticos e produtos de cuidados pessoais contém substancias
biologicamente ativas que requerem encapsulamento para maior estabilidade

dos materiais ativos. A preservacdo dos principios ativos € também essencial
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durante a formulacdo, armazenamento e aplicacdo do produto cosmético final
(CASANOVA; SANTOS, 2016).

Na industria farmacéutica, microesferas e microcapsulas sao utilizadas na
liberacdo de farmacos; seu uso fornece a administracdo adequada dos
medicamentos por varias vias, prolongando ou direcionar o efeito de uma droga
(LENGYEL et al., 2019). Na industria de alimentos, a tecnologia de
microencapsulamento permite produzir alimentos diferenciados, que nutrem e ao
mesmo tempo, fornecem salude e bem estar. As microcapsulas permitem
aumentar a vida util dos componentes ativos dos alimentos, garantir sua
estabilidade e realizar sua liberagdo controlada (BAKRY et al., 2016; GURBUZ
et al., 2020).

Atualmente, quase todo material que necessite ser protegido, isolado de
outros compostos, ou até mesmo ter sua liberagdo controlada pode ser
encapsulado. As técnicas de encapsulamento consistem no aprisionamento de
qgualquer ingrediente bioativo dentro de uma microcapsula com o objetivo de
proteger o material, garantir sua estabilidade e controlar sua liberagéo,
prolongando sua eficicia ao longo do tempo.

3.3.1 Microencapsulamento de Oleos Essenciais

O microencapsulamento é uma técnica que promove a modificacdo da
liberacdo de principios ativos (farmacos, pesticidas, corantes, aromatizantes,
entre outros), a partir da construcdo de uma barreira fisica entre o nucleo
(ingrediente ativo) e outros constituintes do produto. Esta modificagdo tem como
objetivo evitar reacBes quimicas e fisicas, e manter as propriedades bioldgicas,
funcionais e fisico-quimicas dos materiais do nucleo, visando aumentar a sua
efetividade no meio em que é liberado (BAKRY et al., 2016; PEREIRA et al.,
2018; SUAVE et al., 2006).

Muitos trabalhos reportam estudos do encapsulamento dos 6leos
essenciais para proteger suas propriedades, conforme mostrado no Quadro 3.
Tendo em vista a importancia desta técnica, uma grande atencdo deve ser
dedicada a escolha do método a ser utilizado para a encapsulacdo, pois o
mesmo deve ser de acordo com a aplicacdo que sera dada a microparticula, do
tamanho desejado da cépsula ou da esfera, do mecanismo de liberacdo do
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nacleo e das propriedades fisico—quimicas, tanto do agente ativo quanto do
material encapsulante (MATTE; DA ROSA, 2013).
Os métodos de preparagdo de microparticulas classificam-se em:

a) Métodos fisicos: spray-drying (secagem por atomizacao), spray-chiling
(nebulizac&o em corrente de ar frio), spray-cooling, co—cristalizacao e liofilizacao;

b) Métodos quimicos: Inclusdo molecular e polimerizacéo interfacial;

c) Métodos fisico—quimicos: coacervacao, separacao de fase organica em

formacgédo de lipossomas, emulsificacdo seguida de evaporagcdo do solvente

(SUAVE et al., 2006)

Quadro 3 - Trabalhos que reportam encapsulamento de 6leos essenciais
OIeo_ Encapsulament Método Aplicagao Referéncia
essencial 0
Aumentar a
resisténcia do
L : Maltodextrina e | Emulsificacéo/ OE para Comunian et
aranja ) e O3 L
gelatina liofilizagéo aplicacdo em al. (2016)
produtos
alimenticios
Casca de . ~
. Liberacdo
. gelatina e goma . Bezerra et al.
Citronela L Coacervagdo | controlada do
arabica. . (2016)
OE em tecido
Cravo-da- Gelatina Coacervagéao Atividade Borborema et
india simples antibacteriana al. (2022)
Echium Gelatina e goma | Coacervacéo Ap“f:gli%;m Comunian et
arabica complexa b e al. (2016)
alimenticios
Avaliar
Cym.bopogo Maltodexjrma e Secagem por pot.enual Alencar (2020)
n citratus gelatina atomizacao antimicrobiano
e antioxidante.
Oleo de
Croton Avaliar Paula et al
Zehntneri | Alginato de sddio Extrusédo atividade (2010) '
Pax et larvicida
Hoffm
Desenvolvime
nto de uma
Alecrim- Alginato/goma Spray dryin birglsct)tljiﬁe?gs De Oliveira;
X de cajueiro pray drying P Paula; Paula
pimenta para (2014)
encapsulament
o de um dleo
essencial.
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. . Emulsificac&o/ . Perfil de
Alecrim- Quitosana e evaporacio do liberacéo e Abreu et al.
pimenta goma de cajueiro porag mortalidade (2012)
solvente
larval
Capim poli(alcool Coacervacgéao Atividade Leimann,
Liméao vinilico) Simples antimicrobiana (2008)
Aplicacéo
Genaibre Poli (6xido de Electrospinnin embalagem Da Silva
9 etileno) g ativa de (2018)
alimentos.
Alecrim
d’Angola,
Erva Potencial
Cidreira, . Coacervagéo como Figueiredo
Verbenacea, PCL/ Gelatina Complexa biodefensivos (2020)
Matrica e alternativos
Pimenta-de-
Macaco

Na técnica de emulsificacdo, o ingrediente ativo € disperso por agitacédo
em dispersor com um polimero em uma solucéo e, dessa forma, a fase organica
€ emulsificada em uma fase aquosa. A emulsificacdo faz parte do processo de
microencapsulamento, na formacdo de capsulas ou esferas, em que o
ingrediente ativo e a matriz polimérica sdo preparados de antes do processo
final, que pode ser removido do solvente por meio da evaporacao a temperatura
ambiente, de calor ou vacuo, por técnicas como spray drying ou liofilizacao,
podendo ainda ser extrusados ou submetidos a coacervacado (BAKRY et al.,
2016; ZANETTI, 2001).

A técnica de encapsulamento por spray drying, também chamada de
atomizacao, € amplamente utilizada em escala industrial, pois tem possibilidade
de operacdo continua, produzindo particulas uniformes e esféricas (SUAVE et
al., 2006). Trata-se de uma secagem por pulverizacdo de uma emulséo, solucéo
ou suspensdo, em que o material a ser encapsulado é homogeneizado e, entéo,
adicionado com um spray em uma camara de secagem com alta temperatura, o
gue provoca a evaporacao rapida da agua e aprisionamento do ingrediente ativo,
formando as microparticulas, podendo ser microcapsulas ou microesferas
(BAKRY et al., 2016; CARNEIRO, 2011; GURBUZ et al., 2020). A Figura 10

mostra o0 processo de atomizacao.
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Figura 10 - Atomizacéao
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Fonte: Adaptado de Bakry et al. (2016)

A liofilizacdo € uma técnica baseada na desidratacdo por sublimacéao de
um produto congelado. O método consiste em duas etapas: |) o congelamento
rapido do produto em temperaturas entre -90 e — 40° C e Il) a sublimacao do gelo
com a reducéo da pressao (BAKRY et al., 2016c; DE AZEREDO, 2005).

Com isto, a agua € sublimada, passando do estado sélido para o gasoso.
Para que isso ocorra, € necessario realizar o controle de temperatura e pressao
do sistema, isto porque, a pressao atmosférica, conforme mostrado na Figura
11, a mudanca de estado fisico da agua ocorre do sélido, para o liquido, para o
vapor. Para que a mudanca ocorra do soélido para o vapor, sem passar para o
liquido, € necessario que a pressao e temperatura estejam abaixo do pronto triplo
da agua, ponto em que coexistem os trés estados fisicos (soélido, liquido e
gasoso) (BAKRY et al., 2016b; DE AZEREDO, 2005).
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Figura 11 - Diagrama de fase da agua
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Fonte: Atkins (1999)

Neste método, as capsulas produzidas possuem boa qualidade, pois
alteragbes decorrentes de altas temperaturas, como degradacao dos
componentes termosensiveis do 0leo, sdo descartadas. Além disto, o
congelamento promove o enrijecimento da estrutura, prevenindo colapsos da
matriz apos a secagem e o uso de baixas temperaturas propicia a preservacao
do ndcleo (BAKRY et al., 2016b; PASSAGLIA, 2019).

A coacervacado € uma técnica de encapsulamento que € composta de um
sistema com duas fases, uma delas € a matriz polimérica com camada
homogénea que envolve o material bioativo (chamado de coacervado) e a outra
€ o proprio material bioativo, que fica no nucleo em fase liquida.

Ela é dividida em coacervacao simples e complexa (BAKRY et al., 2016b).
A coacervacao simples envolve um biopolimero e sais inorganicos, que seréao
responsaveis por separar a fase promovendo a formacdo da capsula. A
coacervagdo complexa, por sua vez, envolve as interacdes eletrostéticas entre,
pelo menos, dois polimeros com cargas opostas. A coacervacao simples possui
a vantagem de economia de custos e operacdes flexiveis se comparada a
coacervacao complexa (BAKRY et al., 2016b; SOARES, 2018).

As etapas de coacervagao sao:

a) disperséo do material a ser encapsulado em uma solugéo de polimero;
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b) inducdo da coacervacéo, que pode ser por mudanca de temperatura,
de pH ou adi¢cédo de um solvente;

c) Deposicao (adsorcao) de goticulas de coacervado ao redor dos ndcleos
a serem encapsulados;

d) Coalescéncia das gotas para formar um recobrimento do ingrediente
ativo;

e) Endurecimento do material de parede, submetendo o sistema a um
resfriamento ou a um agente reticulante (JATO, 2001).

A Figura 12 apresenta uma ilustracdo das etapas descritas.

Figura 12 - Etapas da Coacervacéao: Dispersao, inducao, deposicao,
coalescéncia e endurecimento
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Fonte: Adaptado de Jato (2001).
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A extrusdo € um método comum para a transformar hidrocoloides, que
s&o polimeros hidrossolGveis, em microcapsulas ou microesferas. E uma técnica
barata, simples e que ndo agride o material a ser encapsulado (KRASAEKOOPT;
BHANDARI; DEETH, 2003; MANADAS et al.,, 2002). A técnica baseia-se na
gelificac&o ionotropica do alginato, em que o ingrediente bioativo é encapsulado
em uma solucédo de alginato, enquanto a solucdo é homogeneizada e a mistura
€ extrusada gota a gota por uma pipeta com calibre reduzido ou uma seringa em
uma solucéo de cloreto de calcio, que promove a reticulagdo (KRASAEKOOPT;
BHANDARI; DEETH, 2003; VIEIRA, 2014). O processo de extrusao é mostrado
na Figura 13.
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Fonte: Adaptado de Anjani; Kailasapathy; Phillips (2007)

O método de microencapsulamento por fluidos supercriticos tem adquirido

ampla utilizagéo e tem grande relevancia nas industrias farmacéutica, cosmética

e alimenticia, pois apresenta varios atrativos para o processamento de produtos

de origem natural como a possibilidade de realizar a extracdo sem riscos de

residuos indesejaveis ou degradar termicamente o produto obtido (BAKRY et al.,

2016; MOHAMED, 1997).

Esse processo ocorre pela impregnacdo do 6leo essencial com um

solvente supercritico (didxido de carbono) em uma matriz polimérica. O processo

de impregnacao acontece em batelada, conforme mostrado na Figura 14.

Figura 14 - Processo de microencapsulamento por fluido supercritico
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Fonte: Adaptado de Bakry et al. (2016)
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O aparelho consiste em um sistema de alta pressao, em que a célula de
impregnacao é alimentada com uma gquantidade de 6leos essenciais na parte
inferior. Os materiais da parede séo colocados em uma malha de ago inoxidavel
elevada do fundo por um suporte. Posteriormente, a célula € imersa em um
banho de agua com temperatura inferior a 80 °C e o di6xido de carbono é entdo
alimentado na célula até a pressao desejada ser alcancada, visando garantir a
solubilizagdo dos ingredientes ativos em didéxido de carbono supercritico
(BAKRY et al., 2016).

3.4 FATORES QUE INFLUENCIAM NO ENCAPSULAMENTO

3.4.1 Material encapsulante

Além da escolha do método de encapsulamento, é importante a definicdo
do material de parede ou de matriz a ser utilizado. O material de parede ideal
deve possuir facil manipulacdo, baixa viscosidade em altas concentracdes,
habilidade de emulsificar o ingrediente ativo, ndo ser reativo, conseguir
encapsular o material do nucleo e ter baixo custo (BATALHA, 2017; DE
AZEREDO, 2005)

Muitos polimeros de origem natural ou sintética podem ser utilizados para
esse fim (BATALHA, 2017). O Quadro 4 apresenta as principais opcdes de

materiais de parede de origem natural.

Quadro 4 - Materiais de parede de origem natural.

Origem Carboidratos Proteinas Lipidios
Amido e derivados Gluten (milho) A,\C|do_s
/alcoois

Isolados de (ervilha,

Celulose e derivados soja) graxos
Celulose e derivados Glicerideos
Exsudados de plantas Ceras

- Goma arabica Fosfolipidios

Vegetal

- Goma de karaya
- Goma mesquite
Extratos de plantas
- Galactomanana
- Soja soluvel
Polissacarideos
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Marinha - Carragena
- Alginato
Xantana Caseinas Acidos/alcoois
Gelena Proteinas do soro Graxos
Microbiana/animal Dextrano Gelatina Glicerideos
Quitosana Ceras
Fosfolipidios

Fonte: Adaptado de Wandrey; Bartkowiak; Harding, (2010)

Os materiais de parede comumente utilizados sédo alginato de saédio,
gelatina, gomas arabica e xantana. Cada um tem caracteristicas especificas que
sao descritas nos itens a seguir.

O alginato é um bi polimero aniénico constituido por cadeias lineares de
acido a-L-glucurénico e B-D-mannurénico. Possui a capacidade de formar
hidrogéis, filmes, esferas, micro e nanocdpsulas com capacidade de
encapsulamento, quando estdo na presenca de ions Ca?* ou Mg?* (MULLER;
SANTOS; BRIGIDO, 2011; PAULA et al., 2010). A representacdo plana da
molécula de alginato pode ser vista na Figura 15.

Figura 15 - Materiais de parede de origem natural
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Fonte: Oliveira et al. (2017)

O alginato tem sido utilizado como matriz polimérica no encapsulamento
de diversos ingredientes ativos, incluindo 6leo essenciais. Pasqualim et al.
(2010) utilizaram alginato para encapsular oleo vegetal de semente de uva pelo
método de extrusdo, para posterior uso em produto cosmético ou farmacolégico.

Em todos as concentracdes testadas no estudo, foram identificadas a formacéo
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da microcépsula de alginato contendo o 6leo. Bastos (2019) encapsulou 6leo
essencial de pimenta preta com alginato de sddio pelo método de coacervacao
complexa, com o objetivo de caracterizar e avaliar a estabilidade do 6leo
essencial, obtendo eficacia na protecdo do Oleo. Paula et al. (2010)
encapsularam 0leo essencial de Croton zehntneri Pax et Hoffm com alginato
pelo método de extrusdo, visando a seu emprego como larvicida e obtiveram
mortalidade das larvas na faixa de 72 a 100%.

A gelatina é amplamente utilizada em varias formulagcfes devido a sua
biocompatibilidade, biodegradabilidade e baixa antigenicidade. No entanto,
capsulas contendo gelatina na parte externa sdo propensas a realizarem
ligacbes cruzadas com fatores externos, comprometendo a durabilidade da
capsula. Por isto, a adicdo de um reticulador quimico, como por exemplo o
glutaraldeido, da estabilidade a gelatina, melhorando a estrutura e desempenho
das capsulas (SAXENA et al., 2005).

A gelatina tem sido utilizada como matriz polimérica em estudos que
avaliam o encapsulamento de ingredientes ativos. Costa et al. (2021) e De
Carvalho (2009) encapsularam 6leo essencial de Piper Nigrum e 6leo essencial
de Origanum virens L, respectivamente, utilizando gelatina.

A goma arabica é um polissacarideo anfifilico (apresentam caracteristicas
hidrofilicas, e hidrofébicas) amplamente utilizado na industria alimenticia
(PINHEIRO; COSTA; ABREU, 2021). Possui excelente propriedade de
emulsificacdo e por isto € muito utilizada. No entanto, apresenta capacidade
limitada contra a oxidacdo, pois age como uma membrana semipermeavel
(BERTOLINI; SIANI; GROSSO, 2001). Muitos estudos a utilizam em conjunto
com a goma xantana, que compensa essa desvantagem.

A goma xantana, por sua vez, € um polissacarideo soluvel em agua e
muito utilizado na industria de alimentos como espessante, na producdo de
emulsdes estaveis (PINHEIRO; COSTA; ABREU, 2021).

As gomas, tanto ardbica quanto xantana, também tém sido utilizadas no
encapsulamento de Oleos essenciais. Ascheri; Marquez; Martucci (2003)
utilizaram a goma arabica para encapsular o 6leo essencial de laranja. Pinheiro;
Costa; Abreu (2021), por sua vez, utilizaram a goma ardbica e a goma xantana

para encapsular o 6leo essencial de Eucalipto.
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3.4.2 Reologia da emulsao

A reologia é o estudo de como os fluidos se comportam no escoamento
sob a influéncia de forcas externas. As propriedades reoldgicas sdo definidas
pela deformacéo dos materiais quando submetidos a tensdes. A resisténcia que
um fluido oferece ao escoar ou cisalhar ocorre por meio da propriedade fisica
viscosidade (LABA, 1993; RAO, 2007).

O comportamento reoldgico dos fluidos é representado graficamente por
meio da curva de fluxo, onde a tenséo cisalhante varia em funcédo da taxa de

cisalhamento. A relacdo entre essas duas propriedades € definida como
parametro de classificacao dos fluidos (DA SILVA; SILVA JR; PINTO JR, 2019)

Os fluidos podem ser classificados em newtonianos e nao newtonianos.
O primeiro grupo refere-se aos fluidos nos quais a tensao de cisalhamento possui
uma relacao linear com a taxa de deformac&o, o segundo grupo, por sua vez,
trata dos fluidos em que essa relacdo nado € linear, isto €, a viscosidade varia

com a alteracéo da taxa de cisalhamento (FERREIRA et al., 2005).

Figura 16 - Curva de escoamento do Fluido Newtoniano e de fluidos
N&o-Newtonianos

PLASTICO

PSEUDOPLASTICO DILATANTE

TENSAD DE CISALHAMENTO (Pa)

HEWTOMNIANO

TAXA DE CISALHAMENTO {1/s)
Fonte: Adaptado de Laba (1993).
No caso em que a viscosidade diminui com a variagdo da taxa de
deformagédo, os fluidos sdo chamados de pseudoplésticos. Quando ocorre o

aumento da viscosidade, por sua vez, o fluido € denominado dilatante. Ha ainda
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os fluidos plastico de Bingham, em que a tensdo de cisalhamento é linear em
valores apoés a tensao de escoamento (DA SILVA; SILVA JR; PINTO JR, 2019).
O comportamento desses fluidos independe do tempo e € mostrado na curva de
fluxo mostrada na Figura 16.

Quando os fluidos ndo newtonianos sdo dependentes do tempo, eles sao
classificados em tixotropicos e reopéticos. Os tixotrépicos possuem a
viscosidade reduzida com o tempo; oS reopéticos, por sua vez, possuem a
viscosidade aumentada. O comportamento desses fluidos é mostrado na Figura
17 (FERREIRA et al., 2005).

Figura 17 - Curvas de fluxo de fluidos tixotrépicos e reopéticos
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Fonte: Adaptado de Chhabra; Richardson (2008)

A emulsdo desempenha um papel importante na determinacdo da
retencdo do material ativo. Por isso, conhecer a emulsdo bem como suas
propriedades reoldgicas tem fundamental importancia no encapsulamento de
Oleos essenciais. Trés parametros significativos a serem considerados sao
concentracdo total de sélidos, viscosidade e estabilidade. Um maior valor de
sélidos leva ao aumento da viscosidade da emulséo, impedindo o movimento de
circulacao no interior das gotas e, com isso, resultando em uma rapida formacéo
da parede da microparticula (JAFARI et al., 2008)
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Contudo, estudos mostram que existe um teor ideal de soélidos na
emulsdo. Um elevado valor de solidos pode exceder a dispersabilidade do
material de parede e esses materiais ndo dispersos ndo podem fornecer eficacia
de efeito encapsulante. Portanto, ha um limite de sélidos e viscosidade para um
encapsulamento ideal (ACHARYA et al., 2021; REINECCIUS; BANGS, 1985).

3.5 LIBERACAO CONTROLADA

O encapsulamento é feito com o objetivo de proteger um material ativo;
no entanto, em dado momento, é necessario libera-lo. Essa liberacdo deve ser
controlada, ou seja, os materiais do nucleo devem ser disponibilizados em um
local e em uma taxa especifica (BAKRY et al., 2016c; BEZERRA et al., 2016).

Essa liberagdo pode possuir duas perspectivas, a liberacao retardada,
designada por sistemas em que a liberacdo ndo aumenta o efeito do ativo, mas
o preserva de ambientes adversos, apenas o disponibilizando no local especifico
de absorcdo, ou a liberacdo sustentada, em que o sistema € projetado para
prolongar a liberac&o do ativo e seu potencial de absor¢do (RODRIGUEZ et al.,
2016).

O agente encapsulado pode ser liberado por varios mecanismos, como
acao mecanica, calor, difusdo, pH, biodegradacdo e dissolugédo. A literatura
reporta trés métodos de liberacdo controlada: difusdo, liberacdo por ativacao e
desagregacao/eroséo polimérica (COSTA, PAULO, LOBO, 2001).

A difusdo € o mecanismo de liberacdo mais comum, em que a molécula
se desloca impulsionada por um gradiente de concentracdo, da regido mais
concentrada para a menos concentrada. A capacidade de atravessar uma
membrana € conhecida como difusividade e depende da molécula e do meio
(RODRIGUEZ et al., 2016). O mecanismo de difusdo pode ser visto na Figura
18.
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Figura 18 - Materiais de parede de origem natural
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Fonte: Prata et al. (2008)

Os principais modelos aplicados na difusdo se baseiam na Lei de Fick,

conforme expresso na equacgao 1:

dQ dac
E - dx (l)

Em que:

20_ taxa de difusado do ativo;

dt
D = Coeficiente de difuséo;
% = Gradiente de concentracdo da substancia que se difunde.

Em um sistema de ativacdo, dentro da capsula encontra-se um agente
osmatico, que com o uso de uma bomba osmotica, permite a entrada de agua
para que o ativo seja obrigado a sair (MANADAS et al., 2002). O processo ocorre

conforme mostrado na Figura 19.

Figura 19 - Mecanismo de liberac&o por ativacao
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Capa osmotica

Antes da liberacao Durante a liberacdo

Fonte: Adaptado de Baena et al. (2006)
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No processo de erosdo ocorre a liberacdo do ativo por meio da a
desintegracdo do material de parede. Neste caso, primeiramente ocorre a
difuséo do ativo para o polimero, fazendo que o nucleo seco dilate, promovendo

o0 rompimento da camada exterior (LOPES et al., 2005), conforme Figura 20.

Figura 20 - Representacéo do processo de erosao
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Fonte: Silk (2013).

3.6 HIDROXIAPATITA

A hidroxiapatita (HA) € um mineral fosfato de calcio, composto
basicamente por fésfoto e célcio de formula quimica Caio(POa4)s(OH)2, com
relacdo molar Ca/P 1,67, e ocorre naturalmente nos 0ssos e dentes humanos.
Este material possui grande importancia na tecnologia de bioceramicas,
basicamente devido as suas propriedades como alta capacidade de adsorcéo,
biocompatibilidade, e estabilidade, sendo aplicacado na substituicdo de tecidos
duros danificados, revestimento de proteses ortopédicas e de implantes e reparo
de tecidos 6sseos (BIEDRZYCKA; SKWAREK; HANNA, 2021; BONAN et al.,
2014).

Uma das propriedades mais interessantes das apatitas é a sua
capacidade de aceitar substituintes idnicos nas vacancias. Por esse motivo, a
hidroxiapatita € um adsorvente eficiente bem conhecido e amplamente utilizado
para remocao de ions metalicos de aguas residuais (IVANETS et al., 2019;
STOTZEL et al., 2009).

Quanto menor a cristalinidade da hidroxiapatita, maior a porosidade e
maior a area superficial, favorecendo a adsor¢éo de ions metalicos na superficie.
Ivanets et al. (2019) estudaram a adsor¢éo de ions metalicos em hidroxiapatita

com diferentes porosidades, os autores obtiveram resultados satisfatérios, em
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gue a concentracgdo residual alcancada de fons Pb?*, Zn?* e Cu?* ficou abaixo do
limite maximo utilizando uma HA com &rea superficial de 200 a 240 m?/g.

Devido a sua capacidade adsortiva, a hidroxiapatita tem potencial de
adsorcao de algumas substancias, como 6leos essenciais. Predoi et al. (2018)
estudaram a atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais de manjericdo e
lavanda adsorvidos em hidroxiapatita (com area superficial de 98,45 m?/g), em
gue foi realizada uma mistura do p6 com o 6leo essencial, seguida de prensagem
em pastilhas com um diametro de 6 mm. Os autores perceberam que o 6leo
essencial de lavanda foi bem adsorvido na superficie da hidroxiapatita e exibiu
uma atividade inibitoria de crescimento bacteriano muito boa, enquanto o 6leo
essencial de manjericdo apresentou uma adsorcdo fraca e baixa inibicdo de
células bacterianas.

Esse comportamento pode ser explicado pela diferenca de afinidade
guimica dos Oleos essenciais com a hidroxiapatita, evidenciando que a lavanda
possui uma afinidade superior ao manjericdo, visto que o procedimento de
formacao das pastilhas foi 0 mesmo para ambos os 6leos. Com isto, ela foi
apresentou melhor adsor¢do na hidroxiapatita, do que o 6leo de manjericéo.

Badea et al. (2019) estudaram a atividade antimicrobiana de hidroxiapatita
com Oleo essencial de hortela-pimenta, em que este foi adicionado a uma
solucédo de hidroxiapatita. Os resultados do estudo revelaram que a atividade
antimicrobiana da  hidroxiapatita com  Oleo  essencial aumentou
significativamente.

O uso da hidroxiapatita para avaliar o potencial de adsorcdo de 6leos
essenciais em aplicacdes de encapsulamento de microparticulas representa
uma inovagdo promissora. A hidroxiapatita, conhecida por sua
biocompatibilidade, ndo s6 melhora a eficacia da encapsulacdo, como também

abre portas para futuras aplicacbes em seres humanos.
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4 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Nesta etapa estdo descritos o0s processos utilizados para

desenvolvimento e caracterizacdo das microcipsulas de éleo essencial.

4.1 MATERIAIS

Nesse trabalho foram utilizados os seguintes produtos quimicos: 6leo
essencial (OE) de citronela (Aromalife, pureza 100% e 26,9 g/L), extraido pelo
método de destilacio por arraste de vapor; Alginato de sédio (NaCsH7Os - Exodo,
90,8%); surfactante Polisorbato 80 (Tween 80, Oxiteno, 99%); Glicerina como
plastificante (Glicerina BCA Bidestilada USP, 99,5%, 21 Quimica); Acetona
(CH3COCHs, P.A., Quimica Moderna) e Cloreto de Célcio (CaClz, Exodo, 96%).

A hidroxiapatita nanoestruturada utilizada € proveniente de material
organico de origem animal (espinhas de tilapia Oreochromis niloticus) e foi obtida
em estudo anterior do grupo de pesquisa. O material possui area superficial de
41,373 m?/g e cristalinidade de 39,36%. Mais informacdes sobre o material
podem ser encontradas em (MODOLON et al., 2021).

4.2 CARACTERIZACAO DO OLEO ESSENCIAL

Nesta etapa estdo descritos os processos para avaliacdo e caracterizacao

do 6leo essencial.

4.2.1 Caracterizagdo quimica

Inicialmente foi realizada a caracterizacdo do 6leo essencial utilizado no
processo, a fim de confirmar a pureza informada pelo fornecedor. Para isso, foi
realizada a cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas de alta
resolucdo (EMAR), realizada, em um sistema de cromatografia (Shimadzu®,
UFLCXR) com detector de arranjo de diodo modelo SPD-M20A, acoplado a
sistema de espectrometria de massas microTOF-Q™ Il da Bruker Corporation®.
Esta técnica permite maior confiabilidade das analises cromatograficas,
confirmando a identidade de cada pico (PINTO, 2022).
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Para identificar os modos vibracionais dos grupamentos funcionais
existentes no 6leo, foi utilizada a técnica de espectroscopia de infravermelho por
Transformada de Fourier (espectrometro Bruker acoplado com o software OPUS

7.5 modelo Tensor Il), utilizando o sensor de Reflectancia Total Atenuada (ATR).

4.2.2 Caracterizacédo Optica

Os Oleos essenciais sdo normalmente ativos opticamente. A analise do
comportamento 6ptico é util para, posteriormente, identificar o processo de
liberacdo controlada deste 6leo por meio da técnica de espectroscopia de UV-
Vis.

Para que fosse possivel encontrar uma relacdo entre a concentragdo de
Oleo essencial com a absorbancia 6ptica, foi realizada a varredura de 250 a 550
nm, do 6leo essencial em solucdo de acetona no espectrofotobmetro UV-Vis (UV-
M5-1, BEL EQUIPAMENTOS), a fim de se encontrar o comprimento de onda que
produz a banda méxima de absorbancia caracteristica do 6leo de citronela
indicado por (BEZERRA et al., 2016).

Posteriormente, foi preparada uma curva de calibracdo a partir da diluicéo
do OE em acetona em diferentes concentracdes e realizada a leitura em
espectrofotometro UV-Vis nos comprimentos de onda de 250 a 550 nm. A curva
de calibracdo foi obtida a partir da relacdo entre as areas das curvas de
absorbéancia e a sua concentracdo. Essa curva foi utilizada para quantificar o

Oleo essencial em cada experimento realizado.

4.2.3 Caracterizacao térmica

Para se avaliar a temperatura de degradacdo do Oleo essencial, uma
amostra foi submetida a anélise téermica DSC/TG (SDT-Q600, TA instruments).

A analise foi realizada em uma taxa de aquecimento de 10 °C/min até 600
°C usando atmosfera de ar sintético e cadinho de alumina.
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4.2.4 Caracterizacdo microbiolégica

Para avaliar a atividade bacteriostatica, que € a capacidade de um agente
inibir o crescimento de bactérias, foi realizado o ensaio de diluicdo para encontrar
a concentracdo inibitéria minima (CIM). A bactéria Escherichia coli (ATCC
25922) foi utilizada para avaliar a atividade do Oleo de citronela. Todos os
materiais utilizados no ensaio foram esterilizados a 121 °C por 15 min em
autoclave vertical (Phoenix).

Para realizacdo dos ensaios, os meios de cultura liquido foram produzidos
adicionando-se 3,70 g de caldo BHI (Brain Heart Infusion) a 100 mL de agua,
conforme recomendacéo do fornecedor. O ensaio de diluicdo foi realizado em
microplacas estéreis de 96 cavidades, com fundo em forma de “U”, contendo 100
pL de caldo BHI, conforme orientagcdes do manual de testes de susceptibilidade
de antimicrobianos (COYLE, 2005), adaptados para este trabalho.

O oleo essencial foi diluido em dimetilsulfoxido 10% (DMSO) a uma
concentracdo de 10000 pg/mL. Posteriormente, 900 pL desta solugcédo foram
misturadas a 450 pL de caldo BHI; essa mistura foi chamada de M1. O ensaio
foi conduzido em triplicata, em que cada coluna da placa € uma réplica e cada
linha representa uma concentracdo de oleo.

Posteriormente, 150 puL da mistura M1 foram adicionadas nos pocos das
colunas Al, A2 e A3. ApoOs isso, 50 pL de BHI foram adicionados nos pocos das
linhas B até H, colunas 1 a 3 (réplicas). Foi adicionado também nas colunas 5,
6, e 7, para controle do experimento.

Para criar diluicbes da mistura ativa, aliquotas de 50 pL foram transferidas
da linha A para a linha B, e assim sucessivamente, para obter solu¢cdes com
diferentes concentra¢des, conforme mostrado na Tabela 4.

Apoés realizar a homogeneizacdo com o auxilio da pipeta, foram
adicionado 5 pL de in6culos bacterianos de Escherichia coli ATCC 25922 com
uma concentracdo de 10* UFC/mL, submetidos a diluicdo seriada de 10* em

solucéo salina 0,9%.
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Tabela 4 - Concentracado de 6leo essencial

Concentracéao de 6leo

Linha essencial (ug/mL)

10000
5000
2500
1300

700
400
200
100

IO T Mmoo w>

Os pocgos 6, 7 e 8 foram utilizados como controle, em que, no poco 6, foi
adicionado apenas BHI para controle e esterilidade da placa, no pogo 7 foi
adicionado BHI + DMSO + inGculo para controle negativo do 6leo, e no poco 8
foi adicionado BHI + inéculo para controle positivo.

A placa foi incubada por 24 h a 37 °C. Apés esse tempo, foram
adicionados 10 pL de Cloreto de tetrazolio (TTC) a 0,5% em cada poco. A placa
foi incubada novamente a 37 °C por 4 h. Apés esta Ultima incubacgédo, a presenca
de uma coloracéo vermelha nos pocos indica crescimento bacteriano, enquanto
a auséncia da coloracdo vermelha indica atividade inibitoria das concentracdes

de 6leo essencial.

4.3 PRODUCAO DAS MICROPARTICULAS

As microparticulas de oOleo essencial foram produzidas pelo método de
extrusdo, baseados na metodologia utlizada por Niero e Arcaro, (2022),
adaptada para as condi¢es deste trabalho, no qual s&o preparadas emulsdes
gue sao gotejadas em um meio reticulante.

Para producéo das microparticulas, foram avaliadas as variaveis razao de
alginato/0leo essencial nas propor¢bes 1:1, 125 e 14 e razédo
alginato/hidroxiapatita variando entre 2:0, 2:0,045, 2:0,07 e 2:0,15, conforme

indica a Figura 21.
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Figura 21 - Variaveis avaliadas na producao das microparticulas

Razdo Alginato/6leo essencial

1:1 1:25 1:4

Razdo Alginato/Hidroxiapatita
2:0 2:0,045 2:0,07 2:0,15

Fonte: A autora (2024).

Nas particulas com variacdo alginato/6leo essencial, foi avaliada sua
influéncia na perda de massa e a cinética de liberacao de 6leo das particulas.

Nas emulsdes com variacao de alginato/hidroxiapatita, foi avaliada a sua
influéncia na reologia.

Nas particulas com variacdo de alginato/hidroxiapatita, foi avaliada a
perda de massa, morfologia e tamanho, densidade, porosidade, andlise de
grupos funcionais e cinética de liberacédo do 6leo das particulas.

As proporc¢des que foram adotadas no desenvolvimento deste trabalho,
foram definidas baseadas em ensaios preliminares, que buscaram a producéo
de particulas esféricas e com aspecto resistente a manipulagcdo. As condi¢cfes
avaliadas foram: Relacdo Oleo essencial de Citronela/Alginato 1:1; Relagéo
Alginato/Hidroxiapatita 2:1; Relacéo 6leo essencial de Citronela/Tween/Glicerina

1:1:1 e Concentracéo de Cloreto de Calcio 1,5 M.

4.3.1 Influéncia da razdo Alginato/Oleo essencial

Para avaliar a influéncia da razdo alginato de sodio/éleo essencial na
perda de massa e cinética de liberacdo de Oleo essencial, as microparticulas,
foram obtidas a partir de emulsdes preparadas, variando-se as razbes de
alginato/Gleo essencial, mantendo-se os demais componentes em proporc¢des

fixas, como apresentado na Tabela 5.
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Tabela 5 - Variaveis avaliadas na producao das microparticulas

Amostra Alginato esgel(ral?;ial Tween Glicerina Hidroxiapatita Agua
0, 0, 0, 0, o)
(%) puro (%) (%) (%) (%) (%)
A - Alg 2,3 2,3 2,3 2,3 0,075 90,7
11
B - Alg 19 4,7 2,3 2,3 0,075 88,73
1:.2,5
C - Alg 1,9 7,6 2,3 2,3 0,075 85,83
1:4

Inicialmente, foi preparada uma suspenséao aquosa de hidroxiapatita (HA)
na concentracado de 10 g/L. Para fazer essa suspensdao, 0,5 g de hidroxiapatita
foram adicionados lentamente a 50 mL de 4gua deionizada e dispersado durante
10 min a 860 rpm sob agitacdo mecanica (Fisatom 713D). Ap0s isso, a mistura
foi submetida a 2 min de ultrassom, usando-se um sonificador de ponteira
ultrassonico  (Ultronique), sob agitacdo magnética para manter a
homogeneizacéo constante (Fisatom 752).

Para preparar a emulsao, o alginato, o 6leo essencial, o tween, a glicerina
e a agua foram adicionados a um béquer e submetidos a agitacao vigorosa por
10 min a 900 rpm. Ap0s isso, a suspensao de HA foi adicionada e a emulséo foi
submetida a homogeneizac¢ao por mais 5 min a 890 rpm.

As emulsdes produzidas foram gotejadas com a bomba de seringa (DBM
Eletrotech), com tamanho 22G com abertura de 0,70 mm e vazao 0,25 mL/min
em solugéo de CaClz 1,5 M e deixadas por 30 min. Apos esse tempo, elas foram
lavadas com agua destilada e transferidas para um vidro de reldgio e submetidas
a etapa de secagem, que sera detalhada posteriormente.

4.3.2 Influéncia da razdo Alginato/Hidroxiapatita

A partir da definicdo da razdo alginato/6leo essencial ideal, foram
avaliadas as formulagdes com variagao alginato/hidroxiapatita. As formulagdes

sdo apresentadas na Tabela 6.
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Tabela 6 - Formula¢des com variacdo entre alginato e hidroxiapatita

Amostra lginato esgel(ra]?;ial Tween Glicerina Hidroxiapatita Agua
0, 0, 0 o o
(%) ouro (%) (%0 (%) (%) (%)
Dé_g'g 2 508 254 25 0 87.88
E - Alg
2:0,045 2 5,08 2,56 2,52 0,04 87.80
F - Alg
2:0,075 2 5,08 2,54 2,54 0,075 87,77
G - Alg
2:0,15 2 5,08 2,5 2,53 0,15 87.74

O processo de homogeneizacao, preparacdo das emulsdes e fabricacao
das microparticulas foi realizado de acordo com as etapas descritas na secéo
4.3.2. Para fins de comparacdo com as emulsdes, foram fabricadas particulas
utilizando-se apenas alginato (H) e particulas sem adicédo de 6leo essencial (1),

de acordo com as formulacdes mostradas na Tabela 7.

Tabela 7 - Formulacdes de emulsfes para comparacdo— amostra H (somente
alginato e agua) e amostra |, (contendo alginato, hidroxiapatita, tween, glicerina

e agua)
: Oleo . . . . ]
Amostra Alginato essencial Tween Glicerina Hidroxiapatita Agua
0, 0 [ 0 0 0,
(%) 00 uro s (%) (%) (%)
H 2 0 0 0 0 98
I 2,09 0 2,69 2,67 0,079 92,53

4.3.3 Analise reoldgica das emulsfes

O estudo do comportamento reolédgico das emulsdes foi realizado em um
rebmetro rotacional Thermo Scientific™ HAAKE™ MARS™ [Q, com
configuracdo de sensor duplo cone/prato que requer um volume de amostra
entre 1 e 3 mL. Esse método de medida consiste em trés etapas no modo de
velocidade (cisalhamento) a uma temperatura constante de 25 °C. Inicialmente,
produziu-se um incremento linear de velocidade de cisalhamento de 0 a 400 s
em 3 min. Em uma segunda etapa, estabeleceu-se um patamar de velocidade
de cisalhamento de 400 s durante 120 s e, entdo, em uma terceira etapa,

promoveu-se uma diminui¢édo da velocidade de cisalhamento de 400 até 0 s* em
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300 s. Assim, curvas de escoamento foram obtidas para avaliacdo da

estabilidade das emulsdes, tixotropia e viscosidade.

4.4 CARACTERIZACAO DAS MICROPARTICULAS

As particulas produzidas foram submetidas a ensaios de caracterizagéo,
gue sdo descritos nessa secao. As particulas obtidas a partir da variacdo de
Alginato/6leo essencial (amostras A, B e C) foram avaliadas quanto a perda de
massa e liberagdo de O6leo essencial. As particulas com variacdo de
alginato/hidroxiapatita (D, E, F, G, H e |) foram avaliadas quanto & perda de
massa, influéncia na liberacdo de oleo, morfologia e tamanho, densidade,
porosidade, analise de grupos funcionais e cinética de liberagdo de Oleo
essencial.

4.4.1 Perda de massa total

A perda total de massa das particulas, que engloba tanto a perda de agua
guanto de Oleo essencial, foi avaliada ao longo de 96 h, utilizando-se uma
balanga analitica (Shimadzu, modelo AUY-220), conforme esquema
apresentado na Figura 22. A massa das particulas foi registrada em intervalos

de tempo especificos, variando de 0 a 96 h.

Figura 22 - Avaliacdo de perda de massa

Particulas TO=0Hh
produzidas pelo T1=24h
método de extrusdo. | T2 =48h
Massa avaliadanos | T3=72h
tempos TO, T1, T2, T4=06h
T3eT4

O calculo de perda de massa foi realizado conforme equacéao 2:
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% Perda a cada intervalo de tempo = %énﬂ) %X 100 (2)

Em que:
Tn =massano tempon,emquen=20,1, 2, 3o0u4.

TO = massa no tempo zero.

A perda de massa acumulada ao longo das 96 h também foi calculada

para cada amostra analisada.

4.4.2 Cinética de liberacao de 6leo essencial

Para se avaliar a quantidade de 6leo essencial liberada em ambiente,
amostras de 0,8 g de particulas foram mantidas expostas ao ambiente a
temperatura de 25 °C e, apos determinado intervalo de tempo (entre 0 e 96 h),
as amostras foram adiciondas a 10 mL de acetona para finalizar a extracdo do
Oleo essencial ainda presente na particula. A mistura foi submetida a
homogeneizacéo durante 24 h em mesa agitadora (Quimis, modelo Q225MT) e
0 ensaio foi realizado em triplicata. Apos, as particulas foram separadas da
acetona por decantacdo e a amostra liquida foi submetida a analise em modo
varredura no espectrofotbmetro UV vis (Shimadzu, modelo UV 1800), a fim de
identificar a quantidade presente de 6leo essencial de citronela. O esquema

apresentado na Figura 23 ilustra essa etapa.

Figura 23 - Ensaio para avaliacao da cinética de liberagéo do 6leo
essencial

Mesa agitadora por 24 h

rodee || i “

| I Analise UV vis
acetona

Particulas
oo - separadas da
CLL) — 000 ctons

Triplicata

0,8gde
particulas
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4.4.3 Morfologia, distribuicdo de tamanho e razédo de aspecto

O tamanho e a forma das microparticulas produzidas foram determinados
por meio do software Image J. A analise detalhada da morfologia das
microparticulas foi conduzida utilizando-se um microscopio eletrénico de
varredura (MEV, EVO10, Zeiss). Amostras das superficies de fratura foram
recobertas com um fino filme de ouro (Au) e, entédo, levados ao MEV para analise
da microestrutura e foram identificadas caracteristicas como a formacgéo de
cépsulas ou esferas.

Para este ensaio, duas séries de particulas (D, E, F e G) foram submetidas
a dois métodos de secagem distintos. O primeiro grupo foi liofilizado
imediatamente ap0s a producdo. Para efeito de comparacdo morfologica, o
segundo grupo das mesmas amostras foi exposto ao ambiente por 96 h antes
de ser submetido a uma secagem de 24 h a 100 °C em estufa. Tanto as
particulas liofilizadas quanto aquelas secas em estufa foram submetidas a uma
andlise das suas microestruturas, tanto externas quanto internas, incluindo um

corte transversal para a avaliagdo da metade resultante.

4.4.4. Porosidade

A porosidade foi estimada a partir do calculo das densidades das
microparticulas. Para se avaliar a densidade real das microparticulas, foi
realizada a andlise de picnometria em gas hélio (Anton Paar, Ultrapyc 5000).
Com base nessa informacdo e na densidade aparente da amostra (pgp),
determinada pela relacdo massa/volume (onde a massa foi medida utilizando-se
uma balanca analitica e o volume foi calculado a partir das medidas de tamanho
obtidas por meio de imagens capturadas com um microscopio estereoscopio
Bioptika, modelo L60), foi possivel calcular a densidade relativa e, por
conseguinte, a porosidade das microparticulas, conforme descrito pela Equacgao
3:

% Porosidade = 1 — preiativa 3)
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4.4.5 Analise dos grupos funcionais

Para identificar os modos vibracionais dos grupamentos de ligacoes
guimicas existentes nas microparticulas, foi utilizada a técnica de espectroscopia
de infravermelho por Transformada de Fourier (modelo Tensor Il); para isto, 0s
espectros foram registrados de 4.000 a 400 cm? e escaneados no modo
absorbancia. Esse ensaio é importante para se identificar os grupos funcionais,

bem como a composi¢cao quimica presente na estrutura da microparticula.

4.5 ENSAIO ANTIMICROBIANO

As microparticulas produzidas com diferentes concentragbes de
hidroxiapatita foram submetidas ao método de difusdo em agar, com bactérias
gran-negativas Escherichia coli, por meio da cultura em caldo, para verificar o
potencial inibitério, conforme método proposto por Bauer et al. (1966). Todos 0s
materiais utilizados no ensaio foram esterilizados a 121 °C por 15 min em
autoclave vertical (Phoenix).

Para realizacdo dos ensaios, o0 meio de cultura sdlido foi produzido
utilizando-se 38 g &gar Mueller Hinton, para 1 L de &gua destilada. Para a
producdo do meio de cultura liquido, foram utilizados 3,70 g de caldo BHI para
100 mL de agua destilada.

Para se avaliar a pureza da amostra, foi adicionado o microorganismo a
placas de petri e realizado o esgotamento do microorganismo em meio de cultura
sélido. ApoOs 24 h, foi retirada uma unidade formadora de coldénia da bactéria,
identificada como pura, e inserida em um tubo de vidro contendo 5 mL de meio
de cultura liquido, e incubado por 24 h a 37 °C em estufa (FANEM).

Entdo, foi realizada a diluicdo de 1:10 do microorganismo em tubo
contendo 9 mL de solugdo salina 0,9%. A bactéria foi inoculada as placas de
petri com a al¢a inoculadora. Para se avaliar o potencial inibitério das amostras,
foi adicionada a massa de 0,8 g de amostra em cada placa. Essa massa de
particulas contém teoricamente a quantidade de Oleo suficiente para inibir o

crescimento das bactérias. O ensaio foi realizado em duplicata.
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Foram avaliadas as amostras D, E, F, G, H, | e também a hidroxiapatita
pura.

As placas foram incubadas por 24 h a 37 °C em estufa (FANEM) e, ap0s
esse tempo, foi realizada a avaliagdo do diametro e area do halo de inibicdo de

cada amostra para se avaliar o potencial antimicrobiano de cada formulacao.

4.6 ENSAIO DE EFICACIA REPELENTE

4.6.1 Manutencédo das Coldnias de Aedes aegypti

Para conduzir os experimentos, foram utilizadas fémeas de Aedes aegypti
com cerca de 7 dias de vida, livres de qualquer infeccdo por arbovirus,
provenientes da linhagem Rockefeller, mantidas ha mais de 10 anos no
laboratério de Imunoparasitologia (IMPAR) na Universidade do Sul de Santa
Catarina.

Para isso, ovos de Aedes aegypti foram depositados em bandejas com
2 L de agua mineral a espera da ecloséo de larvas. Posteriormente, as larvas
receberam como alimentacgao racao para gatos Purina® Cat 22 Chow® triturada
até o estagio de pupa. Em seguida, as pupas foram transferidas para recipientes
com agua mineral e colocadas em gaiolas, desenvolvendo-se para mosquitos
adultos. Para a manutencéo das colbnias, os adultos foram mantidos em gaiolas
de criacdo 30 cm X 30 cm X 30 cm, em temperatura de 28 £ 2 °C e 70-85% de
umidade, com fotoperiodo de 14:10 claro:escuro, e alimentados com uma
solucéo de glicose (10% v/v).

Uma imagem do ciclo de vida do mosquito é mostrada na Figura 24.
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Figura 24 - Ciclo de vida do mosquito Aedes aegypti
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4.6.2 Bioensaio de Repelente de Ambiente

As microparticulas que demonstraram os melhores resultados nos
ensaios anteriores e maior potencial de repeléncia foram selecionadas para o
bioensaio. Para isso, cinco gaiolas de criacado de 30 cms3, conforme mostrado na
Figura 25, com 30 fémeas de Aedes aegypti foram separadas e mantidas em
temperatura de 28 = 2 °C e 70-85% de umidade.

Figura 25 - Gaiola para o ensaio de repelente

Local onde a
mao é
introduzida

Fonte: A autora (2024).
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Os bioensaios foram conduzidos com 05 voluntarios (02 homens e 03
mulheres), que se abstiveram de bebida alcodlica por pelo menos 48 h antes do
bioensaio, que ndo possuem habito de fumar, ndo utilizaram perfumes ou cremes
perfumados.

Para a execucao do experimento, os voluntarios utilizaram uma luva de
latex descartdvel com uma abertura no dorso de ndo cobertura de 4cm x 4 cm.
A avaliacéo da acéo de repeléncia deu-se em 2 momentos distintos.

Primeiro, realizou-se o teste de controle, onde os participantes inseriram
uma das maos na gaiola por 5 min e observaram a tentativa de picadas que
foram contabilizadas, na medida que as fémeas pousam e permanecem por
alguns segundos na abertura no dorso da méao.

Posteriormente, de forma cega, os participantes testaram a acao
repelente de ambiente da amostra F e |. Em paralelo, foram analisadas a acdo
repelente do 6leo essencial puro, da hidroxiapatita pura e alginato puro.

Para isso, 0s materiais foram depositados em placas de petri
esterilizadas; as quantidades de cada material dentro da gaiola estao descritas

na Tabela 8.

Tabela 8 - Amostras e quantidades utilizadas no ensaio de repeléncia

Amostra Quantidade
F 20 g
I 209
Hidroxiapatita 0,015¢
Alginato 049
Oleo essencial puro 19

Foi definida a massa de 20 g de particulas, pois essa é a massa
comercialmente utilizada em sachés aromaticos e anti-tracas. As quantidades
dos demais componentes sao correspondentes ao quanto de cada material ha
na composicao de 20 g de particulas.

Para esse ensaio, a mao do participante se encontrava ha alguns
centimetros acima do material avaliado, e entdo contabilizada a quantidade de
tentativas de picadas, conforme mostrado na Figura 26.
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Figura 26 - Avaliacdo da repeléncia

Fonte: A autora (2024).

Apoés o tempo de contagem de 5 min, as fémeas foram mantidas em
descanso por 10 min, e entdo feita uma nova rodada do ensaio. Foram realizadas
5 rodadas, o ensaio foi realizado em triplicata.

Os ensaios foram realizados em trés ocasides diferentes para todas as
condicbes experimentais. Cada amostra, mais o controle negativo (CN), foi
considerada como um tratamento (T1 — T6) e cada exposi¢cdo da mao pelo tempo
de 5 min foi considerada como repeticédo. A realizagdo do experimento em cada
dia como uma réplica. Os resultados sdo apresentados como média + 1SD e
foram testados para diferencas significativas entre os tratamentos em relacdo a
repeléncia dos mosquitos, usando-se o teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo
teste post-hoc de Dunnett, no software PAST 4.03 e a significAncia estatistica foi

fixada em valor de p < 5.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERIZACAO DO OLEO ESSENCIAL

5.1.1 Caracterizagdo quimica

O cromatograma de massas do 6leo essencial de citronela € mostrado na
Figura 27. E possivel observar que o Oleo possui, essencialmente, em sua
composicdo, limoneno, linalol, citronelal, citronelol, geraniol e acetato de
citronelol e acetato de geraniol. Destaque para 0s maiores picos identificados,
gue foram citronelal, geraniol e citronelol, que de acordo com a literatura, sao os
componentes majoritarios do 6leo essencial de citronela (KAUR; BHARDWAJ;
KAUR, 2021).

Figura 27 - Cromatograma de 0Oleo essencial de citronela
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Fonte: A autora (2024).

O espectro FTIR do 6leo essencial de citronela é apresentado na Figura
28. A presenca do grupo CH2 e CHs alifatico é representada pelas bandas em
2964,82 cm™ e 2915,06 cm? As bandas 1444,29 cm? e 1376,97 cm? sdo
caracteristicas da deformacdo angular do grupo C-H e do grupo O-H,
respectivamente. A presenca de absorcéo a 1725,26 cm™ é indicativo de fungéo
aldeido, caracteristico da molécula de citronelal. A presenca da banda 1006,71
cm? representa o estiramento C-O, presente no alcool primario, assim como as
bandas de absorcédo a 3371,85 cm?, caracteristico das moléculas de citronelol e

geraniol. A absorcdo em 1671,02 cm™ é caracteristica da ligacédo insaturada
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(C=C) presente nos componente majoritarios do 6leo (LOPES; FASCIO, 2004,
SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2005).

Figura 28 - Espectros na regido do infravermelho do 6leo essencial de

citronela
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Fonte: A autora (2024).

5.1.2 Caracterizacéo Optica

A curva analitica, ou curva de calibracao do 6leo essencial, foi obtida no
intervalo de concentragdo entre 1,05 e 26,27 mg/L. A equacao da reta de
regressao estimada pelo método dos minimos quadrados foi de Abs = 0,3897C
+ 0,1293. Para esta equacéo, foi obtido um valor de R2 de 0,9846 com um desvio
padréao de declive de 4,42%. Para a curva obtida, o limite de deteccéo da area €
de 0,884 e da concentracao € de 1,937 mg/L. A curva de calibracdo é mostrada
na Figura 29.
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Figura 29 - Curva de calibragdo do 6leo essencial de citronela
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Fonte: A autora (2024).

5.1.2 Caracterizacéo térmica

Para se verificar a temperatura de degradacéo térmica do 6leo essencial
de citronela, anélises térmicas de DSC e TG foram realizadas e sdo mostradas
na Figura 30. Os resultados de TG do 6leo essencial de citronela mostram a
perda total de massa em 212 °C. O DSC evidencia a perda de massa
acompanhada de um evento endotérmico proximo aos 200 °C. Essa informacao
€ coerente com o0s pontos de ebulicdo dos monoterpenos majoritarios do 6leo:
citronela, citronelal e geraniol, que séo 205, 224 e 230 °C, respectivamente
(PUBCHEM, 2024). ApoGs isso, em 480 °C, é possivel identificar um pico
exotérmico, que indica a degradacao dos compostos do 6leo. Esses resultados

sdo semelhantes aos obtidos por Freire (2017) e Santos et al. (2015).
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Figura 30 - Andlise térmica por DSC/TG
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Fonte: A autora (2024).

5.1.3 Caracterizacdo microbioldgica

A fim de se determinar o potencial antibacteriano do 6leo essencial de
citronela, uma analise de concentracao inibitéria minima (CIM) para a bactéria e
Escherichia coli foi realizada. Essa informacdo permite ndo so se determinar a
guantidade de 6leo essencial necessaria para que haja atividade antimicrobiana,
mas também se estabelecer a relacdo entre a quantidade de particulas
necessarias para alcancar uma concentracao eficaz do éleo essencial. A Figura
31 mostra os resultados de CIM obtidos.

Para as diluicbes de Oleo essencial de citronela nas colunas 1, 2 e 3,
apresentaram coloracdo vermelha da linha C até a H e auséncia de coloracéo
nas linhas A e B. Esse resultado mostra que nas linhas A e B, com concentragdes
de 10000 e 5000 pg/mL, respectivamente, houve inibicdo do crescimento do
microorganismo. Assim, a menor concentracdo que demonstrou atividade
antimicrobiana, conhecida como CIM, foi de 5000 pg/mL, equivalente a 0,0005

mg de 6leo essencial.
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Figura 31 - Concentracao inibitéria minima do 6leo essencial de
citronela

Fonte: A autora (2024).

Esse resultado € corroborado com os resultados apresentados por De
Oliveira (2021), que obteve 5000 pug/mL, Zanotto et al. (2023) encontraram a CIM
de 1000 pg/mL; Wibowo et al. (2018) obtiveram o resultado de 500 pug /mL. Essas
variagbes sdo atribuidas as diferencas nos constituintes quimicos dos 6leos
essenciais, influenciadas pela época de colheita, praticas de cultivo, métodos de
extracdo e técnicas de producdo (ANGANE et al., 2022).

A coluna 6 é referente ao controle negativo do BHI frente a bactéria
Escherichia coli e ndo apresentou crescimento bacteriano, confirmando assim a
esterilidade da placa. Tanto na coluna 7 quanto na coluna 8, observou-se
crescimento bacteriano conforme esperado, pois representam, respectivamente,

o controle negativo do 6leo e o controle positivo do inéculo.

5.2 INFLUENCIA DA RAZAO ALGINATO/OLEO ESSENCIAL

As microparticulas foram produzidas com diferentes proporcdes de
alginato e 6leo essencial. Foram avaliadas a perda de massa e liberacéo de 6leo
essencial, visando se identificar a propor¢do de constituintes mais eficaz para a
producdo das microparticulas. Nesta etapa, a particula a ser escolhida foi a que
apresentou uma liberacao controlada de 6leo, isto €, menor variacdo da taxa de
liberacdo de 6leo ao longo do tempo, bem como uma analise dos parametros

globais de formulagao.
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5.2.1 Perda de massa

A avaliacdo da perda de massa é importante para se determinar a
estabilidade das particulas quando expostas as condi¢cdes ambientais ao longo
do tempo. Isso ocorre porque as particulas instaveis tém uma tendéncia a perder
massa de forma rapida e significativa. Esse parametro é obtido por meio da
analise dos materiais que sao suscetiveis a evaporacao para o ambiente durante
o periodo de exposi¢cdo das microparticulas, nesse caso o 0leo essencial e a
agua. Os demais componentes da particula ndo sao substancias com
volatilidade significativa e, portanto, nao foram consideradas no calculo. A Figura
32 mostra a perda em massa total de cada amostra juntamente com o teor de
agua presente em cada formulagéo.

A presenca da agua nas microparticulas é significativamente maior em
comparacdo com o Oleo essencial. Enquanto o teor de 6leo essencial € de
2,31%, 4,7% e 7,4% nas formulacbes A, B e C, respectivamente, o teor de 4gua
€ de 90,7%, 88,82% e 86,02%. Portanto, é razoavel inferir que a maior parte da
perda de massa esta diretamente relacionada a quantidade de agua presente
em cada formulacéo.

Pela analise dos resultados, observa-se que, para diferentes razdes
alginato/6leo essencial, ndo foram identificadas diferencas significativas na
perda de massa entre as amostras, visto que foram de 28,06% para a amostra
A, 31,49% para a amostra B e 31,96% para a amostra C. Além disso, a pequena
variacdo no teor de agua entre as amostras ndo influenciou de maneira
substancial a quantidade de massa desprendida das particulas ao longo das 96
h de exposicao ao ambiente. Isso sugere que a presenca de biopolimeros, como
o alginato, pode ter influenciado na retencdo de &gua nas microparticulas,
contribuindo para uma perda de massa similar em todas as formulacoées.

Esses resultados estdo em conformidade com estudos anteriores, como 0
de Aguirre Calvo e Santagapita, (2016), que indicam que a presenca de
biopolimeros tende a reduzir a disponibilidade de agua no meio. Como nédo
houve variacdo na quantidade de biopolimero entre as amostras neste ensaio
(todas foram 2%), o teor de agua liberado para o ambiente foi semelhante em

todas elas.
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Essa informacéo estd alinhada com o estudo realizado por Paris et al.,
(2020), que investigaram a perda de massa de esferas contendo 6leo essencial
de canela encapsulado em alginato de sddio (1%) e cloreto de calcio. Os
resultados indicaram uma perda de massa em torno de 70% de agua em 96 h
de experimento. A alta quantidade de agua perdida pode ser atribuida a menor
concentracdo de alginato presente na formulagcao, evidenciando que o teor de
2% utilizado neste estudo é apropriado.

Figura 32 - Perda de massa e teor de 4gua nas formulagdes
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O perfil de perda de massa de todas as amostras é representado na
Figura 33. As trés amostras exibem um perfil quase linear, indicando uma
liberacédo controlada e consistente ao longo do tempo. No entanto, a amostra A
apresentou maior perda de massa em todos os tempos, indicando menor

capacidade de armazenamento, enquanto a B e C apresentaram perda
semelhante.
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Figura 33 - Perda de massa cumulativa de massa das amostras A, B e C.
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Fonte: A autora (2024).
5.2.2 Cinética de liberacéo de 6leo essencial

A fim de se compreender o efeito do tempo na eficacia das microparticulas
de alginato e hidroxiapatita contendo 6leo essencial de citronela como agente
antimicrobiano e repelente de mosquitos, a cinética de liberacdo do o6leo foi
avaliada. Embora seja reconhecido que a agua € liberada durante o processo de
liberagéo, é igualmente importante se investigar se ha variagdo na quantidade
de dleo liberada de acordo com a formulagéo. A quantidade de éleo liberada nos
respectivos intervalos foi de extrema importancia para se definir a relagéo ideal
entre o componente ativo e o alginato, influenciando diretamente na eficacia das
microparticulas. A cinética de liberacdo do 6leo essencial foi realizada em

acetona e € apresentada na Figura 34.
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Figura 34 - Cinética de liberacdo do 6leo essencial- amostras B e C
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Fonte: A autora (2024).

A massa de Oleo essencial teérica maxima encapsulada para cada
amostra € de 18,4 mg para a amostra A, 37,6 mg para a amostra B e 60,8 mg
para a amostra C. Essas quantidades foram obtidas a partir do produto da massa
de esferas usadas nos ensaios e do teor de 6leo essencial usado na preparacao
da amostra.

A amostra A, com a relacdo 1:1 alginato/6leo, apresentou resultados de
liberacao de 6leo essencial abaixo do limite de deteccdo da curva de calibragcédo
em 96 h de exposicao a solucdo de acetona e, por esse motivo, a curva ndo é
apresentada na Figura 34. A quantidade de 6leo presente nas amostras é muito
pequena, de forma que nado foi possivel identificar a quantidade liberada. A
amostra A, portanto, se mostra inadequada para o uso em situacées em que ha
necessidade de uma liberacéo controlada do 6leo essencial.

Por outro lado, tanto a amostra B (com relagdo de 1:2,5 alginato/éleo)
guanto a amostra C (com relacdo de 1:4 alginato/6leo) demonstraram uma

liberacdo progressiva de 6leo ao longo do tempo. Esse resultado se deve por
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conta do mecanismo de difusdo que promove a liberacédo do 6leo essencial da
particula espontaneamente. Devido ao gradiente de concentracdo do Oleo
essencial e de &gua, existentes na fase solida (particula), e a solucdo de
acetona, que esta inicialmente isenta desses dois componentes, ocorre a difusdo
dessas substancias ao longo da particula para o exterior. Uma ilustracéo desse

mecanismo € apresentada na Figura 35.

Figura 35 - Mecanismo de difusédo da particula de 6leo essencial
encapsulado
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Fonte: A autora (2024).

Quando formada, a microparticula contém internamente uma mistura de
O0leo essencial e agua, enquanto externamente também apresenta uma
combinacdo de 6leo essencial e 4gua. Parte dessa agua é proveniente do
processo de lavagem das particulas. Nas primeiras horas de exposicéo, a 4gua
da lavagem (1) é preferencialmente liberada para a acetona. Posteriormente, a
agua proveniente da formulacdo da superficie (2) é liberada, seguida pelo 6leo
presente na superficie (3). Por fim, a agua interna é difundida pelos poros (4),
enquanto o éleo € difundido com maior concentracdo nos estagios posteriores,
guando ocorre a diminuicdo da quantidade de 4gua dentro da particula (5).
A liberacdo da agua é preferencial nesse processo pela mobilidade da

molécula. Segundo a lei de Fick, mostrada na equacédo 4, a velocidade de
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. ~ d , . . ~ A .
difusao (d—f) e proporcional ao gradiente de concentracdo da substancia que se

difunde (%) bem como o coeficiente de difusdo (D), este que esta relacionada

a facilidade de a molécula se locomover e difundir (CREMASCO, 2019).

do _ _pdc

dat _DE (4)

O tamanho da molécula de agua é de 2,8 A, enquanto do 6leo essencial
€ de 10 A (D’ARRIGO, 1978; LINS et al., 2019). Isto significa que a agua, por ter
menor tamanho e consequentemente, maior mobilidade, tende a difundir mais
rapidamente pela particula em comparagcéo com o 6leo essencial.

Processo similar foi descrito por Manadas et al., (2002). Nele, a agua da
particula difunde-se para a membrana externa e o farmaco dissolve-se e
finalmente, difunde-se para fora do polimero.

A amostra C mantida em solucédo por 72 h apresentou uma concentracao
ligeiramente inferior de dleo essencial em acetona do que a amostra de 48 h.
Isso indica que pode haver uma distribuicdo de 6leo essencial na composicdo
das particulas, visto que a massa de 6leo liberada ndo aumentou de forma
controlada e progressiva. Durante a producéao dessas particulas, foi observado
gue ocorria diversas vezes a obstrucao da seringa dosadora pela emulséo, o que
dificultou a producédo de particulas uniformes e esféricas. Esse problema pode
indicar uma formacéo ineficiente de emulsdo e a possivel formacédo de micelas
devido ao processo de emusionamento, causado por uma agitacao ineficiente,
ou também excessiva quantidade de 6leo presente, que pode ter excedido a
concentragdo micelar critica do tensoativo utilizado (LEITE DE MORAES;
OLIMPIA; REZENDE, 2004).

A viscosidade pode influenciar a liberacéo do 6leo essencial, uma vez que
0 aumento da viscosidade da emulséo dificulta a circulacéo no interior das gotas,
resultando em uma rapida formacdo da parede da microparticula. Assim, o
excesso de 6leo essencial compromete o teor ideal de sélidos, afetando também
a viscosidade da emulséo.

A partir dos dados obtidos, optou-se pela razéo 1:2,5 alginato/6leo para os
ensaios posteriores, visando otimizar a liberagdo controlada do 0leo essencial e

garantir a eficacia das microparticulas para aplicacdes futuras.
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5.3 INFLUENCIA DA RAZAO ALGINATO/HIDROXIAPATITA

A introducao da hidroxiapatita ha emulsdo representa a incorporagéo de
soélidos & matriz, o que pode ter implicagdes significativas na reologia do sistema.
A adicdo de solidos, como a hidroxiapatita, pode alterar a viscosidade e a
tixotropia da emulséo, influenciando diretamente na sua aplicabilidade pratica.
Compreender como a razéo desses solidos impacta nas propriedades reoldgicas
€ crucial para garantir a estabilidade da emuls&o, controlar a liberagcdo de
componentes ativos e otimizar o processo de obtencéo das particulas. As curvas
de fluxo para as amostras analisadas sdo mostradas na Figura 36.

De forma geral, pela observacao das curvas de fluxo, percebe-se que néao
h& sinais de aglomeracgéo das particulas de hidroxiapatita ou de alginato. Isso
sugere que a dispersao com ultrassom e agitacdo magnética foram eficazes para
desfazer aglomerados fracos entre as particulas.

A amostra contendo apenas alginato é a que possui a menor resisténcia
ao escoamento, como esperado, ja que a insercdo de particulas em um sistema
como este tende a aumentar a resisténcia ao escoamento, principalmente para
altas taxas de cisalhamento (JAFARI et al., 2008; MENDES DA SILVA; LINS
SILVA JR; MACARIO PINTO JR, 2019).

Pela andlise das curvas, pode-se verificar que todas as emulsdes
estudadas apresentaram comportamento pseudoplastico, isto €, a viscosidade
diminui conforme o fluido se deforma. Além disto, todas apresentaram tixotropia.
De acordo com Corréa et al. (2005), a obtencdo de emulsdes com carater
tixotrépico é vantajosa, pois elas se tornam mais fluidas ao longo do tempo,
evitando que o produto escorra e facilitando a aplicacédo. Neste caso particular,
esse comportamento auxilia no processo de encapsulamento das particulas,

permitindo que mantenham sua forma apos o gotejamento no agente reticulante.

Figura 36 - Curvas de escoamento amostras analisadas
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Os valores de tixotropia de cada amostra é apresentada na Figura 37. E
possivel perceber que a amostra sem hidroxiapatita possui maior tixotropia entre
todas as amostras analisadas, com valor de 32450 Pa.s, e 0 aumento da
concentracéo da hidroxiapatita implica na redugao da tixotropia. A amostra com
maior quantidade de HA possui tixotropia semelhante a amostra somente com
alginato, ou sejam, ambas apresentam maior tendéncia ao escorrimento.

Contudo, além da tixotropia, a viscosidade também desempenha um
papel muito importante no processamento das particulas, afetando a
estabilidade da emulsdo ao longo do tempo, especialmente considerando a

presenca de sdlidos como a hidroxiapatita.
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Figura 37 - Tixotropia das emulsdes
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A Figura 38 apresenta os valores de viscosidade obtidos durante o
processo de gotejamento das microparticulas. Esses valores foram
determinados na mesma taxa de cisalhamento utilizada durante o gotejamento
na seringa, refletindo as condicbes reais do processo de fabricacdo das

microparticulas.
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Figura 38 - Viscosidade das amostras
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E possivel observar que o aumento da quantidade de hidroxiapatita implica
no aumento da viscosidade, o que corrobora com a teoria de Jafari et al. (2008),
em que o aumento do teor de solidos aumenta a viscosidade do fluido. Isso é
interessante, ja& que aumento da viscosidade da emulsdo, impede o movimento de
circulacao no interior das gotas e, com isso, resulta em uma rapida formacéo da
parede da microparticula.

Entretanto, € importante destacar que a amostra com a maior concentracdo
de HA (amostra G) apresentou uma reducdo na viscosidade em relacdo as
amostras com menor teor de HA. Essa observacédo sugere a existéncia de um
ponto de saturacdo, além do qual o aumento do teor de solidos pode
comprometer a estabilidade da emulséo e afetar negativamente o processo de
encapsulamento. Esse fendbmeno pode ser atribuido a uma possivel fluidez
excessiva do material de parede, que pode resultar em uma distribuicdo nao
uniforme dos componentes ativos durante a formacdo das microesferas,
(ACHARYA et al., 2021; REINECCIUS; BANGS, 1985).
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Com esse resultado, a amostra F é a mais adequada para o processo de
gotejamento de particulas, apresentando a viscosidade ideal para garantir a

formacao estavel de microparticulas encapsuladas.

5.3.1 Perda de massa

A perda de massa esté relacionada a perda de agua e 6leo essencial para
0 ambiente. A velocidade com que massa de Oleo essencial e agua é perdida é
resultado da estrutura da particula e da sua capacidade de manter o material por
mais tempo. A representacdo da perda de massa de cada amostra é
apresentada na Figura 39, juntamente com o teor de agua em cada uma delas.
O teor de 4gua € o mesmo em todas as amostras, mas ha variacdo de perda de
massa, o0 que indica que perda de massa ndo esta relacionada a esse parametro.
A perda de massa nas amostras D, E e F demonstrou similaridade, 28,71,
24,57% e 20,72%, respectivamente. Notavelmente, a amostra F apresentou a
menor perda. Por outro lado, a amostra G, com a maior concentragdo de
hidroxiapatita, revelou a maior perda cumulativa de massa, atingindo valor de
54% do valor total. Este resultado sugere que a capacidade de liberacdo
controlada dessa amostra é inadequada em comparacdo com as demais

amostras.
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Figura 39 - Perda de massa e teor de agua nas formula¢cdes
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O perfil de perda de massa de todas as amostras € representado na
Figura 40. A amostra F exibe um perfil quase linear, indicando uma liberacao
controlada e consistente ao longo do tempo. Por outro lado, a amostra E
demonstra uma liberacao inicial elevada seguida por uma taxa mais constante.
A amostra D apresenta um perfil variavel, com oscilagdes na perda de massa ao
longo do tempo. Quanto a amostra G, observa-se uma liberacdo inicial mais
intensa, seguida de uma diminuicdo gradual, com uma inclinagdo mais
acentuada no inicio da curva, destacando-se como a amostra com maior perda
de massa.

Essa perda excessiva da amostra G é corroborada pelo resultado obtido
na analise reoldgica das emulsdes; ela excedeu a capacidade de disperséo do
material de parede. Isso impactou na eficacia do encapsulamento e,
consequentemente, a capacidade da amostra de armazenar o 6leo essencial e
a agua de composi¢ao por mais tempo.
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Figura 40 - Perda de massa cumulativa de massa das amostras (a) D,
(b)E,(c)Fe(d)G
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Fonte: A autora (2024)

5.3.2. Porosidade e densidade

A porosidade das microparticulas estd diretamente relacionada a sua
capacidade de retencdo de liquidos, incluindo o 6leo essencial encapsulado.
Particulas mais porosas tendem a ter uma maior area superficial disponivel para
a interacdo com o meio ambiente e, portanto, podem apresentar uma liberacéo
mais eficiente dos compostos ativos. Além disso, a porosidade também afeta a
taxa de difusdo dos componentes encapsulados, podendo influenciar no perfil de
liberacéo ao longo do tempo. A densidade real e porosidade das particulas secas

foi analisada e os resultados séo apresentados na Tabela 9.
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Tabela 9 - Densidade e porosidade das amostras D, E, Fe G

Densidade Densidade Vol,ume Variancia Porosidade
Amostra real (g/cm?) aparente médio ercentual (%)
9 (g/cm?3) (cm3) P
2:0-D 1,5606 0,7981 0,821 0,0412 20,19
210’245 " 15761 07788 0,756 02382 22,12
2:0,07 -F 1,5402 0,7686 0,885 0,1901 23,14
2:0’614 T 15302 0.6893 0,923 0.267 3117

E possivel verificar que a adicdo de hidroxiapatita ndo apresentou
influencia quanto a densidade das particulas. As amostras D, E, F e G
apresentaram porosidades de 20,19%, 22,12%, 23,14% e 31,17%,
respectivamente, o aumento da concentracdo de hidroxiapatita resultou em um
aumento da porosidade. Esses resultados diferem de resultados obtidos em
estudo anterior. Niero; Arcaro, (2022) obtiveram porcentagens de porosidade
entre 69% e 78%; no entanto, esse valor foi alcancado utilizando uma proporcéo

de alginato/hidroxiapatita de 1:15, e ndo havia 6leo essencial na formulacao.

5.3.3 Morfologia e distribuicdo de tamanho

As microparticulas produzidas com o objetivo de liberacdo controlada de
Oleo essencial representam uma importante abordagem para aplicacdes ao ar
livre, visando eficacia contra vetores e agentes patogénicos. Entretanto, para
uma caracterizacdo completa e aprofundada dessas particulas, € essencial
avaliar ndo apenas suas propriedades imediatamente apds a formulagdo, mas
também como elas se comportam ao longo do tempo, especialmente em
condicBes ambientais adversas. Para isso, foram realizadas analises ap6s 96 h
de exposicdo ao ambiente, periodo durante o qual foi avaliada a reducédo de
volume dessas particulas. No entanto, para uma analise mais detalhada, torna-
se necessério secar essas particulas, removendo completamente a 4gua e o
6leo encapsulado.

Inicialmente, a analise do diametro das particulas das amostras D, E, F e
G, foi conduzida apds a formulacéo e apos 96 h de exposicao, com os resultados

apresentados na Figura 41.
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Figura 41 - Diametro médio das particulas, inicial e apds 96 h
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Fonte: A autora (2024).

Observa-se que as particulas apresentam diametro variando de 2567 a
2810 um, indicando que pertencem ao grupo de microparticulas, uma vez que
seus tamanhos estéo dentro da faixa de 0,2 a 5000 um (MONTEIRO; AZEREDO,
2005).

Com relacdo aos diametros iniciais, a amostra F registrou o menor
diametro logo apds a preparacéo, medindo 2567 + 77 um. Isso pode ser atribuido
a maior viscosidade da emulséo, facilitando uma formacao mais eficiente das
particulas. Por outro lado, a amostra E apresentou o maior diametro médio, com
tamanho de 2810 £ 52 pm, indicando uma formagdo de particulas menos
eficiente devido a sua menor viscosidade em comparacdo com a amostra F. A
reducdo no didametro apds 96 h é ilustrado na Figura 42.
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Figura 42 - Reducao do didametro das particulas apés 96 h
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Fonte: A autora (2024)

Todas as amostras demonstraram uma redugdo no tamanho apos 96 h de
exposicdo, atribuivel a perda de massa de cada uma delas. A redugcédo no
didmetro das amostras ficou na faixa de 30% para as amostras D, E e G.
Destaca-se a amostra F, que exibiu o0 menor didametro médio inicial apos a
preparacdo e, apos 96 h de exposicdo, apresentou reducdo menor, atingindo
23,6%. Este resultado é consistente com a perda de massa das amostras,
conforme discutido na secao 5.3.1. pois a amostra F foi a que experimentou a
menor perda.

Entdo, para uma analise mais detalhada, as microparticulas foram
submetidas a dois métodos de secagem distintos: liofilizacdo e secagem em
dessecador. Esses métodos permitem a remoc¢ao completa da agua e do 6leo
encapsulado, preparando as particulas para analises morfolégicas e de
distribuicdo de tamanho mais precisas. As analises em MEV foram realizadas

com o objetivo de avaliar a morfologia e microestrutura das particulas. Na
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Figuras 43, 44, 45 e 46, sao apresentada as micrografias da amostra D, E, F e

G, respectivamente..

Figura 43 - Micrografias da amostra D, com ampliacdo de 100x, apds secagem

em estufa: (a) particula inteira e (b) particula cortada; e apds secagem por

liofilizac&o: (c) particula inteira e (d) particula cortada.

(d)

Fonte: A autora (2024).
Figura 44 - Microscopias da morfologia obtidas por MEV das amostra E em

100x (a) Secagem estufa (b) secagem estufa — meia particula, (c) secagem por

liofilizacéo e (d) secagem por liofilizagdo — meia particula
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(b)

(d)

Fonte: A autora (2024)

Figura 45 - Microscopias da morfologia obtidas por MEV das amostra F em
100x (a) Secagem estufa (b) secagem estufa — meia particula, (c) secagem por
liofilizagc&o e (d) secagem por liofilizacdo — meia particula

Fonte: A autora (2024).
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Figura 46 - Micrografias da morfologia obtidas por MEV das amostra G em
100x (a) Secagem estufa (b) secagem estufa — meia particula, (c) secagem por
liofilizagc&o e (d) secagem por liofilizacdo — meia particula

(€) (d)

Fonte: A autora (2024)

Na analise da amostra D, observa-se que as amostras secas em estufa
exibem uma superficie menos rugosa. Ao se analisar a superficie cortada da
amostra, constata-se que se trata de uma estrutura semelhante a uma
microesfera, evidenciada pela sua estrutura interna maci¢ca. Em contraste, a
amostra liofilizada apresenta uma superficie porosa e uma caracteristica interna
de cépsula, com a presenca de uma cavidade vazia, anteriormente preenchida
pela agua e 6leo, que foram retirados durante o processo de secagem.

Essas observacgdes indicam que a particula seca ao ar livre passa por uma
difusédo progressiva, resultando em uma estrutura interna maci¢ga ao longo do
tempo. Por outro lado, o processo de liofilizagdo, onde ocorre a sublimagao dos
componentes liquidos, deixa a particula com a caracteristica de capsula devido

a sua rapida desidratacdo. Essa analise morfoldgica fornece insights valiosos
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sobre os efeitos dos métodos de secagem na estrutura e propriedades das
microparticulas.

A andlise morfolégica da amostra E, submetida a secagem em estufa,
revela uma estrutura superficial mais rugosa em compara¢céo com a amostra D,
evidenciando o efeito da adicao de hidroxiapatita. Ao se examinar a metade da
particula, observa-se que a amostra também possui uma estrutura semelhante
a de microesfera. No contexto da liofilizagcdo, observa-se um aumento na
rugosidade da superficie da particula. Devido a rapida evaporagdo durante esse
processo, ha uma propensdo a formacao de intersticios na estrutura, que pode
ser identificada na particula como um todo. No corte da particula, verifica-se que,
apesar da superficie rugosa, a estrutura interna permanece macica. Esse
fendbmeno mostra que a adi¢éo de hidroxiapatita a particula favorece a formacao
de particulas mais regulares, mesmo quando a superficie apresenta maior
rugosidade devido a liofilizacao.

A andlise das micrografias da amostra F revela que a amostra exibe as
mesmas caracteristicas fundamentais da amostra E, apresentando uma
estrutura macica quando submetida & secagem em estufa. Além disso,
evidencia-se uma maior rugosidade na amostra liofilizada, que, no entanto,
também apresenta um aspecto maci¢co na quanto cortada ao meio e um aspecto
menos regular.

As micrografias da amostra G mostram que a amostra seca em estufa
exibe um aspecto rugoso, com a parte interna da particula sendo macica e mais
porosa que as amostras anteriores. Quando a amostra é liofilizada, a superficie
exibe uma elevada rugosidade, enquanto a parte interna € macica, com a
presenca de algumas cavidades. O aumento do teor de hidroxiapatita transforma
a particula em uma esfera; no entanto, nesse caso, 0s vaos existentes séo
atribuidos a dispersibilidade ineficiente do material de parede, resultante do
excesso de solidos na formulacao.

Com base nos resultados da analise morfologica, sugere-se que a
liofilizac&o ndo seria a técnica ideal de secagem para essa aplicacao, pois resulta

na evaporacao completa tanto da dgua quanto do dleo.
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5.3.4 Andlise dos grupos funcionais

A Figura 47 mostra o espectro de FTIR da amostra de hidroxiapatita (HA)
e da amostra H - somente alginato e agua, permitindo identificar as bandas de
ligacdo entre os elementos. O espectro de FTIR da hidroxiapatita apresentou
bandas correspondentes aos grupos funcionais fosfatos, nas bandas de 500 a

1100 cm™, hidroxilas e carbonatos, que compdem a HA.

Figura 47 - Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier

(FTIR) Hidroxiapatita e da amostra H (somente alginato)
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Fonte: A autora (2024)

Na banda de 3208 cm™, é possivel identificar a presenca de pontes de
hidrogénio. Em 1418,03 cm™, observa-se a banda correspondente ao
grupamento CO3?". No espectrograma, também se constatam os picos nas
bandas 1027,74 e 962,64 cm™, além de outros picos entre as bandas de 500 a
900 cm™, que representam os agrupamentos (PO,) (LOPES; FASCIO, 2004,
SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2005).
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5.3.5 Liberacao de 6leo essencial

A cinética de liberacdo do 6leo essencial para as amostras D, E, Fe G é
apresentada na Figura 48. Observa-se que o perfil de liberacdo de todas as
amostras é muito similar até 48 h, com o aumento na concentracdo de
hidroxiapatita diretamente associado ao aumento progressivo da quantidade de
Oleo essencial liberada. Apds 72 h, contudo, nota-se uma mudanca nos padrées
de liberacdo. A amostra E e a amostra F apresentam taxas de liberacdo
semelhantes, enquanto a amostra G demonstra uma liberacéao significativamente
maior de Oleo, alcancando 0,36 mg, que corresponde a 0,88% do valor total
tedrico de 6leo essencial na amostra. Em comparacdo, as amostras E e F
tiveram 0,22 mg e 0,14 mg liberados. A amostra D teve 0 menor resultado de
liberacdo, com 0,15 mg em 96 h, correspondendo a 0,57% do valor total que

poderia ser liberado nesse periodo.

Figura 48 - Cinética de liberacdo do Oleo essencial de citronela em acetona
para as amostras D, E, F e G em funcdo do tempo.
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Fonte: A autora (2024).

Ao analisar o perfil de liberacdo, destaca-se que a amostra G néo
demonstrou eficiéncia para aplicacdo em liberacdo controlada, devido a

liberacdo inicial limitada e subsequente liberacdo excessiva, sugerindo um
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padrdo de liberacdo néo linear, ou seja, com taxas de liberacdo dependentes do
tempo. Por outro lado, as amostras D, E e F apresentaram perfis de liberacéo
semelhantes quase lineares, mostrando-se eficazes no controle da liberagéo de
Oleo essencial ao longo do tempo.

Essa constatacdo sugere que a amostra F é a mais indicada para
aplicacdes que exigem uma liberacdo controlada e estavel de 6leo essencial,
proporcionando uma eficacia superior em comparacdo com as demais amostras.
Sua capacidade de manter um perfil de liberagao linear e controlado, juntamente
com uma perda de massa gradual e uniforme, a torna uma escolha promissora
para diversas aplicacdes que requerem a entrega sustentada de 6leo essencial,
como em formulagdes antimicrobianas e repelentes de insetos.

No espectro da amostra H, que possui em sua composi¢cdo agua e
alginato de sodio, € possivel verificar a banda de 3335,15 cm™, referente ao OH"~
livre, e 0 pico caracteristico em 1634,74 cm™, caracteristico do grupamento C=0.
(SILVERSTEIN, M. WEBSTER, FRANCIS X. KIEMLE, 2005).

Os espectros de FTIR das amostras D, E, F, G e | sdo mostrados na Figura
49,

Figura 49 - Espectroscopia no infravermelho por transformada de
Fourier (FTIR) das amostras D, E, F, G e |
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Fonte: A autora (2024)

E possivel observar que todas as amostras possuem espectros similares,

com as mesmas bandas caracteristicas. Foi identificado o grupamento OH" livre
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nas bandas proximas de 3300 cm™. Com excec¢ao da amostra D - 2:0, também
sdo observados os dubletes para as bandas entre 1000 e 1100 cm™,
correspondentes aos agrupamentos (PO,) da hidroxiapatita. A banda
caracteristica do grupamento C=0, oriundo do alginato de sédio, nas bandas de
1330 cm, foi identificado em todas as amostras. E possivel perceber que o 6leo
essencial interage com a hidroxiapatita, visto que em todas as amostras em que
ele estava presente, o sinal das bandas entre 1000 e 1100 cm™ foi atenuado,
enquanto na amostra sem 6leo essencial, o sinal nessas bandas foi mais intenso
(LOPES; FASCIO, 2004; SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2005).

5.4 POTENCIAL ANTIMICROBIANO

A incorporacdo do Oleo essencial, reconhecido por suas propriedades
antimicrobianas, confere a essas microesferas a capacidade de atuar como
agentes antimicrobianos, podendo ser aplicadas em diversos setores, como
saude, cosméticos e embalagens alimenticias, para combater microrganismos
indesejados. O ensaio de difusdo em agar € uma técnica amplamente utilizada
para avaliar o potencial antimicrobiano de diferentes compostos. Esse ensaio €
baseado na capacidade do composto antimicrobiano em difundir através do meio
de cultura e inibir o crescimento microbiano ao redor do ponto de aplicacéo.

As amostras com variagao na razao de alginato/hidroxiapatita (D — 2:0, E
—2:0,045, F - 2:0,07, G — 2:0,14 e H - somente alginato) foram submetidas ao
ensaio de difusdo em agar para avaliar o potencial antimicrobiano de cada uma
delas. Os resultados do teste de difusdo em agar para as amostras analisadas
estdo apresentados na Figura 50. Os diametros médios dos halos de inibicédo e

a area para cada amostra sdo mostrados na Tabela 10.
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Figura 50 - Halo de inibicdo das amostras D (a), E (b), F (c), G (d), H (e), I (f) e
Hidroxiapatita (g)

Amostra H \ Amostra |

(e) (f)
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Hidroxiapatita

)
Fonte: A autora (2024).

Tabela 10 - Didametro médio e area dos halos de inibicdo

Amostra Diametro médio (cm) Area (cm?)
D-20 3,0+£0,2 6,73

E - 0,045 2,7+0,2 5,67
F-0,07 3,4+0,3 8,40
G-0,14 2,6 0,2 5,41

H - Somente Alginato sem halo

| - Particulas sem 6leo sem halo

Somente hidroxiapatita sem halo

Os resultados mostraram que as amostras contendo 6leo essencial
apresentaram halos de inibigcdo ao redor dos pontos de aplicagéo, indicando sua
capacidade de inibir o crescimento microbiano. A area e diametro médio dos
halos variaram de acordo com a formulacdo das microparticulas, sendo a
amostra F a que apresentou maior potencial antimicrobiano, com um diametro
médio de 3,4 £ 0,3 cm e &rea de 8,4 cm2 Importante notar que as particulas
formuladas somente com alginato e 4gua, amostra H, ndo apresentaram halo de
inibicdo, assim como as particulas sem 6leo, e a hidroxiapatita pura, o que
comprova que a eficacia da inibicdo esta unicamente relacionada a presenca do
Oleo essencial.

A amostra F apresenta uma concentracéo de 6leo de 44,5 uL. Em estudos
anteriores, Brugnera; Oliveira; Piccoli, (2011) observaram um diametro de
inibicdo de 3,42 + 0,35 mm com um volume de 31,25 pL de 6leo, enquanto El
Kamari et al. (2018) obtiveram um diametro de 18 = 0,5 mm com um volume de

15 pL de dleo. Com isto, a amostra F gerou halos de inibicdo aproximadamente
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10 e 2 vezes maiores, respectivamente, em comparacdo com os estudos
mencionados, que utilizaram apenas 0Oleo essencial. A presenca de agua nas
particulas facilita o processo, pois ela difunde para o ambiente, transportando o
Oleo e permitindo que este atinja uma area maior do que se estivesse presente

apenas o oleo.

De fato, o0 ensaio de difusdo em &gar demonstrou que as microparticulas
encapsuladas com o6leo essencial de citronela tém um forte potencial
antimicrobiano, sendo a formulacdo quantidade intermediaria de hidroxiapatita
(amostra F) a mais eficaz nesse aspecto. Esses resultados sdo promissores para
0 desenvolvimento de novas formulagbes antimicrobianas para diversas

aplicacdes industriais e médicas.

5.5 ENSAIO DE EFICACIA REPELENTE

A avaliacdo da eficacia repelente de produtos contra insetos é um passo
fundamental no desenvolvimento e na validacdo de solu¢des que visam proteger
as pessoas contra picadas de mosquitos e outros insetos transmissores do
patdgeno.

De acordo com a (ANVISA, 2024) os produtos utilizados comercialmente
para repelir o mosquito Aedes podem ser classificados em duas categorias:
repelentes para pele (cosméticos) e produtos para uso no ambiente (saneantes).
Os repelentes comerciais podem ser naturais ou sintéticos.

Os repelentes naturais, como o 6leo de citronela, sédo atéxicos e facilmente
biodegradaveis. No entanto, é necessario reaplica-los com mais frequéncia em
comparacao aos repelentes sintéticos. Os repelentes sintéticos sdo os mais
comuns no mercado e geralmente contém piretroides como Icaridina, DEET e
IR3535. O DEET é atualmente o repelente mais eficaz disponivel. A Icaridina,
um repelente promissor derivado da pimenta e recomendado pela OMS devido
a sua baixa toxicidade e alta eficacia. O IR3535 € um biopesticida sintético que
possui uma estrutura quimica similar a do aminoacido alanina. Presente no
mercado europeu ha mais de 20 anos, é considerado seguro para uso por
gestantes devido ao seu excelente perfil de seguranca. (RIBAS; CARRENO,

2010; STEFANI et al., 2009)
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Sabendo que as microparticulas oferecem uma forma controlada de liberar
compostos ativos, como 0Oleos essenciais conhecidos por suas propriedades
repelentes; ao se submeter essas microparticulas a testes de repeléncia, pode-
se avaliar sua capacidade em manter os insetos afastados e, assim, oferecer
protecdo contra picadas e potenciais doencgas transmitidas pelos patdgenos.

As microparticulas da amostra F, que apresentaram melhores resultados
nos ensaios anteriores, foram utilizadas para o bioensaio de repeléncia. A
andlise da contagem de tentativas de picadas entre as amostras revelou, de
acordo com o teste de Kruskal-Wallis, uma diferenca significativa (p = 1,46 x
1077).

As médias de tentativas de picadas dos tratamentos A (controle negativo),
B (alginato puro), C (hidroxiapatita pura), D (particulas com 6leo essencial -
amostra F), E (particulas sem 0leo essencial) e F (6leo puro), com triplicata,
juntamente com a significancia estatistica, sdo apresentadas na Figura 51. As
letras localizadas sobre as barras representam as igualdades e diferencas
estatisticas.

Figura 51 - Numero médio de tentativas de picadas por tratamento e

avaliagdo da significancia estatistica
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Fonte: A autora (2024).
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Os resultados indicam que as amostras de alginato puro, hidroxiapatita
pura e particulas sem 0Oleo essencial ndo demonstraram atividade repelente,
apresentando um numero meédio de picadas de 41,13, 43,07 e 51,93,
respectivamente. Estes valores sao superiores ao controle negativo, que
registrou uma média de 34,13 picadas.

Por outro lado, o 6leo essencial puro mostrou-se como o tratamento mais
eficaz em termos de repeléncia, com um numero médio de picadas de 9,53,
significativamente menor que o controle negativo. Esse resultado era esperado,
uma vez que o oleo esté presente de forma livre e pode difundir de maneira mais
efetiva no meio.

As particulas contendo 6leo essencial também apresentaram um efeito
repelente positivo, com um numero médio de picadas de 20,40, embora ainda
superior ao 6leo essencial puro. No entanto, sua eficacia é evidenciada e
comprovada ao ser comparada com o controle negativo.

Apesar da variacdo consideravel nos resultados, indicando a necessidade
de um aumento no numero de replicatas para reduzir o desvio padréo, é possivel
observar um potencial repelente consistente, corroborado pela média dos
resultados em todas as amostras.

Além disso, observa-se que ndo ha diferenca estatisticamente significativa
entre as particulas com 6leo essencial e 0 6leo essencial puro (representado
como a), conforme evidenciado pelo valor p obtido no teste Dunn’s post hoc
(p=0,06444). Da mesma forma, ndo ha diferenca significativa entre as particulas
com Oleo e o controle negativo (p=0,07407), apesar deste resultado inesperado
ser atribuido ao elevado desvio padrao do controle negativo.

As amostras B, C e D ndo apresentam diferenca estatistica entre si e
diferem tanto do 6leo essencial puro (F) quanto das particulas com 6leo (D). Este
resultado é coerente, uma vez que nenhum desses tratamentos demonstrou
potencial repelente.

Em resumo, os resultados do ensaio de eficacia repelente indicam que as
microparticulas contendo 6leo essencial de citronela tém um potencial repelente
significativo, oferecendo uma alternativa viavel ao 6leo essencial puro para

aplicacdes praticas, como repelentes de mosquitos.
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6 CONCLUSAO

Microparticulas de 6leo essencial de citronela, alginato e hidroxiapatita de
origem animal com propriedades antimicrobianas e repelentes foram produzidas
com sucesso. A amostra que apresentou melhores resultados possui razéo
alginato e 6leo essencial 1:2,5 e razao alginato hidroxiapatita 2:0,075.

Os resultados apontam que ha um limite na adicdo de Oleo essencial e
hidroxiapatita, a fim de preservar a reologia e a eficiéncia de emulsificacdo do
sistema. A analise dos grupos funcionais revelou interacéo entre o0 6leo essencial
e a hidroxiapatita, evidenciada pela atenuacéo do sinal das bandas em todas as
amostras contendo Oleo. A caracterizagcdo morfolégica confirmou a forma
esférica das particulas, caracterizando-as como microparticulas.

Embora a porosidade das particulas seja menor que a relatada na literatura
devido a quantidade de hidroxiapatita, a liberacdo do Oleo essencial ocorreu de
forma controlada por difusdo do meio interno para o externo. Os resultados da
liberag&o do 6leo em acetona revelaram-se satisfatorios, alcancando até 96 h de
exposicdo das particulas no ambiente.

Foi obtida uma liberacdo controlada tanto de Oleo essencial, quanto de
perda de massa para o ambiente; além do mais, foi obtido um halo de inibicdo
com diametro de 3,3947 + 0,3125 cm contra a bactéria Escherichia coli. Os
resultados demonstram a eficiéncia das particulas contendo 6leo essencial no
potencial repelente contra o mosquito Aedes aegypti, resultando em uma
reducdo média no numero de tentativas de picadas comparado ao controle
negativo de 34,13 para 20,40.

Portanto, os resultados obtidos mostram que particulas de 6leo essencial
de citronela encapsuladas com alginato e hidroxiapatita abrem novas
perspectivas para pesquisas futuras no campo do encapsulamento de 6leos

essenciais para prevencao e controle de doencas infectocontagiosas.
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7 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Sugere-se, para trabalhos futuros:
e Avaliacdo do tempo de liberacdo do 6leo no ambiente;
e Analise do coeficiente de difusédo do 6leo;

e Estudo de novos sistemas com distintas formulagdes para maior
controle da liberacéo de 6leo.
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