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Desenvolvimento de metodologias para caracterizacao de aditivos e materiais

funcionalizados para libertacao de agentes ativos

Resumo

Atualmente, o desenvolvimento de novos materiais com funcionalidades acrescidas tem sido um
dos focos da investigacdo cientifica. A encapsulacdo surge como estratégia tecnoldgica promissora na
possibilidade de incorporacao e libertacdo controlada de substancias ativas em novos materiais, tendo
em vista a aplicabilidade em areas como a industria farmacéutica, téxtil, alimentar, cosmeética,
biomédica, entre outras. A integracdo destas substancias ativas em diferentes substratos leva a criacdo
de produtos inovadores com funcionalidades acrescidas e com capacidade de resposta as necessidades

do mercado.

O objetivo da dissertacdo consistiu no desenvolvimento de sistemas encapsulados de base
bioldgica e de novas metodologias de analise e caracterizacao do /oading dos agentes ativos, bem como
do seu perfil de libertacdo, quando presentes na forma de pd ou incorporados em substratos téxteis
funcionalizados. Inicialmente, estudou-se a possibilidade de encapsulacao do 6leo essencial de eucalipto
e de vitamina E, em sistemas biolégicos de etilcelulose, acido miristico, acido polilatico e quitosano,
através das técnicas de emulsdo seguida de evaporacao de solvente, coacervacao e gelificacdo idnica. A
evaporacao de solvente revelou-se o melhor método de encapsulacao face aos restantes, tendo sido
obtidas particulas bem definidas através desta metodologia. As particulas de etilcelulose revelaram-se as
mais promissoras, com uma dimensao compreendida entre os 0,2 e 2,7 um, uma eficiéncia de
encapsulacdo entre os 19,1 e 74,1% e com um /oading maximo de 40,4%. As particulas de base
celulésica com maior capacidade de libertacdo de agente ativo foram as de 6leo essencial de eucalipto,
tendo sido conseguida a libertacdo de 18,5%. Relativamente & libertacdo controlada por resposta ao
estimulo de pH das particulas de quitosano, verificou-se uma maior capacidade de libertacao de vitamina
E em meio acido (pH 3,0), face ao meio neutro (pH 7,4), tendo sido alcancada uma libertacdo maxima
de 9,4 e 93,3%, respetivamente. As particulas de etilcelulose e 6leo essencial de eucalipto foram
aplicadas por spray coating com um wet pickup de 40 e 90% em substratos téxteis de algodao, para
estudar a libertacao do agente ativo, tendo sido verificada em ambos os casos, a capacidade de libertacao
do 6leo essencial do sistema encapsulado integrado no téxtil. Assim, foi demonstrado que a incorporacéo

de particulas de etilcelulose com o6leo essencial de eucalipto € promissora para aplicacdes a nivel téxtil.

Palavras-chave: encapsulacéo, funcionalizacao, libertacdo controlada, oleos essenciais.




Development of methodologies for characterizing additives and functionalized materials

for releasing active agents

Abstract

The development of new materials with increased functionality has been, currently, the focus of
scientific research. Encapsulation emerges as a promising technique in the possibility of incorporation
and controlled release of active substances in new materials, in view of the possible applicability in areas
such as the pharmaceutical, textile, food, cosmetics, biomedical industry, among others. The integration
of these active substances in different substrates leads to the creation of innovative products with added
functionality and responsiveness to market needs.

The objective of this dissertation consisted in the development of biologically-based encapsulated
systems and new methodologies for analyzing and characterizing the loading of active agents, as well as
their release profile, when present in powdered form or incorporated into functionalized textile substrates.
Initially, it was studied the possibility of encapsulating eucalyptus essential oil and vitamin E in biological
systems of ethylcellulose, myristic acid, polylactic acid and chitosan, using emulsion solvent evaporation,
coacervation and ionic gelation techniques. Solvent evaporation proved to be the best encapsulation
method compared to the others, with well-defined particles having been obtained by this methodology.
Cellulose-based matrix particles proved to be the most promising, with a size between 0.2 and 2.7 um
and an encapsulation efficiency between 19.11 and 74.08% and with a maximum loading of 40.36%. The
cellulose-based particles with the greatest capacity for releasing the active agent were those of eucalyptus
essential oil, with a release of 18.5%. Regarding the controlled release in response to the pH stimulus of
the chitosan particles, there was a greater ability to release vitamin E in an acid medium (pH 3.0),
compared to a neutral pH medium (pH 7.4), achieving a maximum release of 9.4 and 93.3%, respectively.
The ethylcellulose and eucalyptus essential oil particles were applied by spray coating with a wet pickup
of 40 and 90% onto cotton textile substrates, to study the release of the active agent, and in both cases,
the release capacity of the essential oil from the encapsulated system integrated into the textile was
verified. Therefore, it was demonstrated that the incorporation of ethylcellulose particles with eucalyptus

essential oil is promising for textile applications.

Keywords: controlled release, encapsulation, essential oils, functionalization.
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1. Enquadramento

Atualmente, o desenvolvimento de novos materiais com funcionalidades acrescidas tem sido o
foco da investigacado cientifica, tendo em vista a potencial aplicacdo em areas como a industria
farmacéutica, téxtil, alimentar, cosmética, biomédica, entre outras. Esta incessante busca por materiais
mais evoluidos, face aos ja existentes no mercado, leva a implementacdo de tecnologias emergentes que
permitam a obtencdo de produtos diferenciados. Deste modo, a encapsulacdo surge como uma
estratégia tecnologica poderosa para possibilitar a incorporacao de substancias ativas, tais como
fragrancias, agentes antimicrobianos e antioxidantes, em novos materiais. Consequentemente, a
integracao destas em diferentes substratos, leva a criacéo de produtos inovadores com funcionalidades
acrescidas e de alto valor, em resposta as necessidades do mercado, proporcionando a capacidade de
libertacdo das substancias ativas segundo mecanismos selecionados e de forma controlada, atendendo
ao objetivo final do produto [1]. Adicionalmente, a encapsulacdo de substancias ativas, pode ainda
contribuir para uma maior estabilidade e durabilidade de substancias de interesse com carater volatil ou
facilmente degradaveis. Deste modo, a quantificacdo do /oading da capsula, isto ¢, a quantidade de
substancia ativa encapsulada e a monitorizacdo dos perfis de libertacdo sdo aspetos importantes na
validacao do desempenho destes materiais, uma vez que sdo fatores cruciais para o desenvolvimento de
potenciais produtos e respetivas aplicacdes [2]. Nesse sentido, as metodologias aplicadas para a analise
e caracterizacdo dos materiais pré e pos incorporacdo em formulacdes de funcionalizacdo dos
substratos, sdo fundamentais para o desenvolvimento de um novo produto. Atendendo aos
materiais/reagentes utilizados no processo de encapsulacao, a metodologia de analise aplicada pode
divergir, necessitar de adaptacdo ou de novos desenvolvimentos [2]. No ambito desta dissertacao, sera
necessario adaptar e desenvolver métodos de analise direcionados para os produtos desenvolvidos, com
vista a avaliar de forma expedita as suas caracteristicas e possibilitar o aprimoramento das suas
funcionalidades.

Em 2021, o tamanho do mercado global de produtos encapsulados foi avaliado em 10,9 bilides
de ddlares, com uma previsao de expansao a uma taxa de crescimento anual de 10,3% até ao ano de
2030, podendo atingir-se o valor de 25,9 hilides (Fig. 1) [3]. Com a crescente aceitacdo de materiais
encapsulados nas industrias das areas alimentar, farmacéutica e agroquimica é estimado um impacto
positivo na expansao das referidas industrias. Segundo um estudo mais otimista, é estimada uma
expansao mais promissora no mercado global de microencapsulacao, com uma taxa de crescimento
anual de 14% entre 2019 e 2028, podendo atingir-se um valor de 26,2 bilhdes de délares nesse mesmo

ano [4].



U.S. Microencapsulation Market
size, by technology, 2020 - 2030 (USD Billion)

[ ]
£2.0B $3.3B _— P

2020 2024 2022 2023 2024 2025 2026 2027 2028 2029 2030
® Coating Emulsion Spray Technologies Dripping @ Others

Figura 1 - Previséo de expansao do tamanho do mercado de microencapsulacao até ao ano de 2030, adaptado da referéncia
[3].

Segundo um estudo publicado em 2021, relativo a aplicacdo de produtos encapsulados em
diferentes areas de mercado, a seccdo de produtos farmacéuticos e de saude representa a maior
participacdo, com cerca de 66% (Fig. 2) [3]. Neste tipo de produtos, a estratégia tecnologica de
encapsulacao ¢ utilizada maioritariamente para mascarar o sabor e odor de medicamentos, reduzir as
propriedades higroscépicas e volatilidade dos agentes ativos, bem como para fornecer uma libertacao
direcionada e controlada [4]. Exemplos de aplicacdes da encapsulacdo na area farmacéutica, incluem
0s antibioticos, antioxidantes, probiéticos e prebioticos, vitaminas, anti-inflamatorios e antineoplasicos
[5].

Em segundo lugar no mercado de microencapsulacao, com cerca de 10%, surge a industria
cosmeética, de higiene pessoal e doméstica, pela necessidade de encapsulacao de varios agentes ativos.
Entre eles surgem agentes antioxidantes, pigmentos, fragrancias, o6leos essenciais, filtros solares,
moléculas antienvelhecimento, hidratantes e agentes bronzeadores, que permitem ser incorporados em
produtos eficazes, naturais e seguros, capazes de contribuir para a saude e bem estar do consumidor
[6]. Deste modo, a estratégia tecnoldgica de microencapsulacdo tem vindo a ganhar destaque pela
aplicacao no desenvolvimento de produtos como balsamos, cremes e locdes para a pele, produtos para
cabelos, protetores solares, maquilhagem, saude oral e perfumes. Até a data, varias empresas
desenvolveram tecnologias inovadoras para a producéo de capsulas para fins cosméticos. E o exemplo

das capsulas de copolimeros de silicone, desenvolvidas pela empresa Microcapsules of Techonologies,



que permitem encapsular retinol, diidroxiacerona, éleos naturais, entre outros e das microcapsulas
Sphera, desenvolvidas pela empresa Natural Odours and Polymers, que permitem a libertacdo de
vitaminas, oleos essenciais e fragrancias na forma de po fino, para cosméticos e higiene pessoal. A
tecnologia desenvolvida pela empresa Materium, voltada para a producao de microesferas de silica, com
a capacidade de encapsular diferentes agentes ativos, para libertacdo prolongada em cosméticos e

perfumes, surge como outro exemplo [6].
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Figura 2 - Distribuicao da incidéncia da estratégia tecnologica de encapsulagdo nos produtos do mercado no ano de 2021,

adaptado da referéncia [3].

A industria de alimentos e bebidas representou 8,0% do mercado de encapsulacdo em 2021,
devido a necessidade de implementacao de ingredientes funcionais, para melhorar as propriedades
como o sabor, odor, cor e textura dos produtos e prolongar o tempo de vida util dos mesmos [3, 4].
Desse modo, os agentes ativos aplicados na industria alimentar incluem vitaminas, enzimas,
aromatizantes, minerais e conservantes, com o intuito de produzir produtos alimentares funcionalizados
e com mais nutrientes. Por exemplo, a encapsulacdo de agentes acidulantes, pode aumentar a vida util
de sabores citricos e de alimentos ricos em amido, enquanto a encapsulacao de acido latico e citrico,
permitem realcar o sabor de carnes curadas sem que estes reajam com os alimentos. Os adocantes sdo
degradados pela temperatura e humidade, pelo que a solucao passa pela encapsulacdo do aspartame,
de forma a protegé-lo contra as altas temperaturas e permitir a sua libertacdo lenta em produtos como

pastilhas elasticas. Vitaminas e minerais sao geralmente encapsulados e incorporados em cereais,



produtos lacteos e alimentos para animais de forma a evitar sabores desagradaveis e aumentar a
estabilidade destes [7]. Produtos alimentares como carnes, laticinios, sumos, entre outros, podem ser
funcionalizados pela adicdo de microcapsulas probiéticas resultando, como nos casos anteriores, numa
valorizacao do produto no mercado [5].

Na mesma tendéncia da industria alimentar, o crescente interesse por produtos bioldgicos na
area da agricultura, incentiva a aplicacao da tecnologia de encapsulacao para a producao de capsulas
biologicas. Nesse sentido, a encapsulacao de substancias bioativas como 6leos essenciais, extratos
vegetais e metabolitos fungicos na producdo de bioinsecticidas, biofungicidas, bioherbicidas e
biofertilizantes ¢ uma estratégia promissora, com uma representacéo de 3,4% no ano de 2021 [8].

Relativamente a aplicabilidade da tecnologia de encapsulacao na industria da construcéo, €
esperada uma expansdo de 3,6% da taxa de crescimento anual composta até ao ano de 2030, devido
ao crescente interesse por materiais de construcdo com agentes ativos microencapsulados. Entre estes
surgem os retardantes de chama, 6leos minerais, surfactantes, poliuretano, agentes antimicrobianos e
materiais termocrémicos [3].

A estratégia tecnologica de microencapsulacao também se revela muito promissora na industria
téxtil, com uma representacao de 7,0%, pela possibilidade de incorporacao de novas propriedades nos
produtos através da aplicacao de agentes adicionais como fragrancias, corantes, repelentes de insetos,
materiais antimicrobianos ou materiais que armazenam/libertam calor (Phase-change materials (PCMs))
[9]. Como exemplo, surgem os produtos téxteis com sistema de controlo de temperatura, cuja principal
caracteristica reside na capacidade de mudar o seu estado de agregacao dentro de uma gama de
temperatura limitada, absorvendo ou expelindo calor. Para isso, sdo utilizados materiais de mudanca de
fase, sendo 0 mais adequado para utilizacao a nivel téxtil, as parafinas encapsuladas em microparticulas.
Um outro exemplo, sdo os téxteis com microcapsulas integradas com a capacidade de aumentar o fator
de protecao solar e protecdo antioxidante, pela incorporacdo de protetores solares e vitamina E,
respetivamente. A encapsulacao dos agentes referidos, permite aumentar a estabilidade dos mesmos e
controlar a sua libertacao. Microcapsulas com substancias termocrémicas (substancias que mudam de
cor por acdo da temperatura) sdo exemplo da aplicabilidade da tecnologia de encapsulacdo na
estampagem de produtos téxteis, bem como as microcapsulas com aromas e 6leos essenciais, que
permitem a libertacdo controlada e por periodos mais longos das fragrancias. Finalmente, a aplicacéo
de microcapsulas com antibiéticos/anti-inflamatorios em ligaduras/compressas médicas e tecidos com
retardantes de chama microencapsulados sao outros dois exemplos da aplicabilidade da estratégia

tecnoldgica de encapsulacao na area téxtil [9].



2. Objetivo

O objetivo deste trabalho consistiu no desenvolvimento de capsulas funcionais baseadas em
sistemas biologicos e implementacao de novas metodologias de analise e caracterizacdo do /oading dos
agentes ativos utilizados, e seu perfil de libertacdo dos sistemas encapsulados, quando presentes na
forma de po, ou incorporados em substratos funcionalizados.

Numa primeira fase do trabalho, procedeu-se a sintese de capsulas, contendo 6leos essenciais
e vegetais, selecionando diferentes polimeros como material de revestimento. Para tal, recorreu-se a
varios métodos de encapsulacao, com o objetivo de perceber o impacto das diferentes metodologias nas
propriedades das capsulas e no /oading e eficiéncia de encapsulacdo. A segunda fase, consistiu na
analise e caracterizacdo quimica, térmica e morfoldgica dos sistemas encapsulados, bem como no
estudo dos perfis de libertacdo dos agentes ativos nas capsulas ao longo do tempo. Numa terceira fase,
procedeu-se a integracao dos sistemas encapsulados em formulacdes poliméricas de base aquosa para
revestimento, com o objetivo de funcionalizar substratos téxteis de algoddo. Numa fase final, realizou-se
a caracterizacdo e validacdo dos substratos funcionalizados, de forma a perceber a influéncia dos

mesmos e da formulacdo de acabamento, na libertacdo dos agentes ativos.



3. Introducao

Durante os ultimos anos, a estratégia tecnologica de encapsulacao tem despertado interesse na
comunidade cientifica, pela capacidade de otimizacado e preservacdo das propriedades dos agentes
ativos, o que justifica a sua evolucdo e aplicacdo em areas tao diversas como a biomedicina, fisica,

guimica, engenharia de materiais, entre outras [10, 11].

3.1. Encapsulacao

A micro e a nanoencapsulacao, surgem como estratégias tecnoldgicas utilizadas, a escala
micrométrica e nanomeétrica, respetivamente, com o intuito de proteger e preservar as propriedades
quimicas, fisicas e bioldgicas de substancias ativas. Estas podem ser substancias bioativas, volateis e
facilmente degradaveis e, através de um revestimento externo, é possivel preservar a estabilidade dessas
substancias, bem como permitir a sua libertacdo controlada e sob condicdes pré-estabelecidas [12].
Deste modo, o composto encapsulado é normalmente designado de material revestido ou encapsulado,
material do nucleo, agente ativo ou fase interna. O material usado como membrana externa protetora é
normalmente designado de material de revestimento, capsula, membrana transportadora ou fase externa
[13]. Este ultimo é geralmente constituido por polissacarideos ou seus derivados, proteinas, lipidos ou
polimeros sintéticos, para formar uma matriz ou invélucro em torno do agente a encapsular. A selecao
do material que constitui o revestimento esta intrinsecamente associada a natureza do agente ativo, ao
processo de encapsulacdo e a aplicacdo final do produto [13]. Deste modo, as capsulas podem

apresentar diferentes morfologias, dependendo do nimero de nucleos e do processo de deposicdo do

material de revestimento (Fig. 3).

Figura 3 - Representacéo esquematica de morfologias de capsulas: a) mononuclear, b) polinuclear, c) muiti-shelle d) matriz,
adaptada da referéncia [14].

Neste seguimento, surgem as capsulas mononucleares (a), com apenas um nucleo revestido
pela camada externa, as capsulas polinucleares (b), que compreendem varios nucleos e as capsulas

com mais do que uma camada externa, designadas de muiti-shell (c). Para além dos exemplos referidos,



existe o sistema matricial (d), no qual o material interno se encontra distribuido uniformemente por toda
a fase externa. A escolha da morfologia é dependente da natureza do agente ativo e do produto no qual

sera incorporado [11].

3.2. Agentes ativos

A micro e nanoencapsulacao permitem o aprisionamento de agentes ativos no interior de um
material de revestimento, dando origem as micro e nanocapsulas. Esses agentes ativos podem incluir
nutrientes, como vitaminas e minerais, enzimas, probidticos, o6leos essenciais, antioxidantes,
conservantes, fertilizantes, pesticidas, produtos farmacéuticos, entre outros [11].

Os oleos essenciais sdo misturas naturais, volateis e hidrofobicas provenientes de plantas e
constituem uma fonte de diferentes compostos bioativos, como por exemplo, terpenos ou terpenodides e
compostos fenolicos. Estes 6leos exibem um odor intenso e apresentam propriedades antimicrobianas,
antioxidantes e anti-inflamatorias [15, 16]. Por este motivo, o interesse em dleos essenciais emergiu
como consequéncia da aplicabilidade das suas propriedades intrinsecas em areas como a medicina, a
industria téxtil e alimentar [17]. No entanto, os 6leos essenciais s@o compostos muito suscetiveis a
degradacao e volatilizacao quando expostos a fatores ambientais, tais como a luz, o calor e a humidade.
Por esse motivo, a encapsulacao surge como uma estratégia tecnologica poderosa, que permite proteger
0s 6leos essenciais de fatores externos e, consequentemente evitar a degradacao destes, bem como,
promover a sua libertacéo controlada.

Os oleos vegetais sao substancias geralmente provenientes a partir de sementes das plantas,
constituidos maioritariamente por triglicerideos e quimicamente mais estaveis em comparacdo com 0s
oleos essenciais. Os oleos vegetais possuem diversas propriedades funcionais, tais como, capacidade
antioxidante, anti-inflamatdria e antimicrobiana, devido aos compostos presentes em menor
percentagem na sua constituicdo como os tocoferois, esterois, pigmentos, vitaminas e acidos gordos
livres [18, 19].

A encapsulacéo dos 6leos essenciais e vegetais, possibilita a preparacao de novos materiais com
caracteristicas inovadoras, inerentes as propriedades intrinsecas dos agentes ativos selecionados [15,

20, 21].



3.2.1. Oleo essencial de eucalipto

0 oleo essencial de eucalipto é oriundo de diferentes espécies do género Eucalyptus. Este é
constituido principalmente por um composto designado por eucaliptol (1,8-cineol), um terpeno
monociclico com uma ponte de éter entre os carbonos 1 e 8, e em menor percentagem por compostos
com grupos éter, alcool, aldeido e cetona, como o citronelal, citronelol, ciclohexanol, o-pineno, metil

eugenol, linalol, entre outros (Fig. 4).

CHs
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Figura 4 - Estrutura quimica do principal composto do dleo essencial de eucalipto, o eucaliptol (1,8-cineol), adaptado da
referéncia [22].

Dependendo da espécie do género Eucalyptus a considerar, os constituintes presentes e a
proporcdo destes pode variar. O o6leo essencial de eucalipto tem sido amplamente utilizado na éarea
alimentar, farmacéutica, da perfumaria e cosmética, devido a sua atividade antimicrobiana e antissética
inerente. No entanto, devido a volatilidade dos componentes do 6leo essencial de eucalipto, a sua vida
util e eficiéncia vém-se reduzidas, principalmente quando em contacto com os fatores ambientais. Deste
modo, a encapsulacao do 6leo essencial de eucalipto surge como um excelente método para solucionar

e ultrapassar as questdes referidas [22, 23].

3.2.2. Vitamina E

A vitamina E é o principal antioxidante natural lipossoluvel, sendo constituida por um grupo de
oito compostos soluveis em gordura, que incluem quatro tocoferois e quatro tocotriendis (Fig. 5Figura b)
[24]. A vitamina E possui a capacidade de proteger os tecidos da radiacao ultravioleta (UV), retardando
o fotoenvelhecimento e proporcionando um efeito hidratante. Devido as suas propriedades antioxidantes
e anti-inflamatorias, tem sido amplamente utilizada em areas como a industria alimentar, farmacéutica
e cosmética. No entanto, por se tratar de um composto relativamente instavel e sensivel a fatores
externos, como as altas temperaturas, a presenca de oxigénio e luz, a encapsulacao da vitamina E revela

ser uma metodologia eficaz na protecao e armazenamento deste agente ativo [25].
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Figura 5 - Estrutura quimica dos tocoferois e tocotriensis do grupo da vitamina E, adaptado da referéncia [26].

3.3. Sistemas biolégicos de encapsulacao

Como foi referido anteriormente, o revestimento externo utilizado na encapsulacao, pode ser
constituido por polimeros sintéticos ou naturais, sendo que estes Ultimos revelam um maior interesse,
devido as suas caracteristicas de biodegradabilidade e biocompatibilidade [20]. Deste modo, polimeros
biodegradaveis provenientes de fontes renovaveis e sistemas de base bioldgica tém sido utilizados como
uma alternativa promissora aos polimeros sintéticos [21]. Exemplos destes sistemas sdo os derivados

de celulose, os acidos gordos, o quitosano e o acido polilatico (PLA).

3.3.1. Quitosano

0O quitosano é o segundo biopolimero mais abundante no mundo e muito utilizado na
encapsulacdao de oleos essenciais, devido as suas caracteristicas de biodegradabilidade,
biocompatibilidade e disponibilidade [27, 28]. Trata-se de um polissacarideo catiénico natural derivado

da quitina por desacetilacéo (Fig. 6).
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Figura 6 - Estrutura quimica do quitosano, em que n representa o nimero de repeticées da unidade estrutural delimitada
entre paréntesis retos, adaptado da referéncia [29].



0 quitosano, sendo um biopolimero, apresenta-se como um material apropriado para a formacéao
da parede de capsulas, pela sua capacidade de formar redes estruturais densas e ainda por apresentar
atividade antimicrobiana [29]. Para além disso, o quitosano é um polimero de elevado interesse, devido
a sua sensibilidade ao pH, uma vez que apresenta uma alta solubilidade a pH acido, o que ja nao
acontece a pH neutro ou alcalino. A pH baixo, os grupos amino da cadeia lateral do quitosano sdo
propensos a protonacado, mantendo a cadeia numa conformacao aberta, que por sua vez, permite a
difusdo do agente encapsulado. A libertacdo dos agentes ativos encapsulados na matriz de quitosano
também pode ser controlada pela temperatura, uma vez que, os poros da parede de quitosano podem
encolher ou fechar quando aquecidos [30]. Deste modo, o quitosano é considerado ideal para a
encapsulacao de 6leos essenciais, bem como para a sua posterior libertacao controlada por variacao do
pH ou da temperatura [27, 28].

Nos ultimos anos, varios estudos tém vindo a ser realizados com o proposito de encapsular 6leos

essenciais, utilizando o quitosano como polimero de revestimento (Tabela 1).

Tabela 1 - Exemplos de agentes ativos encapsulados com quitosano como material de revestimento.

Agente ativo Método de Tamanho de Eficiéncia de Capacidade de  Referéncia
encapsulacao particulas (nm)  encapsulacio (%) loading (%)
Ocimum Emulsificacao-

198,7 - 373,4 50,39 - 51,3 7,22 -19,78 [33]
basilicum gelificacdo ionica

Emulsificacao-
Cha verde 20 - 60 78 - 82 22,2 [15]
gelificacdo ionica

= Emulsificacao-
Hortela 20 - 60 22 - 81 23,1 [15]
pimenta gelificacao ionica

Emulsificacao-
Cravo 223 - 444 55,8 -73,4 - [32]
gelificacdo ionica

Hortela Emulsificacao-
<563,3 64 -70 12,3-139 [34]
pimenta gelificacao ionica
Coacervacao
Vitamina E (6,85 + 0,21)x10¢ 73,17 + 0,64 - [25]
complexa
Limoneno Coacervacao (2,0 - 12,0)x10¢ - - [35]
Citronela Coacervacao (225 + 24)x10¢ 94,7 - 98,2 - [36]
Manjericao Dupla emulsao (5,06-5,83)x102 - - [29]
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Até ao momento, diferentes 6leos essenciais, como por exemplo, os éleos de horteld-pimenta,
cha-verde, manijericdo e cravinho, foram encapsulados usando o quitosano como matriz de revestimento.
Nestes estudos, sdao mencionados mecanismos de nanoencapsulacao dos 0leos essenciais
anteriormente referidos através da gelificacdo iénica, bem como microencapsulacdo de limoneno,

vitamina E e citronela, por coacervacdo [15, 25, 31, 32, 33].

3.3.2. Celulose e derivados
A celulose é um polissacarideo de cadeia longa, composto por unidades de glicose (Fig. 7). Por
ser considerado o recurso verde mais abundante e devido a sua biodegradabilidade, auséncia de
toxicidade e facilidade de introducdo de novos grupos funcionais na sua estrutura, a celulose e o0s seus
derivados surgem como material de revestimento com elevado potencial. Dentro dos derivados de
celulose, os mais utilizados na encapsulacdo de 6leos essenciais sao a etilcelulose, metilcelulose e

acetato de celulose [10, 37, 38, 39].
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n
Derivados de celulose Grupos R
Celulose H
Metilcelulose H ou CH,
Etilcelulose H ou CH.CH.
Acetato de celulose H ou (C=0)CH.

Figura 7 - Estrutura quimica da celulose, em que n representa o numero de repeti¢cées da unidade estrutural, delimitada
pelos paréntesis retos, adaptado da referéncia [40].

A etilcelulose é um polissacarideo linear derivado da celulose, em que o hidrogénio dos grupos
hidroxilo nas unidades de glicose sao substituidos por grupos etilo. Esta alteracdo permite a obtencao
de um polimero com caracteristicas mais hidrofobicas e mais compativel com solventes organicos [41].
Atualmente, varios estudos relatam a aplicacao de etilcelulose como matriz polimérica na encapsulacao

de oleos essenciais e vegetais (Tabela 2). Os ¢leos de colza e de linhaca, por exemplo, sao encapsulados
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em microcapsulas de etilcelulose, através do método de emulsao por evaporacao de solvente e o 6leo

de lima e de alecrim sdo encapsulados pelo o0 método de coacervacdo [37, 38].

Tabela 2 - Exemplos de agentes ativos encapsulados com derivados de celulose como material de revestimento.

Método de Tamanho de Eficiéncia de Capacidade de  Referéncia
Agente ativo
encapsulacao particulas (nm)  encapsulacao (%) loading (%)
Evaporacao de
Colza (10-50)x10: 85 -89 - [38]
solvente

Evaporacao de

Linhaca conente (10-50)x10: 85 -89 - [38]
Timol Nanoprecipitacao 420,0 £ 118,6 77 43,53 [39]
Alecrim Coacervacao (10 - 90)x10¢ - 30 [42]
Lima Coacervacao (39 - 104)x10: 14 - [37]

A metilcelulose é outra macromolécula derivada da celulose que, a semelhanca da etilcelulose,
possui caracteristicas de biodegradabilidade e auséncia de toxicidade. Nanocapsulas de metilcelulose e
etilcelulose 1:1 (m/m) foram utilizadas na encapsulacéo de cinco compostos, através do método de
nanoprecipitacéo. O carvacrol, a citronela, o eugenol, o terpinen-4-ol e o timol foram encapsulados, com
o intuito de avaliar as capacidades antimicrobianas de cada composto [39].

O acetato de celulose é um outro derivado obtido através da acetilacdo da celulose, quando esta
¢ colocada a reagir com acido acético e anidrido acético na presenca de acido sulfurico como catalisador
[10]. Varios estudos tém sido realizados usando acetato de celulose como material de revestimento para

encapsulacao dos oleos de erva-principe, horteld-pimenta e canela [10, 17].

3.3.3. Acido polilatico
0 4cido polilatico (PLA) é um poliéster alifatico linear obtido a partir de monomeros de acido
latico, um acido organico de origem biologica produzido através do amido (Fig. 8). Deste modo, o PLA
surge como outro material de grande interesse na encapsulacao de 6leos essenciais por ser um polimero

biodegradavel e biocompativel [21, 43].
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Figura 8 - Estrutura quimica do PLA, em que n representa o numero de repeticdes da unidade estrutural, delimitada pelos
paréntesis retos, adaptado da referéncia [50].

Varios sao os estudos que descrevem a aplicacao de PLA na encapsulacao de o6leos essenciais

e outras substancias através de métodos distintos (Tabela 3).

Tabela 3 - Exemplos de agentes ativos encapsulados com derivados de PLA como material de revestimento.

Agente ativo Método de Tamanho de Eficiéncia de Capacidade Referéncia
encapsulacao particulas (nm)  encapsulacdo (%) de Joading (%)
Timol,
eugenol e Coacervacao (0,7 - 1,7)x10¢ 66,5 - 84,8 - [44]
carvacrol
Tomilho Coacervacao 40x10¢ 65 [45, 46]
Evaporacéo de
Azoxistrobina (50 - 90)x10¢ 76,1- 86,5 - [47]
solvente
Tocoferol Nanoprecipitacéo 200-220 69 14,7 [51]
Carotenoides Nanoprecipitacao 1717 £ 17,3 83,6 — 88,6 - [49]
Deposicéo
Capim limao 113,6 + 60,3 99 47,7 - 64,4 [52]
interfacial

0 ¢leo essencial de tomilho, o composto fendlico eugenol e os terpenos timol e carvacrol foram

encapsulados utilizando a técnica de coacervacao, tendo-se obtido microcapsulas em todos os casos

[44, 45, 46]. Para além de 6leos essenciais, outro tipo de compostos sao passiveis de ser encapsulados

utilizando o PLA, como por exemplo o composto fungicida azoxistrobina, encapsulado utilizando a técnica

de evaporacao de solvente e a vitamina E e os carotenoides, encapsulados através do método de

nanoprecipitacao [47, 48, 49].
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3.3.4. Acidos gordos

Os acidos gordos de cadeia longa saturada tém sido aplicados na industria farmacéutica como
potenciais materiais a implementar no desenvolvimento de sistema de libertacdo de farmacos.

0 éacido tetradecanoico, também designado de acido miristico, € um acido gordo constituido por
uma cadeia de hidrocarbonetos longa e saturada (14:0), com formula molecular CH;(CH,),,COOH (Fig.
9). Este é muito utilizado em inimeras aplicacdes na industria farmacéutica e alimentar, por se tratar

de um composto abundante, ndo toxico e biocompativel [53].

@)

/\/\/\/\/\A)J\OH

Figura 9 - Estrutura quimica do acido miristico, adaptado da referéncia [56].

0 acido miristico apresenta uma maior solubilidade em pH alcalino do que em pH acido, devido
a ionizacao do grupo acido carboxilico. Com base nesta propriedade, o seu potencial para encapsular é
promissor e pode ser utilizado no desenvolvimento de novas formulacdes e de métodos de libertacao
controlada por estimulo do pH. Em estudos anteriores, o acido miristico foi utilizado como material de
revestimento na area farmacéutica, para permitir a protecdo e libertacdo controlada da proteina
hemoglobina bovina encapsulada e de um antigénio. A diferenca de solubilidade do material de
revestimento, permitiu proteger o material ativo do meio gastrico (pH 1,2), devido a baixa solubilidade
do acido miristico em condicdes acidas e promover a libertacao da proteina no meio intestinal, em pH
alcalino (pH 8,8) [53, b54]. Para além da sensibilidade ao pH, o acido miristico revela um interesse
acrescido devido ao seu baixo ponto de fusdo (53,6 °C) que o torna sensivel a temperatura, podendo
ser responsivo também a este estimulo [55].

Este acido gordo foi utilizado como material de revestimento em estudos de libertacdo da
proteina hemoglobina bovina e de um antigénio recombinante adsorvido em esferas de silica, através do
método de evaporacdo de solvente [53, 54]. O acido miristico, juntamente com o quitosano, foram
aplicados como materiais de revestimento em estudos de encapsulacao dos 6leos essenciais de cravo e

cominho [57, 58].
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3.4. Métodos de encapsulacao

Existem descritos na literatura varios processos de encapsulacao de 6leos essenciais. Estes
podem ser classificados como métodos fisicos, quimicos ou fisico-quimicos (Tabela 4) [8, 38].
Idealmente, o método de encapsulacido deve ser simples, rapido e reprodutivel. O método a aplicar
depende das caracteristicas fisico-quimicas do agente ativo e do material encapsulante, assim como de
outros fatores como o tamanho e a forma de particula, a aplicacao final, o mecanismo de libertacéo e o

custo de producéo [1, 2].

Tabela 4 - Métodos de encapsulacéo [1, 8].

Métodos fisicos spray arying, liofilizacéo, extrusao, eletrofiacao
Métodos quimicos polimerizacdo /n situ, polimerizacao interfacial
Métodos fisico-quimicos coacervacdo, nanoprecipitacdo,  gelificacdo  ionica,

emulsificacéo seguida de evaporacao de solvente

De seguida, serao descritos em maior detalhe os procedimentos de encapsulacdo mais

relevantes no desenvolvimento do presente trabalho.

3.4.1. Emulsificacao seguida de evaporacao de solvente
0 método de evaporacao de solvente consiste em duas fases distintas: a emulsao entre a fase

organica e a fase aquosa e a remocao do solvente por evaporacao (Fig. 10).

Agente Polimero %
\ /— Solvente

ativo
"y"/_ organico F?se
G Fase continua dispersa
QO
0800000,
(1) @) “) “

Figura 10 - Representacdo esquematica de encapsulacdo pelo método de evaporacédo de solvente, através de emulséo
simples (O/W): (1) dissolucao do agente ativo num solvente orgénico contendo o polimero previamente dissolvido; (2) emulséo
da fase organica, designada fase dispersa, numa fase aquosa, designada fase continua; (3) evaporacdo do solvente e
transformacéo das goticulas da fase dispersa em particulas solidas; (4) recuperacao e secagem das particulas, adaptada da
referéncia [59].
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Numa primeira fase, o material encapsulante é dissolvido num solvente organico imiscivel em
agua, como por exemplo, o diclorometano, o cloroformio ou o acetato de etilo. De seguida, o agente ativo
¢ dissolvido na solucdo polimérica, preparada no passo anterior, e é formada a fase organica da emulsao.
A fase orgéanica é posteriormente dispersa numa fase aquosa, geralmente agua ou solucdes aquosas
acidas, e da-se a formacao de pequenas goticulas na emulséo 6lec-em-agua (O/W). Com a remocéo do
solvente organico por evaporacdo através do fornecimento de calor e/ou de aplicacdo de baixas
pressdes, as micelas resultantes da emulsao solidificam e d&do origem as particulas com o agente ativo
encapsulado [47].

No caso anterior, a primeira etapa consiste numa emulsao simples, em que existem apenas
duas fases distintas obtidas num sé passo. Estas podem ser classificadas segundo o liquido que forma
a fase continua, sendo estas designadas por emulsao 6lec-em-agua (O/W) ou de emulsédo agua-em-6leo
(W/0). Desta forma, quando a fase continua é a solucdo aquosa, a emulsdo é designada de (O/W) e
possui gotas de dleo dispersas em agua. Contrariamente ao caso anterior, quando a fase continua é a
solucao oleosa, a emulsdo recebe a designacao de (W/0) e possui gotas de agua dispersas em 6leo. No
entanto, existem outros tipos de emulsdes que podem ser classificadas atendendo ao numero de

emulsdes existentes, podendo ser simples ou mdltiplas (Fig. 11) [60].
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Figura 11 - Tipos de emulsdes presentes num sistema composto por 6leo e agua: a) emulsdo simples 6leo-em-agua (O/W),
b) emulsdo simples agua-em-oleo (W/0), c) emulsdo multipla (W/O/W) e d) emulsdo multipla (O/W/0), adaptada da
referéncia [60].

Recentemente, a técnica de emulsdo multipla, tem recebido bastante destaque em varias
aplicacdes, por permitir um melhor controlo na libertacdo do agente ativo e na sintese de capsulas com
multiplas camadas. O método de emulsao multipla 6leo-em-agua-em-oleo (O/W/Q) consiste na sintese

de microcapsulas em dois passos, primeiramente da-se a dispersao do 6leo essencial numa solucao
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aquosa, que conduz a uma emulsao o6lec-em-agua (O/W) e numa segunda fase, a emulsao (O/W) é
dispersa numa solucéo oleosa levando a producédo de uma emulsdo 6leo-em-agua-em-oleo (O/W/0),
com posterior formacdo das capsulas [61, 62]. No caso da emulsdo multipla agua-em-6lec-em-agua
(W/0/W) sucede o inverso, em que primeiramente é adicionada a fase aquosa a um meio oleoso para
permitir a formacdo da emulsdo agua-em-oleo (W/0), seguida da dispersdo da emulsdo numa fase
aquosa externa [63].

Durante o processo de emulsdo é muitas vezes adicionado um surfactante a solucdo, como
agente estabilizador. Os surfactantes sdo moléculas que, devido a sua estrutura quimica, possuem um
caracter anfifilico, uma vez que apresentam um grupo alquil longo de caracter hidrofébico e um grupo
polar, por vezes com um grupo iénico, de caracter altamente hidrofilico. Estas moléculas desempenham
um papel importante na sintese de capsulas através da técnica de evaporacao de solvente, uma vez que
facilita a preparacdo da emulsao, mantendo-a estavel e minimizando a tendéncia de coalescéncia das
micelas formadas, pela reducdo da tensdo interfacial entre as fases. Adicionalmente, atendendo as
caracteristicas quimicas de cada surfactante, estes influenciam o tamanho das particulas obtidas, devido
ao racio das componentes polar e apolar de cada surfactante. Os surfactantes sao caracterizados pelo
numero de equilibrio hidrofilico-lipofilico (HLB), que pode estar compreendido entre 1-20. Os surfactantes
com um numero de HLB entre 3 e 6, geralmente, os ésteres de glicerol, ésteres de acido gordo de
propileno glicol, ésteres de poliglicerol e ésteres de acido gordo de sorbitol, sdo mais apropriados para
estabilizar emulsdes W/0, e aqueles com um numero de HLB entre 8 e 16, geralmente proteinas,
fosfolipidos, sais de potassio e sddio e alginatos, promovem a estabilidade de emulsdées O/W [45, 64].
Deste modo, o valor de HLB do surfactante usado na sintese tem um impacto no tamanho das particulas
e, geralmente, quanto menor o valor de HLB, menor o tamanho da particula [62, 64]. Na sintese de
microcapsulas, os surfactantes mais usualmente aplicados sao o tween (8, 20, 40 e 80), span (20, 80
e 85), dodecil sulfato de sodio (SDS), alcool polivinilico (PVA), entre outros [31].

Por vezes, é referido o recurso a sistemas de surfactante e co-surfactante de forma a melhorar
a estabilidade das emulsoes. O co-surfactante € um composto com caracteristicas estruturais anfifilicas,
com uma cadeia hidrofobica curta a média e um pequeno grupo hidrofilico terminal (geralmente um
grupo hidroxilo caracteristico dos alcoois). Quando usados em combinacéo, o complexo surfactante e co-
surfactante possibilita a diminuicao da tensao interfacial na emulsdo, o que resulta na reducdo do
tamanho de particulas [65]. Um exemplo de combinacao de surfactantes é o sistema dodecil sulfato de
sodio/ polietilenoglicol (SDS/PEG). Devido a interacao iao-dipolo entre as duas moléculas (Fig. 12), da-

se a criacao de uma sinergia entre o SDS e o PEG, que por sua vez permite reduzir a tensao interfacial
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e, consequentemente, diminuir o tamanho das goticulas na emulsdo [66]. Deste modo, a selecdo do
surfactante & um fator importante na preparacdo de emulsdes, para permitir o controlo das goticulas e

a estabilizacao da emulsao.

il

Figura 12 - Representacdo esquematica da interacéo entre o sistema de surfactante e co-surfactante (SDS/PEG), adaptado
da referéncia [67].

3.4.2. Coacervacao

A coacervacao & um processo de encapsulacao simples e muito utilizado com elevada eficiéncia
de encapsulacdo [11]. Este baseia-se no fenomeno de dessolvatacao do polimero da sua solucao
polimérica, dando origem a uma separacao de fases em meio liquido, em que uma fase contém
polimero, o0 coacervato, e a outra fase nao. Posteriormente, o coacervato é depositado sobre o composto
ativo, que se encontra suspenso ou emulsificado na fase sem polimero, dando origem as capsulas. Deste
modo, a coacervacao pode ser resumida em trés etapas principais: a formacao de uma emulsao pela
preparacdo de fases imisciveis na mistura (agente ativo e a fase liquida continua); a formacao do
revestimento pela deposicdo de uma camada de agente encapsulante ao redor do composto ativo, em
resultado da mudanca de pH, forca idnica ou temperatura e a solidificacdo das capsulas através do
auxilio de técnicas de aquecimento, dessolvatacao ou reticulacao.

As técnicas de coacervacao sao divididas em dois grupos principais: organica e aquosa. A
coacervacao em fase aquosa permite encapsular materiais insoluveis em agua, enquanto a coacervacao
em fase organica é usada para encapsulacao de materiais hidrossoltveis [1, 68]. Para além disso, o
processo de coacervacao em fase aquosa pode ser classificado como simples ou complexo, atendendo
ao numero de biopolimeros empregues no processo e ao mecanismo de separacao de fases envolvido
[1, 31].

No caso da coacervacdo simples, apenas um biopolimero é aplicado e o processo de
dessolvatacao pode ser induzido por alteracao da temperatura, por modificacdo do pH, por adicdo de
um sal ou de um anti-solvente. O processo de coacervacdo simples pode ser dividido em trés etapas:

numa primeira fase da-se a suspensao do agente ativo na solucao polimérica (A), seguida da inducdo da
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dessolvatacao do polimero, com consequente formacao de um sistema trifasico, que consiste no agente
ativo disperso na fase liquida continua e o coacervato (B). Posteriormente, da-se a deposicao do
coacervato em redor do agente ativo (C) e, por ultimo, a solidificacdo da parede da microcapsula (D)

(Fig. 13) [69].
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Figura 13 - Representacdo esquematica de encapsulacao pelo método de coacervacédo simples, adaptado da referéncia
[69].

A separacao de fases induzida por alteracado de temperatura requer que o polimero seja soltvel
num solvente a uma certa temperatura e, com a alteracéo desta, se torne insoluvel resultando na
precipitacdo do polimero. Este método é aplicavel apenas a principios ativos termoestaveis [70]. No caso
de adicao do sal, da-se o processo de sa/ting out pela acao de eletrolitos, como por exemplo o sulfato de
sddio, que permite a precipitacdo do polimero pelo aumento da forca i6nica da fase aquosa provocando
a diminuicao da solubilidade do polimero. Outro processo consiste na dessolvatacao do biopolimero pela
adicdo de um anti-solvente, no qual o polimero nao seja soltvel e que seja miscivel em agua, como é o
caso da acetona, etanol ou metanol [69, 70]. Estas condicoes favorecem as interacdes macromolécula-
macromolécula em detrimento das interacdes macromolécula-solvente, permitindo a formacao das
capsulas [1, 31]. O fendmeno de dessolvatacao do polimero por alteracao de pH é maioritariamente
aplicado no processo de coacervacdo complexa. No entanto, na literatura surgem alguns exemplos de
aplicacao deste método de precipitacdo do polimero no procedimento de coacervacao simples. O método
envolve a dissolucdo do agente ativo numa solucdo polimérica, seguida da precipitacdo gradual do
polimero, cuja solubilidade depende do valor de pH. Deste modo, pela alteracédo do pH da solucéo, o
polimero tende a tornar-se insoluvel e precipita, dando origem as duas fases [71].

A coacervacdo complexa envolve a presenca de pelos menos dois polimeros de cargas opostas
(Fig. 14). Numa primeira fase, da-se a emulsificacdo do 6leo a encapsular numa solucao aquosa que
contém os dois biopolimeros de cargas opostas a uma temperatura e pH especificos, geralmente acima
da temperatura de gelificacdo e do ponto isoelétrico, respetivamente (1). Posteriormente, da-se a

separacao da fase liquida pobre em polimero da fase rica em polimeros insoltveis, como resultado da
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atracdo electroestatica entre ambas, potenciada pelo ajuste de pH (2). De seguida, da-se a deposicao
da fase coacervada ao redor do agente ativo, que se encontra suspenso no mesmo meio reacional,
formando uma camada uniforme e originado as capsulas (3). Numa ultima fase, ocorre a solidificacao

das paredes das capsulas através da adicdo de agentes de reticulacédo (4) [1, 31].
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Figura 14 - Representacao esquematica de encapsulacdo pelo método de coacervacdo complexa, adaptado da referéncia
[31].

No entanto, o processo geral de coacervacao nao é linear e, atendendo ao polimero utilizado
para formacao da capsula, nem sempre sao necessarias as trés etapas referidas anteriormente. Deste
modo, a adicao de reagentes adicionais, como reticulantes e surfactantes, a alteracdo das condicdes do
meio reacional e 0 numero de etapas necessarias no processo de coacervacao vai estar dependente das

caracteristicas do polimero selecionado e da facilidade deste para formar membranas.

3.4.3. Gelificacao ionica

A técnica de gelificacdo idnica ¢ um método utilizado na sintese de capsulas baseado em
interacoes eletrostaticas entre ibes com cargas opostas. Geralmente, sdo utilizados polimeros de
quitosano ou alginato, por se tratarem de polimeros iénicos, juntamente com um ido reticulador. O
polianido mais utilizado para reticulacdo na técnica de gelificacdo idnica é o tripolifosfato (TPP), uma vez
gue nao é toxico. No caso do quitosano, devido a elevada protonacao dos grupos amina, quando este se
encontra na presenca de um agente anionico, como o TPP, as cargas opostas resultam em reticulacdes
e permitem a sintese de capsulas de quitosano (Fig. 15). As propriedades das capsulas podem diferir
consoante as proporcdes de polimero e agente reticulante usados na reacao. A gelificacdo ionica trata-
se de um meétodo de encapsulacao de elevado interesse por ser de facil execucao e nao exigir condicoes

severas nem solventes agressivos [72, 73, 74].
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Figura 15 - Representacdo esquematica de encapsulacéo pelo método de gelificacao idnica, adaptado da referéncia [15].

3.4.4. lLiofilizacao

A liofilizacdo é uma técnica de micro e nanoencapsulacao frequentemente utilizada, que consiste
num processo de desidratacao por sublimacéo para converter os 6leos essenciais encapsulados em po
(Fig. 16). Esta conversdo, por vezes, é vantajosa para facilitar o manuseamento, armazenamento e
transporte. A técnica de liofilizacdo envolve trés etapas principais, em que na primeira ocorre a producdo
da solucao que contém o agente ativo e o material encapsulante, na segunda etapa a suspensao
preparada é congelada, seguida da terceira etapa, em que se da a remocao da agua e do solvente
organico (caso utilizado) por sublimacdo, com vacuo. Apesar de a sua execucdo ser simples, a

encapsulacdo por liofilizacdo € um método demorado e de custo elevado [11, 75].
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Figura 16 - Representacdo esquematica de encapsulacao pelo método de liofilizagao, adaptado da referéncia [76].
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3.5. Mecanismos de libertacao

Como referido anteriormente, o perfil de libertacdo de um agente ativo ¢ um fator crucial no
desenvolvimento de produtos com funcionalidades acrescidas. Existem varios mecanismos de libertacéo
do agente ativo encapsulado e estes incluem a difuséo, a erosao do polimero, a degradacao do polimero
e a expansdo da capsula (do inglés swelling (Fig. 17). A libertacdo também pode ser favorecida através
de estimulos externos, como o ajuste do pH ou da temperatura, entre outros fatores. O perfil de libertacéo
depende de varios parametros, como o valor de coeficiente de difusdo, as caracteristicas fisico-quimicas

do agente ativo e do material de revestimento e o tamanho e forma das capsulas [11].

Shrinkage

Surface erosion

Diffusion

Bulk erosion

Figura 17 - Representacao esquematica dos mecanismos de libertacdo de agentes encapsulados, adaptado da referéncia
[11].

3.5.1. Difusao

0 mecanismo de difusdo envolve a libertacdo do agente ativo através da matriz encapsulante
para o ambiente circundante, segundo um gradiente de concentracado. A difusédo é potenciada pela
diferenca de concentracéo do agente ativo no interior e exterior da membrana da capsula, mantendo-se
esta intacta ao longo do processo de libertacdo. Deste modo, como o agente ativo se encontra em maior
concentracdo no interior da capsula, este difunde-se pela membrana de revestimento. A taxa de

libertacao depende de varios fatores como o coeficiente de difusdo, a proporcdo da composicao da

22



capsula, bem como as possiveis atracdes eletrostaticas ou hidrofobicas entre o revestimento e o agente

encapsulado [11, 77].

3.5.2. Erosao

No mecanismo de erosao o agente ativo € libertado devido a erosao do agente encapsulante, e
este pode ser classificado como erosdo superficial ou erosdo em massa. No primeiro caso, a erosao
ocorre nos polimeros presentes na superficie da matriz, reduzindo lentamente a espessura desta, do
exterior para o interior. Este fendémeno ocorre quando a taxa de erosdo ¢ maior do que a taxa de
penetracdo da agua no interior. O processo de erosdo em massa ocorre quando se da a penetracdo da
agua na maior parte do polimero, o que resulta na erosdo homogénea de toda a matriz. Neste caso, a
taxa de penetracao da agua é superior a taxa de erosdo. A erosao da matriz pode ocorrer devido a

processos de erosao fisica, quimica ou enzimatica [11, 78].

3.5.3. Degradacao

0 mecanismo de degradacao envolve a rutura fisica do revestimento, geralmente conseguido
por aplicacao de forcas mecanicas, como cisalhamento ou compressao. O agente ativo é libertado por
difuséo, mas a uma taxa de libertacao elevada, devido ao aumento da area superficial e a diminuicao do
caminho de difusado. Deste modo, a taxa de libertacdo do agente ativo é proporcional a area superficial

do sistema de libertacao [11, 78].

3.5.4. Expansao ou Intumescimento

0O mecanismo de expansao, do inglés swelling, envolve a absorcao de solvente por parte da
matriz polimérica, sem que ocorra a sua dissolucao. Este mecanismo de libertacdo ocorre principalmente
em sistemas de matrizes de base hidrofilica, como alguns derivados de celulose, o quitosano e o alginato,
entre outros [79]. Em sistemas controlados por expansao da matriz polimérica, a membrana sofre uma
transicao de um estado vitreo e rigido para um estado maleavel, apds a interacdo com o solvente. A
absorcao do solvente e consequente expansao da matriz, resulta num aumento do tamanho dos poros,

0 que por sua vez, permite a libertacao do agente ativo encapsulado [11, 78].
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3.6. Libertacao controlada por estimulos externos

A libertacdo controlada de agentes ativos pode ser potenciada por estimulos externos que
resultam em mudancas estruturais no material de revestimento. Um dos estimulos mais reportados na
literatura € a alteracado de pH. Essa alteracado pode afetar a solubilidade do material de revestimento,
que geralmente contém grupos sensiveis ao pH, propensos a protonacdo ou desprotonacao e,
consequentemente permitir a libertacdo do agente ativo [30]. Um dos exemplos mais referidos na
literatura, como polimero responsivo ao estimulo de pH é o quitosano. Num estudo de encapsulacao de
carvacrol em particulas de quitosano, verificou-se uma maior libertacdo do agente ativo em condicdes
acidas (pH 3), relativamente aos outros dois meios em estudo (pH 7 e pH 11). A maior libertacao de
carvacrol em meio acido resulta das caracteristicas estruturais do polimero, que sofre expansao e
dissolucao parcial causadas pela repulsao de grupos amino livres protonados com as cadeias vizinhas
[80]. Num outro estudo, a fragrancia volatil, a-pineno, foi encapsulada numa matriz de polimero a base
de acido metacrilico, para conferir capacidade de resposta a variacao de pH. A libertacao do agente ativo
¢ desencadeada a pH neutro ou ligeiramente alcalino, devido a desprotonacao dos grupos carboxilicos
do polimero [30].

A resposta a mudanca de temperatura também promove a libertacao do agente encapsulado e
pode ocorrer por dois mecanismos distintos. O primeiro mecanismo designa-se de libertacdo sensivel a
temperatura, onde o material de revestimento colapsa ou expande quando exposto a temperatura critica.
Geralmente, quando a temperatura ultrapassa a temperatura critica de solubilidade, a solubilidade dos
polimeros termicamente responsivos diminui, 0 que resulta numa contracao de volume e aumento da
porosidade da parede da capsula, permitindo a libertacao do agente ativo [30]. No segundo mecanismo,
designado de libertacdo ativada por difusdo, o material de revestimento é exposto a um aumento de
temperatura, permitindo a sua fusdo e consequente libertacdo do agente encapsulado [81]. Num estudo
que envolvia a encapsulacdo de um inseticida em microsferas de quitosano e gelatina, verificou-se a
libertacdo controlada do agente ativo, segundo o estimulo da temperatura. Abaixo dos 20 °C, as
interacoes intra e intermoleculares entre o quitosano e a gelatina, promovem a formacao de pontes de
hidrogénio que reforcam a estrutura da matriz de revestimento. No entanto, acima dos 20 °C, a estrutura
polimérica sofre extensdo da cadeia molecular da gelatina, com consequente formacao de poros nas
microsferas. Isto leva, a uma reducdo das interacées de pontes de hidrogénio intermoleculares,

promovendo a difusdo e migracao do agente ativo [82].
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3.7. Metodologias para determinacao da eficiéncia de encapsulacao e
loading

A determinacédo da eficiéncia de encapsulacdo e da capacidade de /oadingsao fatores relevantes
na caracterizacao dos sistemas encapsulados. Na literatura estdo descritos varios meétodos de
quantificacdo destes dois parametros. Estes podem ser métodos diretos, quando envolvem
maioritariamente a extracdo do agente encapsulado, seguida da quantificacao deste através de técnicas
de caracterizacdo, ou por métodos indiretos como a determinacéo do teor de compostos fenélicos ou da
atividade antioxidante.

Geralmente, a quantificacdo destes dois parametros é conseguida através de metodologias de
analise baseadas na técnica de espectroscopia de ultravioleta-visivel (UV-Vis), apds a extracdo do agente
ativo. Usualmente recorre-se ao processo de centrifugacdo como método de preparacdo da amostra para
analise posterior da absorvancia do sobrenadante no comprimento de onda maximo do agente ativo.
Este mecanismo foi aplicado em varios estudos com 6leos essenciais encapsulados, como é exemplo, o

oleo de manjericao, hortela-pimenta, cha verde e cravinho [15, 33, 57].

No entanto, nem sempre & necessario recorrer ao processo de extracao do agente ativo para
quantificacao dos parametros referidos. Apos a preparacéo da amostra, por centrifugacéo e da analise
do sobrenadante obtido, através da técnica de espectroscopia de UV-Vis, & possivel fazer a quantificacao
de agente ativo presente no meio reacional por encapsular e fazer a diferenca relativamente a quantidade

de agente ativo inicialmente usada no processo de encapsulacao.

3.7.1. Métodos de extracao do agente ativo

3.7.1.1. Destilacao
Num estudo realizado em microesferas com o6leo de tomilho encapsulado, a extracao foi
conseguida pelo processo de destilacdo com auxilio do aparelho Clevenger, usualmente utilizado para
extracdo de odleos essenciais (Fig. 18). As particulas foram colocadas num baldo conectado na
extremidade inferior do Clevenger, enquanto no condensador, conectado a extremidade superior,
circulava éter de petréleo. O baldo foi aquecido até a ebulicdo até nao se registar nenhuma variacao do

volume de 6leo extraido.
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Figura 18 - Representacdo esquematica do extrator Clevenger, adaptado da referéncia [85].

0 mesmo método de extracao foi aplicado num estudo de encapsulacédo de 6leo de limao. As
particulas foram colocadas num baldo, juntamente com uma solucao de citrato de sddio para auxiliar a
extracao e libertacao do 6leo, enquanto no condensador, circulava etanol frio. A mistura foi aquecida até
a ebulicao e o processo decorreu até que a variacao do volume de 6leo extraido nao fosse detetada no
aparelho. A eficiéncia de encapsulacéo por este mecanismo é determinada considerando a relacao entre

a quantidade de 6leo extraido apds destilacao e a quantidade inicial de 6leo essencial [83, 84].

3.7.1.2. Sonicacao

Num trabalho de investigacdo, a extracdo do oleo essencial de colza e de linhaca de
microcapsulas de etilcelulose foi obtida por sonicacao. Para isso, as microcapsulas foram adicionadas a
uma solucao de éter de petrdleo e sujeitas a um banho de ultrassons. Nesse estudo, a quantificacdo do
teor de odleo encapsulado foi analisada por gravimetria, através da comparacdo do peso das

microcapsulas inicial e apos extracao [38].

3.7.1.3. Soxhlet

Num estudo de encapsulacdo do éleo essencial de coentro, este foi extraido pelo método de
Soxhlet. Este método consiste numa extracdo solido-liquido, baseado em refluxo, para extrair

constantemente a amostra com solvente fresco, por meio do uso de calor (Fig. 19).
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Figura 19 - Representacdo esquematica do extrator Soxhlet, adaptado da referéncia [88].

Na extracado por Soxhlet, o solvente utilizado é vaporizado através da aplicacdo de uma fonte de
calor e posteriormente condensado, num condensador de refluxo, de forma a gotejar no compartimento
onde se encontra a amostra. Quando o solvente, carregado com o material extraido, atinge o nivel do
sifao, este é drenado novamente para o baldo de vidro onde se encontrava inicialmente, juntamente com
as substancias dissolvidas da amostra. Este processo é repetido varias vezes durante um periodo
predeterminado. Deste modo, o conteudo total de oleo encapsulado pode ser quantificado por
gravimetria, pela diferenca entre a massa inicial das capsulas e a massa obtida, apos extracdao com

Soxhlet [86, 87].

3.7.2. Determinacao do teor de compostos fendlicos

Uma das metodologias mais descritas na literatura para a analise e caracterizacao do /oadinge
libertacao de oleos essenciais encapsulados, consiste na determinacao do teor de compostos fenalicos,
através do método de Folin-Ciocalteu, uma vez que estes se encontram em abundancia nos o6leos
essenciais. Este método consiste na capacidade de reducdo do reagente de Folin-Ciocalteu, pela
transferéncia de eletrdes, em meio alcalino, a partir dos compostos fendlicos. Esta reducao possibilita a
consequente formacao de um complexo azul, que pode ser quantificado por espectroscopia de UV-Vis.
O reagente de Folin-Ciocalteu, inicialmente de coloracdo amarela, possui o complexo de acido

fosfomolibdico/acido fosfotungstico (H:PMo,,0.,)/ (H:PW..0.), em que o molibdénio e o tungsténio estao
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no estado de oxidacdo +6. Como resultado da reacdo com o agente redutor, forma-se o complexo de
azul de molibdénio e de azul de tungsténio no estado de oxidacao +b. Este complexo, de coloracao azul,

absorve a 765 nm e permite quantificar o teor de compostos fendlicos (Fig. 20).
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Figura 20 - Representacao esquematica da reacao entre os compostos fendlicos e os derivados dos acidos fosfotungstico
e fosfomolibdico em meio alcalino (a); Variacao de cor observada no método de Folin-Ciocalteu (b), adaptado da referéncia
[92].

Através de uma curva de calibracao, geralmente com o acido galico como padrao, é possivel
correlacionar a intensidade da cor e a concentracao de fenois presentes na amostra, sendo o resultado

expresso em equivalente de acido galico [89]-[91].

3.7.3. Determinacao da atividade antioxidante

A determinacéao da atividade antioxidante é outra metodologia aplicada na analise do /oading de
capsulas com compostos, tais como os 6leos essenciais e a vitamina E. Esta determinacéao pode ocorrer
por diferentes métodos, sendo os mais utilizados o método de 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH), o
método de 2,2"-azino-bis(acido 3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico) (ABTS) e o método de poder antioxidante
redutor férrico (FRAP). Os trés métodos referidos podem ser divididos em dois grupos, atendendo ao
reagente oxidante. No caso dos métodos de DPPH e ABTS sao usados produtores de radicais organicos

e no caso do método de FRAP sao usados idbes metalicos para oxidacao [91].
3.7.3.1. Analise com 2,2-difenil-1-picrilhidrazil

0 método de andlise com 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) baseia-se na capacidade de

eliminacéo de radicais livres, como é exemplo 0 DPPH (C,:H..N:Os), através da transferéncia de um atomo
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de hidrogénio por parte das moléculas antioxidantes, neste caso, os 6leos encapsulados. Trata-se de um
método simples e rapido, em que o composto a analisar € misturado com a solucdo de DPPH e a
absorvancia é registada. O DPPH é um radical livre e estavel devido a deslocalizacdo do eletrao. Essa
deslocalizacdo origina a cor violeta intensa, cuja absorcao em solucdo de etanol ocorre na faixa entre
515-520 nm. Quando ocorre a transferéncia de um atomo de hidrogénio dos agentes oxidantes, o eletrdo
impar do atomo de nitrogénio do DPPH fica na sua forma reduzida com consequente perda da cor violeta

(Fig. 21). A descoloracéo resultante é proporcional em relacdo ao numero de eletrdes absorvidos [93].

NO, NO,
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Figura 21 - Representacdo esquematica da reacao entre um antioxidante e o DPPH (a) e da variacdo de cor observada no
método de DPPH (b), adaptado da referéncia [92].

3.7.3.2. Anilise com Acido 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-
sulfénico)

A analise com o acido 2,2-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico) (ABTS) baseia-se na
interacdo entre um antioxidante e o catido radical ABTS - pré-gerado. O radical ABTS é um composto
croméforo quimicamente estavel, com alta solubilidade em agua e apresenta um maximo de absorbancia
a 734 nm [92]. Normalmente, o ABTS'* é gerado por meio da reacdo do ABTS com persulfato de
potassio, dando origem a uma solucao de cor verde-azulada profunda. Pela adicao de um composto
antioxidante, ocorre a reducdo do ABTS-+ a ABTS e consequente perda de coloracdo do meio reacional
(Fig. 22). A eliminacdo do radical ABTS' pode ser facilmente detetada quantitativamente, por

espectroscopia de UV-Vis, devido a diminuicao da intensidade de cor e da absorcao a 730-734 nm [94].
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Figura 22 - Representacdo esquematica da reacao envolvida no método de ABTS com a sintese do catido radical ABTS* e
reacdo entre este e um antioxidante (a) e da variacao de coloracdo no método de ABTS (b), adaptado da referéncia [92].

3.7.3.3. Analise do poder antioxidante de reducao férrica
A analise do poder antioxidante de reducao férrica (FRAP) ¢ um método baseado na capacidade
de reducdo do complexo de tripiridiltriazina férrica (Fe(lll)-TPTZ), por parte dos antioxidantes, dando

origem ao complexo tripiridiltriazina ferrosa (Fe(ll)-TPTZ), um produto de coloracao azul (Fig. 23).
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Figura 23 - Representagdo esquematica da reagdo entre um antioxidante e o complexo (Fe(lll)-TPTZ) (a) e da variacéo de
cor observada no método de FRAP (b), adaptado da referéncia [92].
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Esta reacdo de reducao de Fe(lll) a Fe(ll) ocorre em ambiente acido e permite determinar a
atividade antioxidante através da intensificacdo da cor azul, que é passivel de ser quantificada por

espectroscopia de UV-Vis a 593 nm [92, 95].

3.8. Funcionalizacao de téxteis

A funcionalizacdo de produtos téxteis com a incorporacdo de materiais encapsulados tem
proporcionado uma evolucao nesta industria, com consequente crescimento do seu valor no mercado
[96]. Nesse sentido, a encapsulacdo surge como forma de incorporacao de agentes ativos em substratos
téxteis, conferindo propriedades funcionais como atividade antimicrobiana e antioxidante, repeléncia a
insetos, protecao UV, fragrancias, termorregulacdo e retardantes de chama [97].

A incorporacao de capsulas nos produtos téxteis pode ser alcancada por via de varias técnicas,
tais como, esgotamento (do inglés exhaustion), foulardagem (do inglés padding), pulverizacao (do inglés
spray coating e impressao (do inglés printing) [97].

0 método de pulverizacao (spray coating), de interesse para o presente trabalho, trata-se de uma
técnica simples, rapida e de baixo custo. A formulacdo que contém o agente ativo é atomizada e
pulverizada no tecido através do bico de pulverizacdo, presente na pistola, sob acao de ar comprimido,
numa camara fechada (Fig. 24). A subsequente secagem e cura adicional é realizada por tratamento

térmico a alta temperatura num tapete de secagem, para termofixar as capsulas no tecido [97]-[99].

Substrate

Figura 24 - Representacéo esquematica de funcionalizacdo de téxteis pela técnica de pulverizacéo, adaptado da referéncia
[100].

O processo de fixacdo das capsulas em substratos téxteis consiste numa etapa critica para
garantir a durabilidade e eficacia das propriedades acrescidas do tecido [101]. As capsulas devem ser
formuladas para aplicacao em tecidos sem alterar significativamente o produto téxtil. Deste modo, a

formulacao com as capsulas a fixar no substrato téxtil pode incluir agentes de reticulacao, aglutinantes,
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pigmentos, surfactantes e agentes espessantes de controlo de viscosidade [96]. O método de adesdo
envolve 0 uso de ligantes que podem ser resinas sintéticas, tais como resinas de ureia, melanina-
formaldeido, poliuretano, resinas epoxi, resinas de acetato de vinila e reticulantes polifuncionais, como

por exemplo, acidos policarboxilicos ou reticulantes a base de formaldeido [96, 101].
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4, Técnicas de caracterizacao
As metodologias utilizadas para a caracterizacao das particulas e dos reagentes usados para a
sintese das mesmas, serdo abordadas ao longo deste capitulo, no qual sera dado énfase a utilidade que

cada uma das metodologias para a obtencao dos resultados experimentais.

4.1. Microscopia otica

A microscopia 6tica (OM) é uma técnica que permite obter imagens ampliadas de objetos de
reduzidas dimensdes, com o auxilio de um sistema de lentes 6ticas ao qual se aplica um feixe de radiacao
luminosa. O conjunto de lentes responsavel pela ampliacdo da imagem é constituido pelo sistema de
oculares e pelo sistema de objetivas, sendo que, a ampliacao total resulta do produto da capacidade de
ampliacao de ambos os sistemas. O microscopio dético possui quatro objetivas montadas no revélver
com magnitudes de ampliacdo diferentes, 4x, 10x, 40x e 100x, correspondendo a ampliacdes de
imagem de 4, 10, 40 e 100 vezes, relativamente a visualizacdo a olho nu.

A presente técnica foi de grande importancia na analise morfolégica das particulas sintetizadas

e na determinacao da sua dimenséao.

4.2. Microscopia eletronica de varrimento

A microscopia eletronica de varrimento, (do inglés scanning electron microscopy — SEM) é uma
técnica que permite examinar e registar a topografia da superficie das amostras em estudo, pela
obtencao de imagens de alta resolucdo, numa gama de ampliacdo superior a conseguida através de OM.

O principio de funcionamento baseia-se na incidéncia de um feixe de eletrdes num ponto da
amostra, que é depois arrastado pela superficie desta. As amostras sdo percorridas por um feixe de
eletrdées, primeiramente condensado por uma lente de condensacdo e, subsequentemente focado por
uma lente objetiva. A interacdo do feixe com a amostra provoca a libertacdo de eletrdes secundarios por
parte da superficie desta, e estes sao detetados e usados na formulacdo da imagem.

O recurso a esta técnica permitiu perceber a morfologia das particulas sintetizadas e estimar a

dimensao das mesmas.
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4.3. Dispersao dinamica de luz

A técnica de dispersao dinamica de luz (do inglés dynamic light scattering — DLS) é aplicada na
caracterizacao da distribuicao de tamanho de particulas, emulsdes e moléculas dispersas ou dissolvidas
num liquido. Esta técnica baseia-se no conceito de movimento Browniano, no qual as particulas em
suspensao movem-se aleatoriamente devido as colisdes com as moléculas de solvente. Durante esse
processo, um feixe de luz monocromatica incide numa célula que contém a amostra. Quando a luz atinge
a particula em movimento aleatorio provoca um desvio de Doppler, alterando o comprimento de onda
da luz, estando esta relacionada com o tamanho das particulas. Para além da medicao do tamanho das
particulas, a analise de DLS permite concluir sobre a homogeneidade da amostra através do indice de
polidispersao (do inglés polydispersity index — PDI). O PDI varia entre O e 1, consoante a gama de
didametros encontrados em relacao a média de diametros. Quanto maior o intervalo de didmetros, mais
dispares sao os tamanhos, o que resulta num PDI mais elevado.

As amostras a serem analisadas pela técnica de DLS devem ser translucidas e homogéneas e
nao precipitar no fundo da cuvete, recipiente onde sdo contidas as amostras durante a analise. Qualquer
tipo de precipitacao, confirma a presenca de particulas maiores e que podem estar relacionadas a uma
dispersao inadequada, comprometendo a analise.

A técnica de DLS foi de elevada importancia na caracterizacdo do tamanho das particulas

sintetizadas e para perceber o efeito das diferentes variaveis e condicdes de sintese na dimensao destas.

4.4. Analise termogravimétrica

A analise termogravimétrica (do inglés thermogravimetric analysis — TGA) € uma técnica de
analise na qual se monitoriza a variacdo de massa de uma determinada amostra ao longo do tempo e
em funcao da temperatura em atmosfera controlada. O programa de temperaturas pode ser dinamico
ou isotérmico. No primeiro caso, a amostra é sujeita a um gradiente de temperatura, segundo
velocidades de aquecimento pré-determinadas. No segundo caso, a amostra é sujeita a uma temperatura
constante durante um certo intervalo de tempo. As amostras analisadas pela técnica de TGA podem
estar no estado sdlido ou liquido e a massa da amostra a analisar é reduzida, podendo variar entre 1-
100 mg.

0 equipamento de TGA é composto por uma termobalanca, no qual é colocado o cadinho com
a amostra e onde ocorre a pesagem continua desta, um forno com um sistema de controlo da atmosfera
no seu interior e um sistema de registo dos resultados. A técnica de TGA é mais utilizada para medicdes

qualitativas, mas permite medicdes quantitativas.
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O resultado das medicdes de TGA é apresentado segundo uma curva termogravimétrica que
pode ser apresentada na forma integral ou diferencial. Na sua forma integral é representada a perda de
massa, absoluta ou em percentagem, em funcéo da temperatura ou do tempo, conforme se trate de um
ensaio dinamico ou isotérmico, respetivamente. Na sua forma diferencial, a perda de massa e a
temperatura a que ocorre este processo é determinada por integracdo da curva da forma integral.

Esta técnica foi de elevada importancia na caracterizacdo térmica dos polimeros e dos agentes
ativos usados na sintese das particulas, bem como para a caracterizacdo das mesmas. As variacoes de

peso obtidas pelo método de TGA permitiram avaliar a estabilidade térmica das particulas sintetizadas.

4.5. Espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier -
refletancia total atenuada

A espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (do inglés Fourier transform
Infrared spectroscopy — FTIR) € uma técnica de espectroscopia vibracional utilizada na caracterizacéo
quimica de amostras. Esta técnica mede as frequéncias de vibracdo das ligacoes intramoleculares,
originando um espetro de absorvancia ou transmitancia cujas bandas sdo indicativas das frequéncias de
vibracdo das ligacdes da amostra. Certos grupos de atomos originam bandas numa gama de
frequéncias, independentemente da restante estrutura da molécula, denominando-se estas de bandas
de absorcdo caracteristicas dos grupos funcionais. Desta forma, & possivel tirar ilacdes sobre a
composicdo de uma dada amostra. A refletancia total atenuada (do inglés attenuated total reflectance —
ATR) é uma técnica que pode ser acoplada na analise por FTIR, que permite a avaliacdo direta de
amostras no estado solido e liquido, sem que seja necessaria uma preparacao prévia das mesmas.

A técnica de FTIR foi de elevada importancia na caracterizacdo quimica dos reagentes usados

na sintese das particulas, bem como na caracterizacao e analise destas.

4.6. Espectroscopia de ultravioleta-visivel
A espectroscopia ultravioleta-visivel (UV/VIS) é uma técnica que permite determinar a presenca
e a concentracao de compostos que absorvem radiacdo na gama do visivel (400 nm a 800 nm) e
ultravioleta (100 nm a 400 nm) do espectro eletromagnético. Nestas faixas de energia, a radiacao
interage com a amostra, promovendo transicoes eletronicas moleculares. A absorcédo de energia resulta
na promocao de eletrdes do estado fundamental para niveis de maior energia. Quando estes transitam
para um estado de energia inferior, parte ou toda a energia absorvida é libertada. O comprimento de

onda utilizado na quantificacdo do composto em analise, corresponde ao valor para qual se obtém o
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maximo de absorvancia e que coincide com o comprimento de onda correspondente a energia
necessaria para ocorrer a transicao eletronica.

A determinacao da concentracdo dos compostos é conseguida por aplicacdo da lei de Lambert-
Beer (Equacado 1) que relaciona a absorvancia com a concentracdo da espécie, na qual A representa a
absorvancia da amostra, € representa o coeficiente de absorcao molar, C representa a concentracao do
composto na amostra e | representa o comprimento o6tico da célula.

A=¢€lC Equacdo 1

Esta técnica foi de elevada importancia para determinar o /oadinge a eficiéncia de encapsulacéo

das capsulas sintetizadas, bem como, para tracar os perfis de libertacdo de cada agente ativo nas

capsulas e nos téxteis funcionalizados.
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5. Materiais e Métodos
Ao longo desta seccdo serdo enumerados os materiais utilizados no desenvolvimento do trabalho
experimental, bem como os procedimentos adotados para a sintese e analise das particulas obtidas e

dos substratos funcionalizados.

5.1. Materiais

Os reagentes utilizados na sintese de particulas ao longo do trabalho experimental incluem
etilcelulose (AC190965000, 48% ethoxyl content), SDS (AC226145000, 85%), acido miristico
(AC156961000, 99%), carbonato de sodio (AC447102500, 99,5%), fornecidos por Acros Organics. O
acetato de etilo (E/0900/21,99,8%) e o acido acético glacial (A/0400/PB17) foram fornecidos pela
Fischer Scientific. O Tween 80 (P1754), o Glutaraldeido (814393.1000), a solucao de Poloxamer 188
(P5556, 10%), Alcool polivinilico (PVA) e Polietilenoglicol (PEG, 435465) foram fornecidos pela Sigma
Aldrich. O PLA Ingeo 2003D NaturalWork foi fornecido pela Resinex. O quitosano (ChitoClear-HQG10,
DDA> 95%) foi fornecido pela Primex. O Polietilenoglicol 4000 (PEG 4000, 203-473-3) foi fornecido pela
VWR Chemicals. O acido tanico (A17022) foi fornecido pela Alfa Aesar. O ligante Impranil Eco-DLS foi
fornecido pela Covestro. A vitamina E foi fornecida pela Bionanoplus e o 6leo essencial (OE) de eucalipto

globulus fornecido pela Naturitas.

5.2. Sintese das particulas pelos diferentes métodos de encapsulacao

5.2.1. Sintese pelo método de evaporacao de solvente

A fase organica foi preparada pela dissolucao de 1,8 g de polimero encapsulante em 90 mL de
acetato de etilo com recurso a agitacdo, no caso de etilcelulose e acido miristico, e com recurso a
agitacdo e temperatura (130 °C), no caso do PLA, seguida da adicdo de 0,9 g de agente ativo (OE de
eucalipto e vitamina E). A fase aquosa foi preparada pela dissolucao de 1,05 g de tween 80 em 210 mL
de agua. Apos a adicdo da fase organica a fase aquosa, a emulsdo foi obtida com recurso a um
homogeneizador (Unidrive x 1000D CAT), a uma velocidade de 8000 rpm durante 10 minutos. Depois
de obtida a emulsao, recorreu-se ao evaporador rotativo para evaporar o solvente organico (45 °C, a
121 mbar), seguida da transferéncia da dispersao para falcons de 50 mL, para centrifugacdo a 9000
rpm durante 20 minutos. De seguida, eliminou-se o surfactante por meio de lavagens, pela eliminacao
do sobrenadante e posterior ressuspensdo das particulas em agua e centrifugacdo nas mesmas

condicoes anteriores. Este procedimento de lavagem foi realizado 3 vezes. O peflet recolhido foi deixado
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a secar a temperatura ambiente e obtido um p6 de coloracdo branca. O método descrito foi baseado
num procedimento experimental implementado internamente pelo CeNTI.

Esta sintese foi ainda testada, para os dois agentes ativos, com os polimeros de etilcelulose e
acido miristico com um conjunto de surfactantes distinto, onde o tween 80 foi substituido por 0,73 g de
SDS e 1,79 g de PEG 4000. No caso desta ultima sintese com o acido miristico, o processo de

centrifugacao foi realizado a 14 000 rpm durante 20 minutos.

5.2.1.1. Estudo do impacto das condicoes experimentais de sintese pelo

método de evaporacao de solvente no tamanho das particulas
De forma a estudar o efeito das condicdes experimentais no tamanho das particulas (tempo e
velocidade de agitacdo de emulsdo), foram sintetizadas particulas de etilcelulose com vitamina E e o
conjunto de surfactantes SDS/PEG 4000, fazendo alterar os fatores em estudo. O processo de sintese
foi mantido como referido anteriormente, excetuando a fase de homogeneizacao, conforme apresentado

na Tabela 5.

Tabela 5 - Condicdes experimentais aplicadas no estudo do efeito da velocidade e tempo de agitacdo no tamanho das
particulas de etilcelulose com vitamina E e SDS/PEG 4000 como conjunto de surfactantes.

Conjunto de Velocidade de Tempo de agitacao
particulas agitacao (rpm) (minutos)

1 8000 10

2 8000 2

3 4000 10

5.2.2. Sintese pelo método de coacervacao

A fase organica foi preparada pela dissolucdo de 0,72 g de polimero encapsulante em 100 mL
de acetona com recurso a agitacéo, no caso da etilcelulose e do acido miristico, e com recurso a agitacao
e temperatura (130 °C) no caso do PLA. A fase aquosa foi preparada pela dissolucao de 1 g de PVA em
200 mL de agua, com recurso a agitacao, seguida da adicdo de 1,32 g de agente ativo (OE de eucalipto
e vitamina E). Apos a adicdo do agente ativo, recorreu-se ao homogeneizador durante 5 minutos a 5000
rpm, para permitir a formacdo de uma emulsdo O/W. De seguida, a emulsdo preparada foi colocada
sob agitacado lenta (T 100 rpm) e adicionou-se a fase organica lentamente (gota a gota), de forma a
permitir a precipitacao do polimero em volta das micelas formadas pela emulsdo. Posteriormente,

recorreu-se ao evaporador rotativo, para evaporar o solvente organico (60 °C, a 556 mbar), seguida da
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transferéncia da dispersao para falcons de 50 mL, para centrifugacdo a 9000 rpm, durante 20 minutos.
De seguida, eliminou-se o surfactante por meio de lavagens, pela eliminacao do sobrenadante e posterior
ressuspensdo das capsulas em agua e centrifugacdo nas mesmas condicdes anteriores. Este
procedimento de lavagem foi realizado 3 vezes. O pellet recolhido foi deixado a secar a temperatura
ambiente e obtido um pd de coloracdo branca. O método descrito foi baseado num procedimento
experimental implementado internamente pelo CeNTI.

No caso da sintese das particulas de quitosano, a fase aquosa foi preparada pela adicdo de 2 g
de tween 80 a 20 g de uma solucao de quitosano 2% (p/v) em acido acético 2% (p/v). De seguida a fase
aquosa foi homogeneizada durante 10 minutos, a 6000 rpm. Posteriormente, adicionou-se 2 g de agente
ativo a fase aquosa e recorreu-se ao homogeneizador durante 10 minutos, a 6000 rpm, para permitir a
formacao de uma emulsdo O/W. De seguida, o pH da solucao foi ajustado pela adicdo de uma solucéo
de carbonato de sédio (10 g/L) até um pH de 10. De seguida, metade do volume da emulsao obtida foi
adicionado, gota a gota, a 20 mL de uma solucao de 6leo mineral, enquanto a outra metade do volume
da emulsao permaneceu intacta. Para ambas as solucbes preparadas, com e sem 0leo mineral,
adicionou-se gota a gota 1 mL de glutaraldeido, como agente reticulante, e deixou-se sobre agitacdo
durante 1 hora, a 35 °C. Finalmente, as capsulas sintetizadas foram centrifugadas a 9000 rpm, durante
20 min e lavadas com agua. O sobrenadante foi descartado e o pellet seco a temperatura ambiente e
obtido um pé de coloracdo amarela [29].

0O mesmo procedimento foi aplicado para a sintese de capsulas de quitosano com um outro

agente reticulante, em que o glutaraldeido foi substituido pelo acido tanico, na mesma proporcao.

5.2.3. Sintese pelo método de gelificacao ionica

Uma solucao de quitosano 1% (p/v) foi preparada em 1% (p/v) de acido acético. Em seguida, foi
adicionado 0,5% (p/v) de tween 80, como surfactante, e deixado sobre agitacdo durante 2 horas. O pH
da solucdo foi ajustado pela adicdo de uma solucéo de hidréxido de sédio 1 M, até se atingir um valor
de pH de 5,3. Posteriormente, foram adicionados 4 mL de oleo essencial a solucdo de quitosano e
recorreu-se ao homogeneizador a 11000 rpm, durante 15 minutos, para formar a emulsao. Em seguida,
foram adicionados a emulsao, sob agitacdo em banho de gelo e gota a gota, 40 mL de solucao de
hidroxido de sodio (1 M) e acido tanico 0,4% (p/v). A agitacdo foi mantida em banho de gelo por 1 hora,
seguida da transferéncia da dispersao para falcons de 50 mL, para posterior centrifugacdo a 3500 rpm,

durante 1 hora, a 4 °C. De seguida, as particulas foram lavadas trés vezes com agua a 9000 rpm
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durante 15 minutos. O pellet recolhido foi deixado a secar a temperatura ambiente e obtido um pd de

coloracédo amarela [102].

5.3. Técnicas de caracterizacao dos materiais
A caracterizacdo e avaliacdo do desempenho dos materiais desenvolvidos no decorrer deste
trabalho de investigacao, foram efetuados recorrendo as técnicas de FTIR-ATR, OM, SEM, DLS, TGA e
UV-Vis. Esta avaliacao permitiu uma caracterizacéo estrutural, morfolégica e térmica dos materiais em

causa.

5.3.1. Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier —

refletincia total atenuada

A caracterizacdo quimica das particulas e dos reagentes utilizados na sintese destas foi efetuada
por intermédio do equipamento FTIR-ATR da Perkin-Elmer, modelo Spectrum 100, ao qual esta associado
o software SPECTRUM. O equipamento encontrava-se programado para adquirir dados espectrais no
modo de transmitancia, num intervalo compreendido entre 650 cm* e 4000 cm?, apo6s 16 varrimentos
e com uma resolucdo de 4 cm*. O branco consistiu na leitura do espetro de transmitancia do ar. Os
valores espectrais de transmitancia obtidos foram expressos em percentagem, apos a correcao com a

linha de base obtida previamente.

5.3.2. Microscopia otica
0 tamanho e forma das particulas sintetizadas foram averiguados recorrendo a um microscopio
otico de luz transmitida, da marca Leica, modelo DM 2500 M. Para isso, as particulas secas
naturalmente, foram dispersas numa lamina, para posterior captura da imagem. As imagens obtidas
pelo poder de ampliacdo das objetivas 20 vezes e 50 vezes, permitiram o calculo do didametro das

particulas sintetizadas.

5.3.3. Microscopia eletrénica de varrimento
Com o intuito de confirmar a forma e o tamanho das particulas sintetizadas, recorreu-se a técnica
de SEM. As analises foram efetuadas do SEMAT (servicos de caracterizacdo de materiais da Universidade
do Minho) com o equipamento NanoSEM - FEI Nova 200 (FEG/SEM). As imagens fornecidas permitiram

a visualizacdo das particulas numa ampliacéo de 500 vezes a 200000 vezes.

40



5.3.4. Dispersao dinamica de luz

Para determinar o tamanho das particulas sintetizadas recorreu-se ao estudo da distribuicdo do
tamanho de particulas em suspenséo pela técnica de dispersao dinamica de luz, no equipamento DLS
Zetasizer. O equipamento estava programado para adquirir apenas os dados relativos ao tamanho de
particula. Para tal, uma aliquota da suspensao de particulas antes e apds o processo de lavagem e
remocado do sobrenadante foram recolhidas, seguindo-se a analise das mesmas. De cada suspensao foi
recolhido 1 mL e adicionado a uma cuvette de plastico e esta inserida no equipamento para aquisicao

dos dados.

5.3.5. Analise termogravimétrica

A caracterizacdo termogravimétrica das particulas sintetizadas foi realizada no equipamento TGA
209 F1 Libra da marca Netzsch. As analises foram realizadas na presenca de um fluxo de ar sintético,
num programa de temperatura entre 30 °C e 700 °C, a uma velocidade de aquecimento de 20 °C/min.
As amostras foram previamente colocadas a temperatura ambiente e sujeitas a uma humidade relativa
de 50%, e depositadas no interior de um cadinho de Alumina (85 uL), promovendo um espalhamento
uniforme. As analises de cada amostra foram realizadas em duplicado e segundo a norma ISO
11358:1997(E) “Plastics — Thermogravimetry (T1G) of polymers — General principles”. Apos a obtencao
dos termogramas, calculou-se as respetivas derivadas e determinou-se as temperaturas de inicio (T o)
e fim (T...) de cada etapa de perda de massa das amostras.

Todas as analises termogravimétricas foram executadas no equipamento acima referido, com a
excecao da amostra de quitosano. Por avaria do equipamento em causa, a referida amostra foi analisada
na termobalanca da marca TA Instruments, modelo Q500 existente do Departamento de Engenharia de
Polimeros da Universidade do Minho. A analise da amostra foi efetuada nas mesmas condicoes do

equipamento anteriormente utilizado.

5.3.6. Espectroscopia de ultravioleta-visivel
Para a determinacao do /oading e da eficiéncia de encapsulacdo das particulas sintetizadas,
recorreu-se ao equipamento de espectroscopia ultravioleta visivel da marca Perkin Elmer, modelo
Lambda 35 UV/VIS Spectrometer. Para isso, foram preparadas solucdes etandlicas dos agentes ativos,
num intervalo de concentracées entre 0,025-0,15 mg/mL para a vitamina E e entre 1,0-3,5 mg/mL

para o OE de eucalipto. Procedeu-se a aquisicdo dos espectros de absorvancia dos respetivos agentes
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ativos, comecando pela solucdo mais diluida até a mais concentrada. O solvente etanol foi utilizado como
referéncia durante a aquisicdo dos espectros.

O varrimento dos espectros ultravioleta-visivel de todas as solucdes referidas foi realizado na
gama de comprimento de onda entre os 700 e os 200 nm, a uma velocidade de 480 nm/min e com s/t
1. Os valores de absorvancia registados na banda de absorcdo maxima foram utilizados para a posterior
construcao das curvas de calibracao de ambos o0s agentes ativos, as quais sao apresentadas no Anexo
I, (Fig. 84-85).

Para o estudo do efeito do estimulo de pH na libertacdo dos agentes ativos nas particulas de
quitosano, procedeu-se a construcao de duas curvas de calibracao em dois meios de libertacao
diferentes. Para isso, foram preparadas solucdes de vitamina E em tampao fosfato salino (pH 7,4) e em
tampéao acetato (pH 3,0), num intervalo de concentracdes entre 0,050-2,50 mg/mL. Procedeu-se a
determinacao dos espectros de absorvancia da vitamina E em ambos os meios de libertacéo, e os valores
de absorvancia registados na banda de absorcdo maxima foram utilizados para a posterior construcdo

das curvas de calibracao, as quais sao apresentadas no Anexo Il.

5.3.6.1. Determinacao do /oading e da eficiéncia de encapsulacao

O /oading e a eficiéncia de encapsulacdo das particulas sintetizadas foram determinadas por
espectroscopia de UV-Vis apos extracdo do agente ativo encapsulado com etanol. Para isso, 100 mg de
particulas secas foram dispersas em 25 mL de etanol e homogeneizadas durante 5 minutos a 5000
rpm. De seguida, a suspensdo foi centrifugada durante 10 minutos a 9000 rpm, e o sobrenadante foi
analisado no espectrofotometro UV-Vis, de forma a determinar a absorvancia maxima, em triplicado, nos
comprimentos de onda 284 nm e 273 nm, para vitamina E e para o OE de eucalipto, respetivamente
[15, 103]. A solucao de etanol foi utilizada como referéncia.

A quantidade de agente ativo extraido foi calculada com base na curva de calibracdo de cada
agente ativo no meio de extracdo. O /oadinge a eficiéncia de encapsulacao foram determinadas segundo

as equacoes 2 e 3, respetivamente.

massa de 6leo encapsulado

loading (%) =

x 100 Equacao 2

massa de particulas secas

Equacao 3

EE (%) — m/assa dfz (?leo encapsulado %100
massa de 6leo adicionado para encapsulagio
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5.3.6.2. Ensaios de libertacao de agentes ativos

Os perfis de libertacao dos agentes ativos das particulas sintetizadas foram determinados por
espectroscopia de UV-Vis, como ja foi referido. Nos testes de libertacao, inicialmente as amostras sao
acondicionadas num banho termostatico (Lab. Companion, BS-11) a 37 °C, sob agitacdo a 120 rpm. No
caso das particulas de etilcelulose e PLA, 100 mg de particulas secas foram adicionadas a 30 mL de
solucéo de libertacao (etanol 40%) [21, 34]. No caso das particulas de quitosano, os testes de libertacao
foram realizados em meios distintos com diferentes valores de pH: solucdo tampéo fosfato salino (PBS,
pH 7,4) e tampao acetato (pH 3,0) [15, 104]. Para isso, 30 mg de particulas secas de quitosano foram
adicionadas a 30 mL de solucao tampao, para o estudo do efeito do estimulo de pH na libertacéo do
agente ativo. Para todas as amostras em estudo, em intervalos de tempo pré-definidos (15, 30 e 45
minutos, 1, 1,5, 2, 3, 5 e 7 horas), foi retirada uma aliquota de 5 mL, a qual foi centrifugada a 9000
rpm, durante 5 minutos. Apds a analise do sobrenadante, a aliquota previamente retirada € devolvida ao
meio de libertacao para as analises posteriores, de forma a manter o volume final em agitacao. Os meios
de libertacao foram usados como referéncia. A quantidade de agente ativo libertado foi calculada com
base na curva de calibracdo de cada éleo, no meio de libertacao respetivo (Anexo Il, Fig. 84-87).

A capacidade de libertacdo dos agentes ativos dos téxteis foi determinada por espectroscopia de
UV-Vis. Os testes foram realizados nas mesmas condicOes referidas anteriormente. Para isso, foram
retiradas amostras de 5x5 cm de provetes distintas do tecido e colocadas em 30 mL de solucdo de
libertacao de etanol (40%) a 37 °C sob agitacao constante a 120 rpm. Em intervalos de tempo pré-
definidos (15, 30 e 45 minutos, 1, 1,5, 2, 3, 5, 7, 24, 28, 32, 48 e 55 horas), foi retirada uma aliquota
de 5 mL e analisada por espectroscopia UV-Vis. O meio de libertacdo foi usado como referéncia. A
quantidade de agente ativo libertado foi calculada com base na curva de calibracao do agente ativo em

etanol (Anexo Il, Fig. 84-85).

5.4. Funcionalizacao de téxteis
Com o intuito de funcionalizar substratos téxteis de algodado (tecido 100% algod&o), foram
realizados estudos preliminares de dispersao, para perceber a melhor composicao da formulacéo a
aplicar. Para tal, foram preparadas 8 formulacoes, em 10 mL de agua, com as particulas de etilcelulose

e OE de eucalipto, segundo a Tabela 6.
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Tabela 6 - Condicdes do estudo preliminar de dispersao de particulas de etilcelulose e OE de eucalipto.

Formulacao 1 Etilcelulose (60 g/L)

Formulacao 2 Particulas (60 g/L)

Formulacao 3 Particulas (60 g/L) + PVA (2%)

Formulacao 4 Particulas (60 g/L) + PEG (2%)

Formulacao 5 Particulas (60 g/L) + Poloxamer 188 (2%)

Formulacao 6 Particulas (60 g/L) + PVA (2%) + Eco-DL (10 g/L)

Formulacao 7 Particulas (60 g/L) + PEG (2%) + Eco-DLS (10 g/L)

Formulacao 8 Particulas (60 g/L) + Poloxamer 188 (2%) + Eco-DLS (10 g/L)
Formulacao liofilizada Particulas liofilizadas (60 g/L) + Poloxamer 188 (2%) + Eco-DLS (10 g/L)

Numa primeira formulacao foi estudada a dispersdo do polimero encapsulante (60 g/L) em agua
sem a adicao de dispersantes. O mesmo foi realizado na segunda formulacdo, substituindo o polimero
pelas particulas de etilcelulose e OE de eucalipto secas a temperatura ambiente. Nas formulacdes 3, 4
e b foi estudada a dispersao das particulas na presenca de trés dispersantes distintos PVA, PEG e
Poloxamer 188, respetivamente, numa concentracéo de 2% (p/v). Nas formulacdes 6, 7 e 8 foi estudada
a dispersdo das particulas, nas mesmas condicdes anteriores, juntamente com 10 g/L do ligante
Impranil Eco-DLS.

Num outro estudo preliminar, a dispersao das particulas em agua, apos a evaporacao do solvente
organico, nao foi deixada secar a temperatura ambiente e foi armazenada no congelador para posterior
liofilizacdo. De seguida, testou-se a estabilidade da formulacdo contendo as particulas liofilizadas (60
g/L), juntamente com o dispersante Poloxamer 188 (2%) e o ligante Eco-DLS (10 g/L).

Para a funcionalizacdo de téxteis 100% algoddo, foi preparada uma formulacdo de 100 mL
contendo Poloxamer 188 (2%) como dispersante, 10 g/L de particulas liofilizadas e 10 g/L de eco-DLS,
com o auxilio de um agitador mecanico (RS Lab-13 Pro 20) a uma velocidade de agitacdo de 700 rpm,
durante trés horas. Posteriormente, a formulacao foi aplicada em substratos de tamanho A5, com o
auxilio de uma pistola de spray Dexter, com uma pressdo de 4 Bar. Apds a aplicacdo da formulacéo, o
téxtil foi levado a secar num forno Infradryer, a uma temperatura de 100 °C, durante 1 minuto. Num
primeiro ensaio, o processo de aplicacao da formulacao e secagem, foi apenas realizado uma vez. Num
segundo ensaio, 0 processo de aplicacao da formulacéo, seguida da secagem no forno foi repetida varias

vezes, de forma a se obter uma wetpickup alto (wet pickup de 90%) (Equacdo 4).

Mtextil haimido ~Mtéxtil seco x 100

wet pickup (%) = Equacao 4

Mtextil haimido
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6. Resultados e discussao

Ao longo desta seccao serdo apresentados e discutidos os resultados obtidos no desenvolvimento

do trabalho experimental associado a dissertacdo de mestrado.

6.1. Caracterizacao Morfolégica
Apds a sintese das particulas com os diferentes materiais de revestimento e por diferentes
métodos de encapsulacao, procedeu-se a avaliacao do efeito dos parametros varidveis em cada sintese,

nas caracteristicas das particulas finais obtidas.

6.1.1. Particulas de etilcelulose

Iniciando pelas particulas de etilcelulose, estas foram preparadas pelos métodos de evaporacéo
de solvente e por coacervacao simples, com dois agentes ativos diferentes, o OE de eucalipto e a vitamina
E, tendo sido obtidas com ambos os métodos, particulas de forma esférica (Fig. 25). No entanto, verifica-
se alguma coalescéncia de particulas pelo processo de coacervacao, contrariamente ao que acontece
pelo método de evaporacdo de solvente, em que se confirma a presenca de particulas bem definidas e
individualizadas. Isto € indicativo de que o processo de evaporacao de solvente é 0 mais adequado para
a encapsulacao de ambos os agentes ativos em matriz de base celuldsica ou ainda, que as condicdes
de sintese usadas no método de coacervacdo nao foram as mais adequadas. Deste modo, seria
vantajoso estudar as melhores condicoes de sintese no processo de coacervacao, ajustando alguns
parametros, tais como, a concentracdo e tipo de surfactante, a velocidade de adicdo da solucdo de
polimero ou o0 tempo de agitacdo, de forma a otimizar o processo e alcancar particulas individualizadas.

Relativamente a dimensao das particulas sintetizadas, também se verifica uma divergéncia nos
resultados, atendendo aos dois métodos utilizados. Isto ja seria esperado, uma vez que, segundo a
literatura, as dimensdes das particulas sintetizadas divergem consoante 0 método de encapsulacao
aplicado [105]. Atendendo aos resultados obtidos pelas imagens de SEM das particulas de etilcelulose e
OE de eucalipto ou vitamina E (Fig. 26), verifica-se que as dimensdes das particulas sintetizadas pelo
método de evaporacao de solvente sao superiores relativamente as particulas sintetizadas por
coacervacao. Isto vai de encontro com o referido na literatura, que reportam que a sintese por evaporacao

de solvente permite atingir particulas de maiores dimensdes [105].
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Figura 25 - Imagens capturadas por SEM das particulas de etilcelulose e vitamina E, com SDS/PEG como conjunto de
surfactantes, sintetizados por a) método de evaporacdo de solvente e b) método de coacervacdo e das particulas de
etilcelulose e OE de eucalipto, com SDS/PEG como conjunto de surfactantes, sintetizados por ¢) método de evaporacédo de
solvente e d) método de coacervacéo.

Para além do estudo do impacto do método de encapsulacdo adotado nas caracteristicas finais
das particulas, outros parametros foram estudados, entre os quais, a influéncia de diferentes surfactantes
e de diferentes agentes ativos a encapsular. Para isso, foram sintetizadas, através do método de
evaporacao de solvente, particulas com surfactantes distintos (SDS/PEG 4000 e tween 80) e com
agentes ativos distintos (OE de eucalipto e vitamina E), de forma a perceber o impacto desses parametros
no tamanho das particulas obtidas (Tabela 7). As dimensoes das particulas foram determinadas por OM,

SEM e DLS e os resultados comparados entre os 3 métodos.
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Figura 26 - Imagens capturadas por SEM das particulas de etilcelulose e vitamina E, com SDS/PEG 4000, sintetizados por
a) método de evaporacdo de solvente e b) método de coacervacédo, com as respetivas dimensdes e das particulas de
etilcelulose e OE de eucalipto, com SDS/PEG, sintetizados por c) método de evaporacdo de solvente e d) método de
coacervacao, com as respetivas dimensoes.

Primeiramente, recorreu-se a analise por OM e DLS para o estudo da forma e dimensdo das
particulas sintetizadas. Atendendo a Tabela 7, destaca-se a divergéncia dos valores obtidos entre as duas
técnicas de analise aplicadas. De forma a confirmar as dimensdes das particulas obtidas, recorreu-se a
uma terceira analise por SEM, que por sua vez, comprovou que as dimensdes das particulas vao de
encontro com as obtidas por OM. Por esse motivo, assumiu-se que os resultados de DLS ndo seriam os
mais indicados para as analises posteriores. A divergéncia de valores pode ser explicada pela
incapacidade do equipamento de detetar a totalidade das particulas sintetizadas, e por sua vez, estar a
detetar apenas vestigios de polimero e das particulas de menores dimensdes. As particulas observadas

no OM e SEM, por serem de maiores dimensdes, podem depositar na cuvette e, por isso, ndo serem

47



detetadas pelo equipamento de DLS, o que justificaria a diferenca de tamanhos observada entre os

métodos de DLS e microscopia.

Tabela 7 - Dimensoes das particulas de etilcelulose com OE de eucalipto e com vitamina E sintetizadas pelo método de
evaporacdo de solvente, analisadas por OM, SEM e DLS.

Particulas de etilcelulose OM (nm) SEM (nm) DLS (nm)
SDS/PEG 4000 + vitamina E

(1,1 -2,7)x10 (0,9 - 2,7)x10¢ 51,4 +0,9
(8000 rpm, 2 minutos)
SDS/PEG 4000 + vitamina E

(1,0 - 1,4)x10¢ - 22,80 +0,18
(8000 rpm, 10 minutos)
Tween 80 + vitamina E (1,3 -2,0)x10¢ (0,2 - 1,3)x10¢ 3,85+0,19
SDS/PEG 4000 + OE eucalipto (0,6 - 1,0)x10¢ 137,0 - 398,9 6,08 + 0,07
Tween 80 + OE eucalipto (0,9 -1,5x10: 172,0 - 664,4 8,05+0,12

Relativamente as particulas de etilcelulose com vitamina E, sintetizadas com o conjunto de
surfactantes SDS/PEG 4000, apenas as que foram sujeitas a um menor tempo de agitacao foram
selecionadas para analise por SEM, uma vez que apresentaram particulas mais individualizadas e
uniformes quando visualizadas por OM (Anexo |, Fig. 78). Comparando os resultados de OM das
particulas com vitamina E, presentes na Tabela 7 e na Fig. 27, nota-se um ligeiro aumento do tamanho

de particulas, quando o conjunto de surfactantes SDS/PEG 4000 é substituido por tween 80.

vitamina E + sDs/PEG 4000 ||
Vitamina E + Tween 80 _
ok eucalipto + 5DS/PEG 4000 ||
OE eucalipto + Tween 80 _

0,0 0,5 1,0 1,5 2,0
Tamanho médio de particulas (um)

Figura 27 - Representacéo esquematica da dimensdo média das particulas de etilcelulose, com ambos os agentes ativos e
surfactantes, sintetizadas pelo método de evaporacao de solvente, atendendo aos resultados obtidos pelas imagens de OM.

0O mesmo se verifica nas particulas de OE de eucalipto como agente ativo, em que se observa

um ligeiro aumento das particulas quando sintetizadas com o surfactante tween 80. Este resultado vem
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de encontro ao referenciado em estudos anteriores, em que para 0 mesmo conjunto de surfactantes em
estudo, foi detetada a diminuicdo de tamanho de particulas quando o conjunto de surfactantes SDS/PEG
4000 foram empregues, face ao tween 80 [66, 106]. A variacao de tamanho das particulas consequente
da alteracédo de surfactantes, pode ser explicada devido a sinergia entre o surfactante e co-surfactante
(SDS/PEG 4000). A interacdo ido-dipolo estabelecida pelas duas moléculas resulta numa reducao da
repulsdo eletrostatica entre os grupos de carga da molécula de SDS, o que por sua vez, possibilita a
diminuicao da tensao interfacial e, consequentemente, a dimensao das particulas [66, 106].
Comparando as particulas de etilcelulose com 0 mesmo surfactante e as mesmas condicdes de
sintese, nota-se novamente uma divergéncia de tamanhos com a alteracdo apenas do agente ativo a

encapsular (Fig. 28).
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2 P / _ :
mag HV |mode| det | WD HFW 1 mag HV | mode | det | WD HFW L —
50000x|10.0kV| SE [TLD|5.1 mm [5.97 ym B 100000x[10.0kV| SE [TLD|5.0 mm [2.98 um SEMAT/UM 2
¥ — y
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P £ /
‘ mag HV |mode| det | WD | HFW 1 pm [E] HV |mode| det | WD | HFW | 1 pm
100000 x| 10.0kV| SE |TLD|5.1 mm [2.98 um SEMAT/UM 3 100000 x [10.0kV| SE |TLD|5.1 mm |2.98 ym| SEMAT/UM 4

Figura 28 - Imagens capturas por SEM das particulas de etilcelulose sintetizadas pelo método de evaporagéo de solvente:
a) etilcelulose + SDS/PEG 4000 + vitamina E, b) etilcelulose + SDS/PEG 4000 + OE de eucalipto, c) etilcelulose + tween 80
+ vitamina E e d) etilcelulose + tween 80 + OE de eucalipto, com as respetivas dimensdes.
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Ademais, em ambos os conjuntos de particulas com SDS/PEG 4000 e tween 80, verifica-se uma
reducdo da dimensao de particulas resultantes das sinteses com OE de eucalipto. Isto pode ser explicado
pela dimensao das moléculas de agente ativo a encapsular, uma vez que, a vitamina E possui uma maior
massa molar (430,71 g/mol), relativamente ao OE de eucalipto (154,25 g/mol).

Para além dos parametros anteriormente discutidos, as condicoes de sintese no método de
evaporacao de solvente foram alvo de estudo, nomeadamente, o efeito da velocidade e tempo de
agitacdo da emulsao, no tamanho final das particulas de etilcelulose com vitamina E e o conjunto de
surfactantes SDS/PEG 4000. Segundo os resultados presentes na Tabela 8, obtidos através das imagens
capturadas por OM (Anexo |, Fig. 78-80), verifica-se uma influéncia de ambos os fatores em estudo no
tamanho das particulas obtidas. De facto, quando o tempo de agitacéo é diminuido de 10 para 2 minutos,
notou-se um aumento da dimensdo das particulas, segundo os dois métodos de analise usados. O
mesmo se verificou quando se reduziu a velocidade de agitacdo de 8000 para 4000 rpm, mantendo o
fator tempo inalteravel. Estes resultados vao de encontro aos citados na literatura, que confirmam a
influéncia da velocidade de agitacdo, utilizada na sintese da emulsdo, no tamanho de particulas,

verificando-se uma diminuicdo destas com o aumento do numero de rotacdes [36].

Tabela 8 - Dimensdes das particulas de etilcelulose e vitamina E sintetizadas pelo método de evaporacao de solvente,
alterando as condicdes de velocidade e tempo de agitacdo da emulsao, analisadas por OM e DLS.

Velocidade de agitacao Tempo de agitacao Tamanho de particulas (nm)

(rpm) (min) oM DLS

8000 10 (1,0 - 1,4)x10¢ (22,80 + 0,18)x10¢
8000 2 (1,1 -2,7)x10° (51,42 + 0,99)x10¢
4000 10 (1,0 - 3,3)x10¢ (28,11 + 0,11)x10¢

6.1.2. Particulas de acido miristico
As particulas com o acido miristico como material de revestimento, foram preparadas pelos
mesmos meétodos referidos anteriormente. No entanto, o acido gordo aplicado nao se revelou um bom
material de revestimento, uma vez que, pelas imagens obtidas por OM, ndo se verificou a presenca de
capsulas uniformes (Fig. 29). Por esse motivo, as particulas de acido gordo nao prosseguiram para

estudos posteriores.
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Figura 29 - Imagens capturadas por OM das particulas de acido miristico com vitamina E, sintetizadas por a) método de
evaporacado de solvente e b) método de coacervacao.

6.1.3. Particulas de PLA

As particulas de PLA também foram sintetizadas pelos métodos de evaporacéo de solvente e de
coacervacao, e através do primeiro método, foi possivel obter-se particulas esféricas e bem definidas
(Fig. 30). No entanto, o método de coacervacdo nao se revelou eficaz nesta sintese com o PLA como
material de revestimento, uma vez que ndo se verificou a presenca de particulas definidas nas imagens
de OM. Contrariamente ao desejado, foi observado apenas a presenca de filmes de polimero, pelo que

0 método de coacervacao foi descartado como método de encapsulacao com a matriz de PLA.

50 pm

Figura 30 - Imagens capturadas por OM das particulas de PLA com vitamina E, sintetizadas por a) método de evaporacao
de solvente e b) método de coacervacao.

Focando nas imagens obtidas por SEM das particulas de PLA sintetizadas pelo método de
evaporacao de solvente, com ambos os agentes ativos, nota-se a presenca de algumas particulas bem
individualizadas, no entanto, observa-se ainda alguma coalescéncia destas (Fig. 31 e 32). Isto sugere

que a sintese das particulas teria de ser otimizada e estudado o efeito de alguns parametros, tais como,
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a velocidade de agitacao, alteracao de surfactante ou a quantidade do mesmo e a necessidade de adicao
de agentes de reticulacao, com o intuito de evitar a coalescéncia das micelas e optimizar o processo de
encapsulacao. Para além disto, observa-se a presenca de varios filamentos de polimero que nao formou
capsulas e, por isso, ndo encapsulou o agente ativo (Fig. 31). Ainda pela analise das imagens é possivel
observar-se uma elevada distribuicdo de tamanho de particulas, pelo que se conclui que estas sao

heterogéneas entre si relativamente as suas dimensoes.

‘ " 4 \‘ ¢
J) y

an b ©y - b -
HV | mode| det | WD HFW ] HV | mode| det
x[10.0kV| SE |TLD 4.8 mm|18.9 um x| 10.0kV| SE |TLD

mode | det 1 pm =— mag HV mode | det WD HFW 1 pm ——
x 100kV| SE |TL SEMAT/UM 5 100 000x |10.0kV| SE |TLD|4.8 mm|2.98 ym SEMAT/UM 6

Figura 32 - Imagens capturadas por SEM das particulas de PLA com a) vitamina E e b) OE de eucalipto, com respetivas
dimensoes.

Contrariamente ao observado nas particulas de etilcelulose, no caso das particulas de PLA como
matriz de revestimento, ndo é notéria uma divergéncia nas dimensdes das particulas atendendo ao
agente ativo a encapsular (Tabela 9). De facto, as dimensdes das particulas de OE de eucalipto

apresentam a mesma ordem de grandeza das dimensdes das particulas de vitamina E.
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Tabela 9 - Dimensoes das particulas de PLA sintetizadas pelo método de evaporacéo de solvente, analisadas por OM, SEM

e DLS.
Particulas de PLA OM (nm) SEM (nm) DLS (nm)
Vitamina E + tween 80 (1,6 - 2,2)x10: 183,4 - 514,2 182,9+12,8
OE eucalipto + tween 80 (1,0 - 1,2)x10: 157,1 - 644,2 96,22 + 0,44

6.1.4. Particulas de quitosano

Relativamente as particulas de quitosano, estas foram sintetizadas pelos métodos de gelificacao
idnica e de coacervacdo. No primeiro caso, verifica-se pelas imagens capturadas por SEM (Fig. 33), a
presenca de particulas com um formato quase esférico, no entanto, pouco definidas. Isto pode ser
indicativo de que as condicdes de sintese utilizadas ndo foram as mais indicadas. No caso da
coacervacao, verifica-se a presenca de particulas muito coalescidas, mais uma vez, devido possivelmente

a coalescéncia de micelas durante a precipitacao.

b

HY mode det WD ‘ HFV\/ 500 nm - | mag HV | mode| det | WD HFW 500 nm
1

200000 x| 10.0 kV | BSE \TLD 5.4 mm
Figura 33 - Imagens capturadas por SEM das particulas de quitosano, sintetizadas por a) método de gelificacao idnica e b)
meétodo de coacervacéo.

49 ym SEMAT/UM 10 200000 x| 10.0kV ' BSE TLD|4.9 mm 1.49 ym SEMAT/UM 11

Com base na analise das imagens capturadas pelo OM das particulas de quitosano (Anexo I, Fig.
81-83) e do estudo da eficiéncia de encapsulacdo das mesmas, foram selecionadas apenas algumas
particulas para posterior analise por SEM, para confirmacao do tamanho e forma destas. Entre elas
surgem as particulas de quitosano sintetizadas pelo método de coacervacao com vitamina E e o
glutaraldeido como agente reticulante, na presenca de 6leo mineral; as particulas de quitosano com

vitamina E e com acido tanico como agente reticulante, na auséncia de 6leo mineral e as particulas de
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quitosano sintetizadas pelo método de gelificacdo idnica com os dois agentes ativos (OE de eucalipto e
vitamina E).

Pelo método de gelificacdo idnica nota-se uma diferenca de resultados atendendo ao agente ativo
encapsulado (Fig. 34). No caso das particulas com vitamina E como agente ativo, ndo ocorreu a formacao
de particulas esféricas, tendo-se formado, em contrapartida, um filme de polimero possivelmente com o
agente ativo retido no mesmo. Relativamente ao OE de eucalipto, verifica-se a presenca de pequenas
particulas pouco definidas, na ordem dos nanometros. Estes resultados sdo indicativos de que, o
processo de encapsulacdo pelo método de gelificacdo ionica, utilizando o quitosano como matriz de
revestimento, parece ser mais favoravel para a encapsulacdo de OE de eucalipto, em comparacao com

a vitamina E.

W
mag

HV |mode det| WD | HFW 200 pm mag HV |mode| det| WD | HFW - 500 nm
500 x| 10.0 kV| SE |ETD|5.0 mm | 597 ym SEMAT/UM 9 200 000 | 10.0 kV | BSE | TLD 5.4 mm [1.49 um SEMAT/UM 10

Figura 34 - Imagens capturadas por SEM das particulas de quitosano, sintetizadas pelo método de gelificacao i6nica com
a) vitamina E e b) OE de eucalipto.

Pelo método de coacervacao apenas foram sintetizadas particulas com vitamina E e foi estudado
o efeito de dois reticulantes distintos, o glutaraldeido e o acido tanico, utilizados para reforcar a parede
das capsulas. Em ambos os casos, verificou-se a coalescéncia das particulas e a auséncia de particulas
individualizadas e bem definidas (Fig. 35). Deste modo, assume-se que a alteracédo de agente reticulante
nao surtiu um efeito significativo no tamanho e formato das particulas e, por esse motivo, outras
condicdes de sintese devem ser estudadas de forma a otimizar o processo de encapsulacdo. Para além
disso, também se conclui que o método de coacervacéo utilizado, a semelhanca da gelificacao ionica,

nao se revelou ser apropriado para encapsular a vitamina E em revestimento de quitosano.
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Figura 35 - Imagens capturadas por SEM das particulas de quitosano, sintetizadas pelo método de coacervacdo com a)
vitamina E e glutaraldeido e b) vitamina E e acido tanico.

6.2. Caracterizacao Quimica

A caracterizacao quimica dos reagentes utilizados para a sintese das particulas foi conseguida
através da técnica de FTIR-ATR, que permitiu identificar cada um dos compostos pela presenca de picos
e bandas caracteristicos. Foi ainda realizada a caracterizacao quimica das particulas sintetizadas, com
0 objetivo de averiguar a presenca de agente ativo e surfactantes na superficie destas. Para isso, realizou-
se uma analise comparativa dos picos presentes nos espetros das particulas sintetizadas e dos picos

caracteristicos das ligacdes de cada reagente usado na sintese das mesmas.

6.2.1. Surfactantes

Em relacdo ao espetro de SDS (Fig. 36), surgem bandas caracteristicas a numero de onda 3462
cm correspondente as ligacdes de O-H e a 2917 e 2850 cm relativas as vibracdes de alongamento das
ligacdes de C-H. Para além disso, o SDS também é caracterizado pelas bandas que surgem a 1468 e
1216 cm* correspondentes as vibracdes das ligacdes C-H e C-C, respetivamente. A vibracdo de
alongamento da ligacdo S=0 é caracterizada por picos entre os 950 e 1100 cm-, que no espetro obtido

corresponde ao pico que surge a numero de onda 1081 cm-.
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Figura 36 - Espetro de FTIR de SDS.

0 espetro de PEG 4000 (Fig. 37) apresenta bandas caracteristicas das ligacdes de C-H a nimero
de onda 2881 cm?, no caso das vibracdes de alongamento e a 1467 cm?, no caso das vibracoes de
torcdo. Para além disso, surge uma banda correspondente a ligacdo C-C a numero de onda 1240 cm-

e outras duas bandas a 1099 e 1059 cm- relativas a ligacao O-C.
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Figura 37 - Espetro de FTIR de PEG 4000.

No espetro de tween 80 (Fig. 38) surge uma banda caracteristica da ligacdo O-H a um numero
de onda 3491 cm* e duas bandas correspondentes as vibracdes de alongamento das ligacdes de C-H a
2921 e 2859 cm. Para além disto, o tween 80 ¢ caracterizado pela presenca de uma banda a 1735

cm que resulta das vibracdes da ligacao C=0 do éster e uma outra a 1644 cm+ correspondente a ligacao
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C=C. A numero de onda 1248 e 1095 cm* surgem duas bandas caracteristicas da ligacdo C-C e da

ligacao C-O-C, correspondente ao grupo funcional éter.
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Figura 38 - Espetro de FTIR de tween 80.

6.2.2. Agentes ativos

Em relacdo ao espetro da vitamina E (Fig. 39), surgem picos caracteristicos das vibracdes de
alongamento das ligacdes C-H a nimero de onda 2927 e 2866 cm-. Para além disso, surge um pico de
maior intensidade a 1758 cm*, possivelmente relacionado com as vibracdes da ligacdo C=0, resultante
do deslocamento eletrdnico no anel aromatico. Este aspeto pode ser confirmado pelo espetro obtido,
uma vez que nao se verifica um pico na zona acima dos 3000 cm+ caracteristica da ligacdo O-H. As
vibracdes das ligacdes do anel aromatico encontram-se presentes no espetro a 1462 cm-. A numero de
onda 1204 e 1077 cm*surgem duas bandas respeitantes a ligacdo éter C-O-C e a ligacdo C-C,
respetivamente. Por outro lado, o surgimento do pico a 1758 cm caracteristico da ligacdo C=0 e a
auséncia da banda correspondente as vibracoes da ligacao de O-H, pode ser indicativo de que a vitamina
E usado nas sinteses, pode nao ser tocoferol 100% puro, mas sim uma mistura com acetato de tocoferol.
De facto, fazendo a comparacao dos espetros de FTIR citados na literatura do tocoferol (Fig. 40) e do

acetato de tocoferol (Fig. 41), nota-se uma maior proximidade do espetro obtido com este ultimo.
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Figura 39 - Espetro de FTIR da Vitamina E.
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Figura 40 - Espetro de FTIR do alfa-tocoferol citado na literatura, retirado da referéncia [107].
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Figura 41 - Espetro de FTIR do acetato de tocoferol citado na literatura, retirado da referéncia [108].
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Na analise do espetro do OE de eucalipto (Fig. 42) teve-se em consideracdo a estrutura do
principal componente deste, o eucaliptol. A niumero de onda 2967 e 2923 cm® surgem picos
caracteristicos das vibracdes de alongamentos das ligacdes de C-H e a 1375 e 1215 cmsurgem os
picos correspondentes as vibracoes de torcao das mesmas. Para além disso, surge um pico a 1079 cm-

1, caracteristico da ligacao éter C-O-C, e um pico a 984 cm- relativo as ligacdes C-C.
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Figura 42 - Espetro de FTIR do OE de eucalipto.

6.2.3. Particulas de etilcelulose

O espetro de etilcelulose (Fig. 43) é caracterizado pela presenca de uma banda a 3464 cm?
correspondente as ligacdes de O-H e de duas bandas a numero de onda 2918 e 2851 cm?
correspondentes as vibracdes de alongamento das ligacdées de C-H. Para além disso, surge um pico a
1080 cm: relativo a ligacdo C-O-C, caracteristica do grupo funcional éter. A numero de onda 1469 e
1217 cm?, surgem duas bandas respeitantes as vibracdes de torcao das ligacdes de C-H e as ligacdes

de C-C, respetivamente [109].
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Figura 43 - Espetro de FTIR de etilcelulose.

No espetro de FTIR das particulas de etilcelulose com vitamina E, sintetizadas com o complexo
SDS/PEG 4000 (Fig. 44) é possivel identificar a presenca de picos caracteristicos referentes as ligacoes
de O-H, C-H e C-C a nimero de onda 3470 cm?, 2932 cm* e 1208 cm-, respetivamente. No entanto,
devido a semelhanca de espetros de etilcelulose com os dos surfactantes, nao é possivel afirmar com
certezas de que os picos referidos anteriormente no espetro das particulas em questdo, surgem devido
as vibracdes das ligacdes correspondentes apenas ao polimero. A nimero de onda 1758 cm* surge um
pico bem definido, que ndo se encontra presente no espetro do polimero, estando relacionado com as
vibracdes da ligacdo C=0 da vitamina E. Esta informacdo permite deduzir a presenca do agente ativo na
superficie das particulas, levando a conclusdo de que nem todo o agente ativo utilizado na sintese das
particulas foi encapsulado pela matriz de etilcelulose. Simultaneamente, a presenca do pico caracteristico
da vitamina E, pode ser indicativo de que as particulas sintetizadas adquiriram uma morfologia de
sistema matricial. A numero de onda 1053 cm?, verifica-se a presenca de uma banda larga,
possivelmente, resultante da sobreposicao das vibracdes de ligacdo O-C e S=0, referentes ao polimero
e aos surfactantes SDS e PEG 4000. Isto pode ser indicativo da presenca de surfactante nas particulas
sintetizadas e, por esse motivo, a quantidade de lavagens efetuadas podem nao ter sido suficientes para

a remocao total dos surfactantes livres.
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Figura 44 - Representacdo grafica dos espetros de FTIR da etilcelulose (—), SDS (—), PEG 4000 (—), Vitamina E () e
das particulas de etilcelulose + vitamina E + SDS/PEG 4000 (—).

No espetro de FTIR das particulas de etilcelulose e OE de eucalipto, juntamente com o complexo
SDS/PEG 4000 (Fig. 45) é possivel identificar os picos caracteristicos mencionados anteriormente
referentes as ligacdes do polimero de etilcelulose ou do conjunto dos surfactantes. A nimero de onda
1053 cm- verifica-se a presenca de uma banda larga, possivelmente, resultante da sobreposicdo das
vibracoes de ligacdo O-C e S=0, referentes ao polimero e aos surfactantes SDS e PEG 4000 que sugerem
a presenca de surfactante na superficie das particulas sintetizadas. Relativamente ao OE de eucalipto,
nao se verifica a presenca de nenhum pico caracteristico das ligacoes do agente ativo, uma vez que estes
podem estar mascarados por picos dos restantes reagentes. Deste modo, ndo é possivel concluir com
certeza, sobre a presenca de agente ativo na superficie das particulas em questdo. Através dos dados
de SEM, conclui-se que a encapsulacéo do OE de eucalipto pelas diversas técnicas foi mais eficiente do
que a encapsulacdo com a Vitamina E, uma vez que se obtiveram particulas bem definidas e de menor

dimensao. Isto reflete-se nos resultados de FTIR, pela auséncia de OE de eucalipto livre.
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Figura 45 - Representacéo grafica dos espetros de FTIR da etilcelulose (—), SDS (—), PEG 4000 (—), OE de eucalipto (
) e das particulas de etilcelulose + OE eucalipto + SDS/PEG 4000 (—).

Relativamente ao espetro de FTIR das particulas de etilcelulose e vitamina E com o surfactante
tween 80 (Fig. 46) é possivel identificar mais uma vez os picos caracteristicos referentes as ligacoes de
O-H, C-H e C-C a numero de onda 3465 cm?, 2904 cm* e 1204 cm. No entanto, devido a semelhanca
de espetros de etilcelulose com o do surfactante, ndo é possivel afirmar com certezas de que 0s picos
referidos anteriormente no espetro das particulas em questao, surgem devido as vibracdes das ligacoes
correspondentes apenas ao polimero. Para além disso, surgem picos a numero de onda 1761 e 1210
cm?, que possivelmente correspondem as vibracoes de ligacdo do C=0 e da ligacdo éter C-O-C da
vitamina E, respetivamente. Estes resultados sao indicativos de que a vitamina E nao foi totalmente
encapsulada na matriz de etilcelulose, tendo provavelmente ficado alguma porcédo desta na superficie

das particulas.
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Figura 46 - Representacéo grafica dos espetros de FTIR da etilcelulose (—), tween 80 (—), Vitamina E () e das particulas

de etilcelulose + vitamina E + tween 80 (—).

No espetro de FTIR das particulas de etilcelulose e OE de eucalipto com o tween 80 como
surfactante (Fig. 47) é possivel identificar alguns picos caracteristicos a numero de onda 1365 cm* e
2871 cmdas vibracdesdas ligacdes C-H. No entanto, devido a semelhanca dos espetros dos reagentes
utilizados, nao é possivel determinar com clareza se os picos referidos sdo correspondentes as ligacoes
do polimero de etilcelulose, do surfactante ou do agente ativo. Para além disso, verifica-se a presenca de
uma banda larga a 1056 cm* que possivelmente corresponde a sobreposicdo das vibracdes da ligacdo
éter C-O-C do surfactante e do polimero. Mais uma vez, pode ser indicativo da presenca de surfactante
nas particulas sintetizadas. Uma vez que nédo ¢ possivel identificar um pico caracteristico das ligacdes
do OE de eucalipto, que nao esteja mascarada por picos dos reagentes, ndo é possivel concluir sobre a

presenca de agente ativo na superficie das particulas.
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Figura 47 - Representacao grafica dos espetros de FTIR da etilcelulose (—), tween 80 (—), OE de eucalipto () e das

particulas de etilcelulose + OE de eucalipto + tween 80 (—).

6.2.4. Particulas de PLA

O espetro de PLA (Fig. 48) é caracterizado pelo surgimento de uma banda a 3298 cm-
correspondente as ligacdes de O-H e duas bandas a numero de onda 2919 e 2851 cm- correspondentes
as vibracoes de alongamento das ligacoes de C-H. A 1747 cm* surge um pico muito caracteristico da
ligacao C=0 de um &cido carboxilico. Para além disso, surge um pico a 1085 cm- relativo a ligacdo C-
0-C, caracteristica do grupo funcional éter. A numero de onda 1449 e 1181 cm* surgem duas bandas
respeitantes as vibracoes de torcado das ligacdes de C-H e as ligacdes de C-C, respetivamente [51, 52].

O espetro obtido vai de encontro com o provido pelo fornecedor (Fig. 49).
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Figura 48 - Espetro de FTIR de PLA.
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Figura 49 - Espetro de PLA Ingeo 2003D NaturalWork fornecido pela Resinex.

No espetro de FTIR das particulas de PLA e vitamina E (Fig. 50) surge uma banda a nimero de
onda 1750 cm* que pode coincidir com a banda presente a 1758 cm no espetro da vitamina E, referente
a ligacao C=0. No entanto, a um numero de onda préximo, surge um pico no espetro do surfactante a
1735 cm-, caracteristico da ligacdo C=0 do grupo éster. Deste modo, ndo é possivel concluir com

certezas sobre a presenca de vitamina E na superficie das particulas com matriz de PLA.
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Figura 50 - Representacéo grafica dos espetros de FTIR do PLA (—), tween 80 (—), Vitamina E (-) e das particulas de
PLA + vitamina E + tween 80 (—).
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No caso das particulas de PLA com o OE de eucalipto nao se verifica a presenca de nenhum
pico caracteristico do 6leo encapsulado isolado e que, nao esteja mascarado pelos picos caracteristicos
dos restantes reagentes (Fig. 51). Por este motivo, ndo é possivel determinar a presenca do agente ativo

na superficie das particulas em questao.
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Figura 51 - Representacéo grafica dos espetros de FTIR do PLA (—), tween 80 (—), OE de eucalipto () e das particulas
de PLA + OE eucalipto + tween 80 (—).

6.2.5. Particulas de quitosano
0 espetro de quitosano (Fig. 52) é caracterizado pelo surgimento de uma banda larga resultante
da sobreposicao das vibracdes dos grupos OH e NH, com dois picos ligeiros a 3352 e 3279 cm*
caracteristicos de uma amina primaria. O pico a 2871 cm corresponde as vibracdes de alongamento
das ligacdes de C-H e o pico a 1650 cm corresponde as vibracdes de alongamento de C=0 em ligacdes
amida. Para além disso, os picos a 1375 e 1317 cm estao relacionados com as ligacées C-O-H e C-H,
respetivamente. Finalmente, as bandas que surgem a numero de onda entre 1152 e 1025 cm* sdo

caracteristicas das ligacdes C-O-C, C-N e C-C [15, 57].
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Figura 52 - Espetro de FTIR do quitosano.

Relativamente ao espetro de FTIR das particulas de quitosano sintetizadas pelo método de
coacervacao (Fig. 53), verifica-se a presenca de um pico a numero de onda 1713 cm*, que pode sugerir
a presenca de surfactante ou de agente ativo, uma vez que coincide com as vibracdes de ligacdo C=0
presentes no espetro de tween 80 e da vitamina E. A nimero de onda 1195 cm! surge um pico
caracteristico da ligacao éter C-O-C da vitamina E. Isto pode ser indicativo da presenca de agente ativo
na superficie das particulas e, por isso, que este ndo foi encapsulado na sua totalidade. Esta conclusdo
¢ reforcada pelos dados obtidos por SEM, uma vez que se verificou que ambos os métodos de
coacervacao e gelificacdo i6nica, ndo se revelaram ser apropriados para encapsular a vitamina E. Deste

modo, existem evidéncias da presenca de vitamina E livre, pela ineficaz formacao de particulas definidas.
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Figura 53 - Representacéo grafica dos espetros de FTIR do quitosano (—), tween 80 (—), vitamina E () e das particulas
de quitosano com vitamina E sintetizadas pelo método de coacervacédo (—).
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No espetro de FTIR das particulas de quitosano com vitamina E encapsulada pelo método de
gelificacdo ionica (Fig. 54), surgem a numero de onda 1760 cm* e 1208 cm-, picos caracteristicos das
ligacoes C=0 e C-O-C da vitamina E, respetivamente. Estes resultados sugerem a presenca do agente
ativo na superficie das particulas e, por isso, que 0 processo de encapsulacdo devera ser otimizado. Para
além disso, as imagens de SEM demonstram a coalescéncia das particulas sintetizadas por este método,

0 que por sua vez, pode justificar a presenca da vitamina E na superficie das particulas (Fig. 34).
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Figura 54 - Representacao grafica dos espetros de FTIR do quitosano (—), tween 80 (—), vitamina E () e das particulas

de quitosano com vitamina E sintetizadas pelo método de gelificacao iénica (—).

6.3. Caracterizacao Térmica
A caracterizacao térmica das particulas e dos materiais utilizados para a sintese das mesmas foi
conseguida por termogravimetria, que permitiu monitorizar a variacdo de massa dos reagentes em

funcdo da temperatura e estudar a sua estabilidade térmica.

6.3.1. Agentes ativos

Relativamente ao termograma da vitamina E verifica-se uma perda de cerca de 16,3% de massa
inicial do composto, no intervalo de temperaturas de 105,7 °C a 180,7 °C (Fig. 55). Esta perda pode
ser devido a possiveis impurezas presentes no reagente usado, provenientes do processo de extracao
da vitamina E, uma vez que, nao se trata de um produto adquirido com elevado grau de pureza. A
degradacao da amostra de vitamina E inicia-se a uma T,... de 261,2 °C e termina a uma T....de 349,1
°C, com uma perda de massa inicial do composto de 97,9%. Do grafico de DTG obteve-se o ponto de

inflexao que ocorre a 335 °C. O termograma obtido é semelhante aos presentes na literatura, em que é
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referida uma perda da estabilidade térmica do composto apenas a partir dos 250 °C e com um intervalo

de temperaturas de degradacao entre os 250 °C e os 400 °C (Tabela 10) [110].

Tabela 10 - Temperaturas T....e T.... da vitamina E obtidas experimentalmente e mencionadas na literatura.

Resultado experimental Resultado citado na literatura

T...(°C) Ponto de Inflexdo (°C) T (°C) To(°C) Ponto de Inflexdo (°C) Tosst (°C)
261,2 335,2 349,1 250,0 - 400,0
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Figura 55 - Representacao esquematica do termograma (—) e da derivada do termograma (DTG) (- - -) de Vitamina E.

0 termograma do OE de eucalipto revela a degradacdo do composto em apenas uma etapa (Fig.
56). A degradacdo inicia-se a uma T,..de 54,6 °C e termina a uma T.... de 124,8 °C, com uma perda
de massa inicial de 100%. Através da analise de DTG, obteve-se o ponto de inflexdo que ocorre a 114,3
°C. Os resultados coincidem com o referido na literatura em que é estabelecido uma degradacao total
do composto entre os 124 °C a 156 °C (Tabela 11). Apesar de nao ser referido na literatura um valor
concreto da temperatura inicial de degradacao do 6leo essencial, pela analise do termograma é possivel

concluir que esta se inicia por volta dos 50 °C [111].

Tabela 11 - Temperaturas T,..e T...do OE de eucalipto obtidas experimentalmente e mencionadas na literatura.

Resultado experimental Resultado citado na literatura
T...(°C) Ponto de Inflexdo (°C) Teet(°C) T..(°C) Ponto de Inflexdo (°C) Test (°C)
54,6 114,3 124,8 ~50,0 - =124
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Figura 56 - Representacdo esquematica do termograma (—) e da derivada do termograma (DTG) (- - -) do OE de
eucalipto.

6.3.2. Particulas de etilcelulose

O termograma do polimero de etilcelulose usado na sintese das particulas, demonstra a
degradacao do polimero em duas etapas (Fig. 57). Numa primeira etapa, a degradacao inicia-se a uma
T de 260,4 °C e termina a uma T....de 371,9 °C, com uma perda de massa de 93,1% face ao seu
peso inicial. Do grafico de DTG obteve-se o ponto de inflexdo da primeira etapa que ocorre a 360,1 °C.
Numa segunda etapa, a degradacao tem inicio a 427,1 °C e termina a 466,3 °C, com uma perda de
6,75% de massa e um ponto de inflexdo a 456,7 °C.

As temperaturas T,..e T...da primeira etapa de degradacdo do polimero coincidem com os
referidos na literatura, uma vez que apenas se verifica uma divergéncia de cerca de 10 °C entre ambos
(Tabela 12) [112]. No entanto, os termogramas de etilcelulose encontrados na literatura, ndo fazem

referéncia a uma segunda etapa de degradacéao.

Tabela 12 - Temperaturas T..... e T....do polimero de etilcelulose obtidas experimentalmente e mencionadas na literatura.

Resultado experimental Resultado citado na literatura

T...(°C) Ponto de Inflexdo (°C) Tewt (°C) Toe (°C) Ponto de Inflexdo (°C) Te (°C)
12 etapa 260,4 360,1 371,9 272,3 321,6 364,7
22 etapa 427,1 456,7 466,3 - - -
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Figura 57 - Representacdo esquematica do termograma (—) e da derivada do termograma (DTG) (- - -) de etilcelulose.

Através da analise termogravimétrica das particulas sintetizadas, foi possivel estabelecer
algumas conclusdes em relacéo ao impacto da encapsulacao na protecao dos agentes ativos contra a
degradacao térmica.

Atendendo ao termograma das particulas de etilcelulose e SDS/PEG 4000 com vitamina E
verificou-se um aumento da estabilidade térmica do agente ativo, uma vez que a degradacao térmica
das particulas se iniciou a uma temperatura mais elevada em comparacéo com o inicio da degradacao
térmica da vitamina E, e correspondente ponto de inflexdo referente a esta etapa (Fig. 58). O termograma
das particulas obtidas, assemelha-se ao termograma do polimero de etilcelulose, que reforca a ideia de
que a matriz celuldsica consegue proteger a vitamina E e, desta forma, aumentar a estabilidade deste.
Comparando o termograma das particulas com o termograma do polimero de etilcelulose, nota-se uma
degradacdo em duas etapas em ambos os casos. No entanto, verifica-se que a segunda etapa de
degradacao de etilcelulose se inicia a uma T....inferior face as particulas com o agente ativo encapsulado
(Tabela 13). Este resultado pode estar relacionado com as interacdes entre a matriz polimérica e o

agente ativo.
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Figura 58 - Representacéo grafica dos termogramas de etilcelulose (—) e respetiva derivada (DTG) (- - -), da vitamina E (
) e respetiva derivada (- - ) e das particulas de etilcelulose com vitamina E e SDS/PEG 4000 (—) e respetiva derivada (- - -).

Pela analise do termograma das particulas de etilcelulose e tween 80, com vitamina E, nota-se
uma variacao do perfil de estabilidade térmica em comparacao com o termograma da vitamina E (Fig.
59). O termograma das particulas de etilcelulose e tween 80 com vitamina E, revela uns resultados
semelhantes aos referidos anteriormente, pelo que se conclui que a mudanca de surfactante ndo tem
efeito significativo na estabilidade térmica das particulas. Como referido anteriormente, a segunda etapa
de degradacao das particulas ocorre a uma temperatura superior em relacao ao perfil de degradacao da
etilcelulose, com T,..e T..«idénticas as das particulas de etilcelulose e SDS/PEG 4000 com vitamina E
(Tabela 13). Este resultado permite reforcar a conclusdo de que o desvio do inicio da segunda etapa de
degradacao das particulas ocorre devido a interacao entre o 6leo e a matriz e nao devido a presenca do

surfactante.
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Figura 59 - Representacéo grafica dos termogramas de etilcelulose (—) e respetiva derivada (DTG) (- - -), da vitamina E (
) e respetiva derivada (- - ) e das particulas de etilcelulose com vitamina E e tween 80 (—) e respetiva derivada (- - -).

0 termograma das particulas de etilcelulose e SDS/PEG 4000 com o OE de eucalipto demonstra
a capacidade notdria de preservacao e protecao deste pela matriz celulésica, uma vez que nao se verifica
a degradacao a temperaturas mais reduzidas, como se observa no termograma do OE de eucalipto (Fig.
60). Mais uma vez se verifica um perfil de degradacao de particulas em duas etapas e em que, a segunda
etapa se inicia e termina a temperaturas superiores face ao perfil de degradacao do polimero (Tabela

13).
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Figura 60 - Representacéo grafica dos termogramas de etilcelulose (—) e respetiva derivada (DTG) (- - -), do OE de eucalipto

() e respetiva derivada (- - -) e das particulas de etilcelulose com OE de eucalipto e SDS/PEG 4000 (—) e respetiva derivada

().
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Tabela 13 - Parametros obtidos a partir dos termogramas do polimero de etilcelulose e das particulas com matriz celuldsica.

Particulas Etapa T...(°C) T...(°C) Perda de massa (%)

1% etapa 260,4 371,9 93,09
Etilcelulose

2° etapa 427,1 466,3 6,75
Vitamina E + SDS/PEG 1% etapa 289,8 3714 92,43
4000 2° etapa 497,6 574,9 6,92

1° etapa 299,5 377,9 93,24
Vitamina E + tween 80

2° etapa 502,1 582,8 6,12
OE eucalipto + 1% etapa 305,6 368,8 87,9
SDS/PEG 4000 2? etapa 504,5 567,8 7,24

6.3.3. Particulas de PLA

O termograma do PLA demonstra a degradacao do polimero apenas numa etapa (Fig. 61). A

degradacao inicia-se a uma T,..de 324,5 °C e termina a uma T....de 387,4 °C, com uma perda de

massa inicial de 99,5%. Através da analise de DTG, obteve-se o ponto de inflexdo que ocorre a 371,6

°C. A temperatura inicial de degradacdo do PLA vai de encontro com a referida na literatura, no entanto,

nao ha informacéo sobre a temperatura final de degradacao deste (Tabela 14) [113]. Contudo, em

alguns exemplos da literatura, é referida a degradacdo do polimero em duas etapas, com inicio a 300

°C e 340-360 °C. Estas diferencas podem ser explicadas devido a estrutura quimica do polimero em

termos de estereoisomerismo [113].

Tabela 14 - Temperaturas T,...e T....do polimero de PLA obtidas experimentalmente e mencionadas na literatura.

Resultado experimental

Resultado citado na literatura

Tot (°C) Ponto de Inflexdo (°C)

T.ws(°C)

T...(°C)

Ponto de Inflexdo (°C)

Towa(°C)

3245 3716

387,41

322,0
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Figura 61 - Representacdo esquematica do termograma (—) e da derivada do termograma (DTG) (- - -) do PLA.

Relativamente ao termograma das particulas de PLA com a vitamina E (Fig. 62), verifica-se que
o inicio de degradacdo destas ocorre a uma T,..mais baixa relativamente ao polimero isolado (Tabela
15). Possivelmente, a presenca do agente ativo faz com que a temperatura de degradacdo do polimero
diminua e, por isso, a degradacao do complexo também inicie a uma temperatura mais reduzida. No
entanto, apesar das particulas iniciarem a sua degradacao térmica a uma T...inferior relativamente ao

polimero, este mostra-se capaz de aumentar a estabilidade térmica da vitamina E.
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Figura 62 - Representacéo grafica dos termogramas de PLA (—) e respetiva derivada (DTG) (- - -), da vitamina E () e
respetiva derivada (- - -) e das particulas de PLA com vitamina E (—) e respetiva derivada (- - -).
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Tabela 15 - Parametros obtidos a partir dos termogramas do polimero de PLA e das particulas com matriz de PLA.

Particulas T...(°C) T...(°C) Perda de massa (%)
PLA 3245 387,4 99,49
Vitamina E + tween 80 280,1 389,4 96,30

6.3.4. Particulas de quitosano

0 termograma de quitosano obtido apresenta 2 etapas, em que a primeira esta possivelmente
relacionada com a perda de agua. A segunda etapa inicia-se a uma T,... de 236,4 °C e termina a uma
T.we: de 345,2 °C. Através da analise de DTG, obteve-se o ponto de inflexao de 330,7 °C. O termograma
do polimero de quitosano presente na literatura evidencia a presenca de trés etapas (Fig. 63). Numa
primeira etapa, a perda de massa que ocorre no intervalo entre 30-130 °C, corresponde a evaporacao
da agua. A segunda etapa, apresenta um primeiro momento entre os 130-300 °C, resultante da
decomposicao dos grupos amina e, um segundo momento na faixa dos 300-400 °C, que pode estar
relacionada com a decomposicao dos grupos -CH,OH da estrutura do quitosano. A ultima etapa de
degradacao térmica inicia-se depois dos 400 °C e ocorre até aos 650 °C devido a degradacao total do

anel de quitosano e decomposicdo do carbono residual (Tabela 16) [114, 115].

Tabela 16 - Temperaturas T....e T....do polimero de quitosano obtidas experimentalmente e mencionadas na literatura.

Resultado experimental Resultado citado na literatura
T (°C) Ponto de Inflexdo (°C) T (°C) T (°C) Ponto de Inflexdo (°C) T (°C)
12 etapa 160,4 1934 2147 30 - 130
22 etapa 236,4 330,7 3452 130 - 400
32 etapa - - - 400 - 650
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Figura 63 - Representacdo esquematica do termograma (—) e da derivada do termograma (DTG) (- - -) de quitosano.

Relativamente ao termograma das particulas de quitosano com a vitamina E, sintetizadas pelo
método de coacervacao (Fig. 64), verifica-se que o inicio da perda de massa destas ocorre a uma T
menos elevada relativamente aos valores do termograma do polimero de quitosano (Tabela 17).
Possivelmente, as particulas sintetizadas apresentam maior quantidade de agua, que se reflete numa
perda de massa de amostra a uma temperatura precoce face ao polimero em isolado. No entanto,
verifica-se que a segunda etapa de degradacdo do termograma das particulas se inicia a uma
temperatura mais elevada relativamente ao polimero. Este resultado pode estar relacionado com as
interacOes entre a matriz polimérica e o agente ativo. No termograma das particulas sintetizadas surge
uma terceira etapa de degradacao, que pode estar associada a perda de carbono residual. Uma vez que
0 processo de degradacao térmica do polimero de quitosano se inicia a uma T,..mais reduzida, face ao

agente ativo encapsulado, nao é possivel concluir com certeza, que o revestimento aplicado permitiu
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aumentar a estabilidade térmica da vitamina E.
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Figura 64 - Representacao grafica dos termogramas da vitamina E (——) e respetiva derivada (- - -) e das particulas de
quitosano com vitamina E, sintetizadas por coacervacéo (—) e respetiva derivada (- - -).

Tabela 17 - Parametros obtidos a partir dos termogramas do polimero de quitosano e das particulas com matriz de

quitosano.
Particulas Etapa T...(°C) T....(°C) Perda de massa (%)
1% etapa 160,4 2147 4,7
Quitosano
2? etapa 236,4 345.2 92,1
1% etapa 45,5 157,7 5,83
Vitamina E
2° etapa 2643 335,6 50,93
(coacervacio)
3% etapa 526,0 592,8 41,80
1% etapa 49,7 176,6 5,22
Vitamina E
2° etapa 257,7 319,4 48,58
(gelificacdo idnica)
3% etapa 525,9 597,2 43,70

0 termograma das particulas de quitosano com a vitamina E, sintetizadas pelo método de
gelificacdo ionica, apresenta um comportamento idéntico ao das particulas sintetizadas pelo método de
coacervacao (Fig. 65). Mais uma vez, verifica-se que a primeira etapa de perda de massa das particulas
se inicia a uma temperatura mais reduzida face ao polimero de quitosano, pelos mesmos motivos
apresentados anteriormente (Tabela 17). Repetidamente a analise anterior, ndao é possivel concluir com
certeza, que a matriz polimérica permite aumentar a estabilidade térmica da vitamina E, uma vez que a

degradacao do quitosano se inicia a uma temperatura mais baixa em relacéo a do agente ativo.
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Figura 65 - Representacao grafica dos termogramas da vitamina E () e respetiva derivada (- - -) e das particulas de
quitosano com vitamina E, sintetizadas por gelificacdo ionica (—) e respetiva derivada (- - -).

6.4. Determinacao do /oading e da eficiéncia de encapsulacao
Com base nas imagens obtidas por OM e SEM foi selecionado um grupo de amostras de
particulas com aspeto mais individualizado ou menos coalescidas para cada polimero, para avaliar o

loading e a eficiéncia de encapsulacado. As amostras selecionadas encontram-se descritas na Tabela 18.

Tabela 18 - Particulas selecionadas para os ensaios de extracao e estudo do /oadinge eficiéncia de encapsulacéo.

Técnica de encapsulacao Amostras

Evaporacao de solvente Etilcelulose + SDS/PEG 4000 + vitamina E

Etilcelulose + SDS/PEG 4000 + OE eucalipto

Etilcelulose + tween 80 + vitamina E

Etilcelulose + tween 80 + OE eucalipto

PLA + tween 80 + vitamina E

PLA + tween 80 + OE eucalipto

Coacervacao Etilcelulose + PVA + vitamina E

Etilcelulose + PVA + OE eucalipto

Quitosano + vitamina E + glutaraldeido (sem éleo mineral)

Quitosano + vitamina E + glutaraldeido (com 6leo mineral)

Quitosano + vitamina E + acido tanico (sem 6leo mineral)

Quitosano + vitamina E + acido tanico (com éleo mineral)

Gelificacao ionica Quitosano + vitamina E

Quitosano + OE eucalipto

79



A analise por espectroscopia de UV-Vis permitiu identificar e quantificar o agente ativo extraido
das capsulas sintetizadas e, dessa forma, calcular o respetivo /oadinge eficiéncia de encapsulacao.

Pelo pico de absorcdo maxima e considerando a curva de calibracado de cada agente ativo (Anexo
I, Fig. 84-87), foi possivel determinar a quantidade de agente ativo extraido e, consequentemente, a
quantidade de agente ativo presente nas capsulas sintetizadas.

Focando nos resultados presentes na Tabela 19, verifica-se uma maior eficiéncia de
encapsulacao nas particulas sintetizadas pelo método de evaporacao de solvente, relativamente aos
restantes métodos. De facto, as particulas de etilcelulose com vitamina E, sintetizadas pelo método de
evaporacao de solvente apresentam uma eficiéncia de encapsulacao de 74,1 + 0,4% e 35,5 + 0,2%,
enquanto no método de coacervacao apenas foi alcancado um valor maximo de 1,06 + 0,01%. Isto pode
ser justificado pelas imagens obtidas por SEM (Fig. 25), que demonstram a coalescéncia das particulas
pelo método de coacervacao, contrariamente as particulas sintetizadas por evaporacao de solvente. A
coalescéncia de particulas possivelmente afetou o valor de eficiéncia de encapsulacdo, uma vez que
estas nao se encontravam individualizadas. Estes resultados vao de encontro com os descritos na
literatura, referidos na Tabela 2, uma vez que, sdo referidas eficiéncias de encapsulacéo inferiores em
estudos com a coacervacdo como método de encapsulacao face aos estudos em que é aplicada a técnica
de evaporacao de solvente.

No entanto, apesar dos resultados obtidos de eficiéncia de encapsulacéo e o /oadingterem sido
mais favoraveis nas particulas sintetizadas pelo método de evaporacao de solvente, estes encontram-se
abaixo dos referidos na literatura. Possivelmente, seria necessario otimizar o processo de encapsulacao,
uma vez que, pela analise do espetro de FTIR das particulas de etilcelulose + vitamina E + SDS/PEG
4000, sintetizadas pelo método de evaporacdo de solvente, estdo presentes picos relativos ao agente
ativo, que indica a sua presenca na superficie das particulas, fazendo com que a eficiéncia de
encapsulacao seja diminuida.

Relativamente as particulas de matriz de PLA, os valores de /oading experimental sdo coerentes
com os referidos na literatura. No entanto, as eficiéncias de encapsulacao alcancadas de 13,5 + 0,5% e
40,2 + 0,3%, respetivamente para o OE de eucalipto e para a vitamina E, estdo abaixo dos descritos na
literatura, reportados na Tabela 3. Os resultados obtidos podem ser justificados pelas imagens de SEM,
gue comprovam a presenca de um elevado numero de particulas coalescidas e ainda a presenca de
varios filmes de polimero abertos e que, por isso, ndo permitiu a encapsulacdo do agente ativo no seu

interior, fazendo com que a eficiéncia de encapsulacdo seja reduzida (Fig. 32).
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Tabela 19 - Resultados dos rendimentos, /oadings tedrico e experimental e eficiéncia de encapsulacdo das particulas
analisadas nos ensaios de extracao.

Evaporaciao de solvente

Particulas Rendimento Loading Loading Eficiéncia de
(%) teorico (%) experimental (%)  encapsulacao (%)
Eticelulose + SDS/PEG 63,75 0,01 33,16 + 0,01 38,5+ 0,2 741+ 0,4
4000 + vitamina E
Eticelulose + SDS/PEG 15,93 + 0,01 33,64 + 0,01 40,4 +2,7 19,1+ 1,3
4000 + OE eucalipto
Eficelulose +tween 80+ ) 55+ 0,01 33,26 + 0,01 21,6401 35,5+ 0,2
vitamina E
Eticelulose +tween 80+ 5 634 0,01 33,466 + 0,01 :
OE eucalipto
P.LA + tween 80 + 32,33 +£0,01 33,68 £ 0,01 41,8+0,3 40,2 +0,3
vitamina E
PLA + tween 80 + OF 30,89 + 0,01 33,34+ 0,01 14,6 0,6 135405
eucalipto
Coacervacao
Particulas Rendimento Loading Loading Eficiéncia de
(%) tedrico (%) experimental (%) encapsulacdo (%)
Eilcelulose + PVA + 2,75 + 0,01 64,89 + 0,01 251+0,3 1,06 + 0,01
vitamina E
Etilcelulose + PVA + OE
) 2,07 £ 0,01 64,82 + 0,01 -
eucalipto
Quitosano + vitamina E +
Glutaraldeido (sem 6leo 12,16 + 0,01 83,57 £ 0,01 5,10 + 0,02 0,74 +0,01
mineral)
Quitosano + vitamina E +
Glutaraldeido (com éleo 6,00 + 0,01 83,57 + 0,01 20,0+0,1 1,44 + 0,01
mineral)
Quitosano + vitamina E +
acido tanico (sem dleo 9,40+ 0,01 83,44 + 0,01 32,1+0,1 3,62 + 0,01
mineral)
Quitosano + vitamina E +
acido tanico (com oleo 10,03 + 0,01 83,44 + 0,01 21,4+0,1 2,57 +0,01
mineral)
Gelificacao ionica
Particulas Rendimento Loading Loading Eficiéncia de
(%) tedrico (%) experimental (%)  encapsulacio (%)
Quitosano + vitamina E 30,67 + 0,01 69,10 + 0,01 19,3+0,1 8,57 + 0,04
Quitosano + OE eucalipto 19,18 + 0,01 78,02 + 0,01 126+1,3 3,01 +0,3

Nos estudos relativos ao quitosano, verificaram-se eficiéncias de encapsulacao e /oading
experimental relativamente baixas nas particulas sintetizadas pelo método de coacervacao com a matriz
de quitosano. No caso das particulas sintetizadas com o glutaraldeido como reticulante, foi alcancado

um /oading experimental de 5,10 — 20,0% e eficiéncia de encapsulacao de 0,74 - 1,44%. Com o &cido
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tanico como reticulante, foram obtidos resultados ligeiramente superiores, com um /oading de 21,4 -
32,1% e eficiéncia de encapsulacdo de 2,57 — 3,62%. Mais uma vez, estes resultados podem ser
explicados pelas imagens de SEM, uma vez que se verifica a coalescéncia das particulas, em ambas as
sinteses com os reticulantes distintos (Fig. 35).

No entanto, apesar dos baixos valores de /oading e eficiéncia de encapsulacdo obtidos nas
particulas sintetizadas pelo método de coacervacao, nota-se resultados mais favoraveis, nas particulas
em que se usou o acido tanico como reticulante. Deste modo, conclui-se que para o método de sintese
usado, o acido tanico revelou-se mais promissor para possiveis ensaios futuros de otimizacao do método.

Relativamente as particulas de quitosano sintetizadas pelo método de gelificacdo idnica
obtiveram-se baixos resultados de eficiéncia de encapsulacao, 8,57 + 0,04% no caso da vitamina E e
3,1 +0,3% com o OE de eucalipto. No entanto, ambos os resultados revelaram-se superiores em relacdo
aos obtidos pelo método de coacervacao. Isto vem de encontro as conclusoes retiradas pela analise das
imagens de SEM, em que se verificou, no caso de sintese por gelificacdo idnica, a presenca de particulas
pouco definidas, mas, no entanto, menos coalescidas do que as sintetizadas por coacervacao, o que
justifica a maior capacidade de encapsulacdo do agente ativo pelo método de gelificacao ionica (Fig. 33).

Os resultados obtidos experimentalmente, ndo vao de encontro com os citados na literatura para
ambos os métodos de encapsulacao testados com a matriz de quitosano, uma vez que as eficiéncias de
encapsulacao e /oading relatadas na Tabela 1, revelam resultados muito superiores face aos obtidos, o
que leva a conclusao de que a metodologia aplicada na sintese de particulas de quitosano deve ser
otimizada.

No entanto, no que se refere ao conjunto de amostras de etilcelulose com o OE de eucalipto,
juntamente com tween 80 como surfactante, através do método de evaporacdo de solvente e de
etilcelulose com o OE de eucalipto através do método de coacervacao, ndo se verificou a presenca de
um pico de absorcdo que permitisse quantificar o agente ativo extraido. Uma vez que nao surgiu um
pico caracteristico do maximo de absorcao do agente ativo, concluiu-se que, muito possivelmente, neste
conjunto de particulas nao se deu a encapsulacdo do agente ativo e/ou nao foi conseguida a extracao
do mesmo de dentro das particulas sintetizadas. No entanto, as imagens obtidas por SEM demonstram
a presenca de particulas de forma esférica, o que por sua vez é indicativo de que ocorreu a formacao de
particulas bem definidas, mas que estas ndo conseguiram incorporar o agente ativo no seu interior (Fig.
26).

Relativamente a encapsulacdo de ambos os agentes ativos em particulas de etilcelulose,

juntamente com o complexo SDS/PEG 4000 como surfactantes e ainda as particulas de PLA com a
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vitamina E, verifica-se um valor de /oading experimental acima do teorico. Este resultado pode ser
explicado devido a heterogeneidade de tamanho de particulas na emulsao. Possivelmente, as particulas
de menores dimensdes nao possuem o agente ativo no seu interior €, por isso, apenas tém polimero na
sua constituicdo. Por outro lado, as particulas de maiores dimensdes incorporaram o agente ativo, ou
seja, 0S racios teoricos nao se verificaram na pratica quando se deu o processo de encapsulacdo, uma
vez que se verificou uma diferente distribuicdo de concentracao do agente ativo.

Fazendo a comparacdo da eficiéncia de encapsulacdo obtida, atendendo ao agente ativo
encapsulado, nota-se que no caso das particulas de OE de eucalipto, a eficiéncia é inferior em relacéo
as particulas com vitamina E. Estes resultados sao também observados para ambos os métodos de
encapsulacao e com as trés matrizes de revestimento estudadas. Deste modo, conclui-se que os métodos
abordados parecem ser mais adequados a encapsulacdo de vitamina E em comparacdo com o OE de

eucalipto.

6.5. Determinacao da libertacao dos agentes ativos das particulas
Com base nos resultados obtidos na determinacéo do /oading e da eficiéncia de encapsulacao
das particulas, foram selecionadas as amostras de particulas para seguirem para os estudos de
libertacdo. Na Tabela 20, encontram-se representadas as particulas selecionadas por cada método de

encapsulacdo com os /oadings e eficiéncia de encapsulacao superiores.

Tabela 20 - Particulas selecionadas para os ensaios de libertacao.

Técnica de encapsulacao Amostras

Evaporacao de solvente Etilcelulose + SDS/PEG 4000 + vitamina E

Etilcelulose + SDS/PEG 4000 + OE eucalipto

Etilcelulose + tween 80 + vitamina E

PLA + tween 80+ vitamina E

Coacervacao Quitosano + vitamina E + acido tanico (sem 6leo mineral)

Gelificacao idnica Quitosano + vitamina E

A analise por espectroscopia de UV-Vis permitiu identificar e quantificar o agente ativo libertado
ao longo do tempo, através dos espetros de absorvancia em funcéo do tempo de ensaio, apresentados
no Anexo lll (Fig. 88-92). Pelo pico de absorcdo maxima e considerando a curva de calibracdo de cada
agente ativo presentes no Anexo Il (Fig. 84-87), foi possivel determinar a quantidade de agente ativo

libertado ao longo das 7 horas de estudo de libertacédo e, dessa forma, perceber o impacto do polimero
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de encapsulacado e dos respetivos meios de libertacao, nos perfis de libertacdo dos agentes ativos
encapsulados.

Assumindo a quantidade de particulas usadas para o teste de libertacdo, foi possivel calcular a
percentagem de agente ativo libertado em cada conjunto de particulas, no final das 7 horas de ensaio

de libertacao (Tabela 21).

Tabela 21 - Quantidade de agente ativo libertado (%) nos ensaios de libertacdo ao fim das 7 horas.

Amostras Percentagem de agente ativos libertado (%)
Etilcelulose + vitamina E + SDS/PEG 4000 1,4+0,1

Etilcelulose + vitamina E + tween 80 8,7+0,1

Etilcelulose + OE eucalipto + SDS/PEG 4000 185+2,4

PLA + vitamina E + tween 80 1,8+0,1

Quitosano pH 7,4 (gelificacao ionica) 78+473

Quitosano pH 7,4 (coacervacéo) 94+45

Quitosano pH 3,0 (gelificacao ionica) 84,3+1,3

Quitosano pH 3,0 (coacervacao) 93,3+5,4

O perfil de libertacao em solucao de etanol 40% da vitamina E das particulas de etilcelulose com

0 SDS/PEG 4000 ou tween 80 pode ser observado na Fig. 66.
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Figura 66 - Representacdo esquematica dos perfis de libertacao da vitamina E das particulas de etilcelulose + vitamina E +
SDS/PEG 4000 (*) e das particulas de etilcelulose + vitamina E + tween 80 (¢ ): valores médios de percentagem de oleo
libertado para cada amostra e respetivos valores de erro calculado pelo desvio padrédo de trés réplicas.
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Pela analise dos resultados obtidos, verifica-se que, em ambos os casos, se da uma libertacao
continua ao longo do tempo sem que ocorra a estagnacao da quantidade de agente ativo libertado ao
fim das 7 horas de ensaio. Isto ¢ indicativo de que, possivelmente, num ensaio de tempo mais
prolongado verificar-se-ia a libertacdo de uma maior quantidade de vitamina E. Segundo os resultados
presentes na Tabela 21, apds 7 horas de ensaio de libertacdo, apenas foi libertado 1,4 + 0,1 % e 8,7 +
0,1 % da vitamina E das particulas de etilcelulose com SDS/PEG 4000 ou tween 80, respetivamente.
Estes resultados corroboram com a conclusao anterior, de que os perfis de libertacdo de ambas as
particulas ndo foram completos e que, por isso, possivelmente num ensaio mais prolongado ocorreria a
libertacao de maior quantidade de agente ativo.

Fazendo a comparacao entre os dois conjuntos de particulas, nota-se uma semelhanca entre os
perfis de libertacdo, pelo que se pode concluir que, em ambos 0s casos, a matriz de celulose se
comportou de forma semelhante independentemente do surfactante usado na sintese das mesmas.

Relativamente ao agente ativo encapsulado nas particulas de etilcelulose com SDS/PEG 4000,
verifica-se uma divergéncia entre os perfis de libertacdo do OE de eucalipto e da vitamina E com solucéo
de etanol 40%. Contrariamente aos referido anteriormente sobre a libertacao da vitamina E das particulas
de matriz celulésica, no caso do OE de eucalipto, nota-se uma ligeira tendéncia para estabilizar a
quantidade de agente ativo libertado (Fig. 67). Nas primeiras 2 horas de ensaio, é tracado um perfil de
libertacdo do OE de eucalipto semelhante ao da vitamina E. No entanto, a partir das 2 horas de ensaio
ocorre uma diminuicao da taxa de libertacdo de OE de eucalipto, em comparacao a taxa de libertacdo
da vitamina E. estes resultados sao indicativos de que, possivelmente, o OE de eucalipto tem tendéncia
a libertar-se mais rapidamente das particulas de etilcelulose. Para além disso, segundo os resultados
presentes na Tabela 21, verifica-se uma maior percentagem de libertacao do agente encapsulado no
caso das particulas com OE de eucalipto, com 18,5 + 2,4% de ¢leo libertado, face aos 1,46 + 0,1% de
vitamina E. Por esse motivo, as particulas de etilcelulose com SDS/PEG 4000 e OE de eucalipto foram

as selecionadas para prosseguir para os ensaios de funcionalizacao de téxteis.
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Figura 67 - Representacao esquematica dos perfis de libertacdo da vitamina E das particulas de etilcelulose + vitamina E +
SDS/PEG 4000 () e do OE de eucalipto das particulas de etilcelulose + OE de eucalipto + SDS/PEG 4000 (°): valores
médios de percentagem de dleo libertado para cada amostra e respetivos valores de erro calculado pelo desvio padrao de
trés réplicas.

As particulas de PLA apresentam um perfil de libertacdo, em etanol 40%, da vitamina E distinto
dos anteriores. Primeiramente, verifica-se uma libertacdo acentuada do agente ativo até a primeira hora
de ensaio, seguida de uma reducao da taxa de libertacado a partir desse ponto até as 3 horas de ensaio
(Fig. 68). No entanto, pelas 5 horas de ensaio de libertacdo destaca-se um novo pico de libertacdo do
agente ativo, com uma nova fase de libertacdo acentuada. Essa tendéncia mantém-se até ao final do
estudo, atingindo um novo pico de libertacdao de agente ativo nas 7 horas de ensaio, com uma taxa de
libertacdo superior a observada na primeira hora. Isto é indicativo de que, possivelmente, o perfil de
libertacao ndo foi completo e, por isso, num ensaio de tempo mais prolongado verificar-se-ia a libertacdo
de uma maior quantidade de vitamina E, uma vez que, até as sete horas de ensaio apenas foi libertado
1,8 + 0,1% do agente ativo (Tabela 21). Esta divergéncia de comportamentos no perfil de libertacdo das
particulas de PLA, pode estar associado ao processo pelo qual a vitamina E é libertada. De acordo com
a literatura, a libertacao de um agente ativo através do PLA é controlada por difusao durante as primeiras
horas, passando posteriormente para um regime controlado por degradacao do polimero [46]. Isto vai
de encontro aos resultados obtidos, em que se verifica uma taxa de libertacao mais lenta nas primeiras
3 horas, controlada por difusao, seguida de um aumento abrupto da taxa de libertacdo do agente ativo
encapsulado devido, possivelmente, a degradacéo do polimero de PLA. A degradacao do polimero de
PLA pode ser devido a hidrolise das ligacdes éster presentes nas cadeias poliméricas, que resulta na

clivagem destas com consequente libertacao do agente ativo [116].
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Figura 68 - Representacédo esquematica do perfil de libertacdo da vitamina E das particulas de PLA + vitamina E + tween
80: valores médios de percentagem de dleo libertado para cada amostra e respetivos valores de erro calculado pelo desvio
padrao de trés réplicas.

Relativamente as particulas de quitosano, a avaliacdo dos perfis de libertacao da vitamina E foi
estudada em dois meios de libertacao, com valores de pH distintos, visto que o polimero é responsivo
ao estimulo de pH.

Pela analise dos perfis de libertacdo das particulas sintetizadas pelo método de gelificacao ionica,
em meios de pH diferentes, verifica-se uma libertacdo mais rapida e acentuada em meio acido (pH 3,0)
(Fig. 69). No caso da libertacdo em PBS (pH 7,4), da-se uma diminuicao da taxa de libertacdo do agente
encapsulado a partir das 3 horas. No entanto, a partir desse momento ainda é registado um aumento
visivel da quantidade de agente ativo libertado até os 7,8 + 4,3%. No caso da libertacado em meio acido,
a taxa de libertacao do agente ativo tende a diminuir a partir das 2 horas de ensaio e nao se verifica um
aumento significativo da quantidade de vitamina E a partir desse tempo de ensaio, tendo sido libertado
84,3 + 1,3% do agente ativo. Este resultado vai de encontro ao referido na literatura, na qual também se
reconhece uma libertacdo mais rapida em meio acido face ao meio neutro [15]. Este fendmeno pode
ser explicado pela estrutura do quitosano, devido a capacidade deste sofrer inchaco e dissolucao parcial
em meio acido, resultante das repulsdes entre os grupos amino protonados das cadeias vizinhas. Este
processo resulta numa abertura da cadeia polimérica, possibilitando a difusao facilitada do agente ativo
[30, 80]. Por este motivo, o quitosano surge como um polimero de elevado interesse, pela capacidade

responsiva ao estimulo de pH.
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Figura 69 - Representacdo esquematica dos perfis de libertacdo da vitamina E das particulas de quitosano sintetizadas pelo
meétodo de gelificacdo idnica, em meio neutro (pH 7,4) (*) e em meio &cido (pH 3,0) (¢ ): valores médios de percentagem de
oleo libertado para cada amostra e respetivos valores de erro calculado pelo desvio padrao de trés réplicas.

Os perfis de libertacdo das particulas de quitosano sintetizadas pelo método de coacervacéo,
seguem uma propensao idéntica as particulas sintetizadas pelo método de gelificacao ionica (Fig. 70).
Como referido anteriormente, é verificada uma maior e mais rapida capacidade de libertacdo do agente
ativo encapsulado em meio acido. No caso da libertacdo em meio neutro, verifica-se uma diminuicdo da
taxa de libertacao do agente encapsulado a partir das 2 horas, mas com uma tendéncia crescente até
atingir as 7 horas de ensaio com 9,4 + 4,5% de agente ativo libertado. No caso da libertacdo em meio
acido, verifica-se a estagnacdo da quantidade de vitamina E libertada a partir de 1h30 de ensaio,
atingindo no final das 7 horas uma libertacao de 93,3 + 5,4% do agente ativo. Deste modo, assume-se
que ocorre uma difusdo mais facilitada do agente ativo pela matriz de quitosano em meio acido,
possivelmente devido a dissolucdao da matriz polimérica, pelos mesmos motivos mencionados

anteriormente.
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Figura 70 - Representacédo esquematica dos perfis de libertacdo da vitamina E das particulas de quitosano sintetizadas pelo
método de coacervacao, em meio neutro (pH 7,4) (*) e em meio acido (pH 3,0) ( *): valores médios de percentagem de dleo
libertado para cada amostra e respetivos valores de erro calculado pelo desvio padréao de trés réplicas.

6.6. Funcionalizacao téxtil

Atendendo aos resultados dos estudos de libertacdo dos agentes ativos, selecionaram-se as
particulas de etilcelulose e OE de eucalipto com SDS/PEG 4000 como conjunto de surfactantes, para
seguir com os estudos de funcionalizacdo de téxteis de algodao, uma vez que apresentaram uma maior
quantidade de agente ativo libertado.

Numa primeira fase, foi preparada uma formulacao de base aquosa de 60 g/L de particulas de
etilcelulose, juntamente com 10 g/L de Impranil Eco-DLS como ligante, para permitir a fixacdo das
particulas no tecido. No entanto, as particulas nao dispersaram bem na formulacdo e foi obtida uma

pasta gelificada que impedia a sua passagem pela pistola de spray (Fig. 71).

Figura 71 - Fotografia da formulagcdo de base aquosa de 60 g/L de particulas de etilcelulose juntamente com 10 g/L de
Impranil Eco-DLS, preparada para a funcionalizacao de téxteis.
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Para contornar esta questdo foram realizados estudos de dispersdo das particulas com trés
dispersantes distintos, o PVA, o PEG e o Poloxamer 188, todos a uma concentracéo de 2% (Fig. 72). No
caso da dispersdo com o PVA, observa-se a presenca de pequenos depdsitos de particulas nas bordas
do vidro do frasco, indicativo de que as particulas ndo sao totalmente dispersas na presenca do PVA
(Fig. 72a). No ensaio de dispersdo com PEG néo se verifica a deposicdo de particulas, mas observa-se
a formacao de uma grande quantidade de espuma (Fig. 72b). No caso da dispersdo com Poloxamer
188, verifica-se uma menor deposicado de particulas em comparacdo com a formulacdo com PVA e ainda
a formacdo de menos quantidade de espuma em comparacdo com a formulacdo com o PEG como
dispersante (Fig. 72c). Por esse motivo, o Poloxamer 188 foi selecionado como melhor dispersante para

aplicar na formulacao para funcionalizacao dos téxteis.

Figura 72 - Fotografia do estudo de dispersao das particulas de etilcelulose com o dispersante a) PVA, b) PEG e c) Poloxamer
188.

Desta forma, preparou-se uma nova formulacdo de base aquosa para revestimento téxtil,
contendo as particulas (60 g/L), juntamente com Eco-DLS (10 g/L) como ligante e Poloxamer 188 a 2%,
para permitir uma melhor dispersao. A adicao do dispersante suscitou uma melhoria na formulacao,
uma vez que ndo se verificou a formacao de uma pasta gelificada. Contudo, voltou a observar-se a
deposicao de particulas, desta vez com um aspeto pastoso e espumoso, mas mais solto do que verificado
anteriormente sem a presenca do dispersante (Fig. 73). Este resultado pode ser devido ao nivel de
aglomeracao das particulas, que pode fazer com que estas depositem mais facilmente com a interrupcéo
da agitacdo. Para evitar a deposicao, optou-se por liofilizar as particulas de forma a permitir a obtencéo

de um p6 com particulas mais individualizadas.

90



Figura 73 - Fotografia da formulacdo de base aquosa de 60 g/L de particulas de etilcelulose juntamente com 10 g/L de
Eco-DLS e Poloxamer 188 a 2%, preparada para a funcionalizacdo de téxteis.

Prosseguiu-se com a preparacao da formulacdo com as particulas liofilizadas (10 g/L),
juntamente com o ligante (10 g/L) e o dispersante (2%), mantendo as condicdes de agitacdo a 700 rpm,
durante 3 horas. Neste caso, foi obtida uma formulacao estavel e passivel de ser aplicada por spray
coating, e em que as particulas se encontravam muito mais dispersas.

A formulacdo foi aplicada num substrato téxtil 100% algodao, de tamanho A5, pelo método de
spray coating. Apos a aplicacdo da formulacdo, seguiu-se a cura do substrato atendendo aos resultados
de TGA obtidos para o conjunto de particulas de etilcelulose com o OE de eucalipto encapsulado, de
forma a evitar a degradacdo do polimero e do agente ativo. Foi efetuada a funcionalizacdo de duas
amostras do mesmo téxtil: o primeiro com um wet pickup de 40% e o segundo com wet pickup de 90%,
de forma a perceber a influéncia da quantidade de particulas no perfil de libertacdo do OE, a partir do

substrato funcionalizado.

6.7. Determinacao da libertacao dos agentes ativos dos téxteis
funcionalizados

O estudo de libertacdo do OE de eucalipto do substrato funcionalizado foi monitorizado por

analise de espectroscopia de UV-Vis. Considerando o pico de absorcdo maxima e a curva de calibracao

relativa ao agente ativo (Anexo Il, Fig. 85), foi possivel determinar a quantidade de éleo libertado pelo

téxtil funcionalizado, ao longo das 55 horas de estudo e, dessa forma, perceber o impacto do substrato

funcionalizado e do wet pickup no perfil de libertacdo do 6leo encapsulado.
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Uma vez que se detetou a presenca de OE de eucalipto apos a funcionalizacao dos substratos,
conclui-se que a temperatura de cura do substrato foi ideal para evitar a degradacao dos componentes
da formulacao.

Pela analise do perfil de libertacao do agente ativo no substrato com wet pickup de 40%, verifica-
se uma elevada taxa de libertacdo do agente ativo até as 3 horas de ensaio (Fig. 74). A partir desse
ponto, a taxa de libertacao tende a diminuir, no entanto sempre com valores crescentes de 6leo libertado,
até atingir as 55 horas de ensaio. Este resultado & indicativo de que, possivelmente, a libertacao de dleo
se manteria para além das 55 horas, mas com uma taxa reduzida. No entanto, para averiguar esta

possibilidade, seria necessario prolongar o tempo de ensaio de libertacéo.
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Figura 74 - Representacdo esquematica dos perfis de libertacdo do OE de eucalipto das particulas de etilcelulose +
SDS/PEG 4000, apos a funcionalizagédo dos téxteis com wet pickup de 40%: valores médios de absorvancia para cada amostra
e respetivos valores de erro calculado pelo desvio padrao de trés réplicas.

Analisando o perfil de libertacdo também se verifica que a absorvancia média observada para
trés réplicas da mesma amostra, apresenta valores de erro acentuadas. Este erro acentuado pode ser
devido as zonas de onde foi removido os provetes de tecido para analise, uma vez que se verifica uma
maior quantidade de 6leo libertado no provete removido de zona central do substrato, face aos dois
provetes removidos da extremidade do mesmo (Fig. 75). Isto deve-se a distribuicdo ndo homogénea das

particulas quando aplicadas por spray coating no substrato téxtil.
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Figura 75 - Representacdo esquematica dos perfis de libertacdo do OE de eucalipto das particulas de etilcelulose +
SDS/PEG 4000, apos a funcionalizacado dos téxteis com wet pickup de 40%. Resultados obtidos no ensaio com o provete da
extremidade esquerda do substrato (¢), provete central do substrato () e provete da extremidade direita do substrato (*):
valores médios de absorvancia para cada amostra e respetivos valores de erro calculado pelo desvio padrao de trés réplicas.

O perfil de libertacdo do OE de eucalipto no substrato com wet pickup de 90% assemelha-se ao
analisado anteriormente. Verifica-se uma elevada taxa de libertacdo do agente ativo até as 3 horas de
ensaio, seguida de um decaimento da taxa de libertacao a partir desse ponto (Fig. 76). Apesar de o wet
pickup da segunda amostra de tecido ser superior, nao se verifica uma maior quantidade de libertacdo
do agente ativo. Possivelmente, o tempo de analise efetuado nao foi suficiente para se detetar uma
diferenca significativa nos perfis de libertacdo e, consequentemente, na quantidade de OE libertado em
cada amostra de tecido. Para além disso, devido a maior quantidade de particulas na amostra com wet
pickup de 90%, pode existir uma maior dificuldade de penetracdo do meio de libertacdo na totalidade de
particulas presentes no tecido, uma vez que também se encontram mais protegidas por uma camada
mais espessa de polimero ligante, o que faz com que apenas as que constam na superficie do tecido

tenham contribuido para a taxa de libertacao do oleo.
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Figura 76 - Representacdo esquematica dos perfis de libertacdo do OE de eucalipto das particulas de etilcelulose +
SDS/PEG 4000, apos a funcionalizacdo dos téxteis com wet pickup de 90%: valores médios de absorvancia para cada amostra
e respetivos valores de erro calculado pelo desvio padrao de trés réplicas.

Como verificado anteriormente, existe um erro acentuado relativamente aos resultados das trés
réplicas efetuadas no estudo de libertacao, que pode ser justificado pelas mesmas razdes discutidas
anteriormente. A semelhanca do estudo anterior, existe também uma maior quantidade de 6leo libertado
no provete removido da zona central do substrato, face aos provetes removidos da extremidade do
mesmo (Fig. 77). Para além disso, verifica-se um erro mais acentuado nos resultados relativos ao tecido
com wet pickup de 90%, que pode ser indicativo de que, de facto, devido ao aumento do nimero de
camadas de revestimento funcional aplicado, ocorre também uma maior divergéncia na quantidade de

particulas presentes na porcao central face as extremidades do tecido.
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Figura 77 - Representacdo esquematica dos perfis de libertacdo do OE de eucalipto das particulas de etilcelulose +
SDS/PEG 4000, apos a funcionalizacao dos téxteis com wet pickup de 90%. Resultados obtidos no ensaio com o provete da
extremidade esquerda do substrato (), provete central do substrato () e provete da extremidade direita do substrato (*):
valores médios de absorvancia para cada amostra e respetivos valores de erro calculado pelo desvio padrdo de trés réplicas.

A libertacao do OE de eucalipto presente nos téxteis funcionalizados foi realizada em etanol, uma
vez que, o estudo do perfil de libertacao das particulas em questao foi realizado no mesmo, tendo por
base estudos realizados na literatura. No entanto, numa aplicacdo futura e mais direcionada para
aplicabilidade dos tecidos na area biomédica, um meio de libertacdo mais apropriado para mimetizar os
fluidos humanos seria mais aconselhado, com a necessidade de ajuste da curva de calibracao para o

efeito.
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7. Conclusao

Nesta dissertacdo foram desenvolvidas particulas de base biologica, nomeadamente, de
etilcelulose, de acido miristico, de PLA e de quitosano, contendo como agentes ativos o OE de eucalipto
e a vitamina E. Para isso, foram adotados os métodos de encapsulacdo de evaporacao de solvente,
coacervacao e gelificacdo ionica, com o intuito de perceber o impacto das diferentes metodologias nas
dimensdes, no /oading e na eficiéncia de encapsulacdo das particulas sintetizadas. Relativamente as
particulas de base celulosica, sintetizadas através dos métodos de evaporacao de solvente e de
coacervacao, verificou-se, através das imagens capturadas por OM e SEM, a presenca de particulas de
OE de eucalipto e de vitamina E com forma esférica em ambos os métodos. As particulas com vitamina
E sintetizadas pelo método de evaporacao de solvente, apresentaram um aspeto individualizado e com
uma dimensdo compreendida entre 0,2 e 2,7 um, bem como uma eficiéncia de encapsulacdo maxima
de 74,1 + 0,4%. No caso da coacervacao, obtiveram-se particulas com vitamina E coalescidas e de
menores dimensdes, compreendidas entre 0,09 e 0,2 um, e com menor eficiéncia de encapsulacao,
atingindo 1,06 + 0,01%. Deste modo, percebeu-se que o método de encapsulacdo por via de evaporacao
de solvente é preferivel na sintese dos sistemas em estudo. Por sua vez, os resultados da caracterizacao
morfoldgica das particulas de acido miristico ndo foram muito promissores, ndo se tendo verificado a
presenca de particulas uniformes, pelo que o acido gordo em estudo ndo se relevou um bom material
de revestimento dos agentes ativos, pelos métodos de encapsulacdo aplicados. Relativamente as
particulas de PLA, estas foram sintetizadas pelos métodos de evaporacao de solvente e de coacervacéo,
tendo sido alcancadas particulas viaveis com ambos os agentes ativos, apenas quando aplicada a
metodologia de evaporacdo de solvente. A analise morfologica revelou particulas com vitamina E de
forma esférica e bem definidas, com dimensdes compreendidas entre 183,4 e 514,2 nm, e uma
eficiéncia de encapsulacdo de 40,2 + 0,3%. O mesmo verificou-se com as particulas de OE de eucalipto,
tendo sido alcancadas dimensdes entre 157,1 e 644,2 nm e uma eficiéncia de encapsulacdo de 13,5 +
0,5%. No que se refere as particulas de quitosano com vitamina E, os resultados nao foram promissores,
tendo sido obtidas particulas muito coalescidas, com ambas as metodologias e uma eficiéncia de
encapsulacdo maxima de 3,62 + 0,01% e de 8,57 + 0,04%, pelo método e coacervacao e de gelificacao
idnica, respetivamente. No caso das particulas de quitosano e OE de eucalipto sintetizadas pelo método
de gelificacéo idnica, obtiveram-se particulas mais definidas, com tamanhos compreendidos entre 32,1
e 40,9 nm e uma eficiéncia de encapsulacao de 3,08 + 0,32%. Deste modo, concluiu-se que os métodos
de encapsulacao aplicados com quitosano como matriz polimérica nao se revelaram apropriados para

encapsular os agentes ativos selecionados.
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Relativamente a caracterizacao quimica das particulas, ndo foi possivel identificar a presenca
dos agentes ativos na superficie destas pela analise comparativa dos picos presentes nos espetros de
FTIR-ATR das particulas e dos reagentes usados na sintese das mesmas, devido a sobreposicao dos
picos caracteristicos, como consequéncia da semelhanca dos espetros dos diferentes componentes.

A analise térmica das particulas permitiu averiguar a capacidade da tecnologia de encapsulacéo
e das matrizes em estudo, na preservacao dos agentes ativos. Em todos os conjuntos de particulas se
verificou um aumento da estabilidade térmica dos agentes ativos, uma vez que a degradacao térmica
destas se iniciou a temperaturas mais elevadas face ao agente ativo isolado.

Em relacéo ao estudo dos perfis de libertacdo dos agentes ativos em particulas na sua forma em
po, a abordagem aplicada revelou-se eficaz, uma vez que, para todos os conjuntos de particulas
submetidas a analise se conseguiu averiguar, por espectroscopia de UV-Vis, a libertacdo dos agentes
ativos. Relativamente as particulas de etilcelulose, os perfis de libertacdo de ambos os agentes ativos,
demonstraram-se idénticos e possivelmente incompletos, visto que nao se observou a estagnacao da
quantidade de agente ativo libertado, tendo sido conseguida uma taxa de libertacdo maxima de 18,5 +
2,4% com as particulas de OE de eucalipto. No que diz respeito as particulas de PLA com vitamina E,
estas exibiram uma taxa de libertacdo lenta nas primeiras horas de ensaio, controlada por difusao,
seguida de um aumento abrupto da taxa de libertacao devido a degradacao do polimero, tendo sido
atingida uma libertacdo maxima de 1,8 + 0,1% de agente ativo. Relativamente as particulas de quitosano,
confirmou-se a sensibilidade deste ao estimulo de pH, uma vez que se verificou uma maior quantidade
de libertacao de vitamina E nas particulas sujeitas ao ensaio em pH acido (pH 3), face ao ensaio em pH
neutro (pH 7,4). No caso das particulas com vitamina E, foi libertado 7,8 + 4,3% e 9,4 + 4,5% de agente
ativo a pH neutro, quando sintetizadas por gelificacdo i6nica e coacervacao, respetivamente. Em
contrapartida, em meio acido, foi atingida a libertacdo de 84,3 + 1,3% e 93,3 + 5,4% de vitamina E, das
particulas sintetizadas por gelificacdo i6nica e coacervacdo, respetivamente. Deste modo, concluiu-se
que 0 quitosano é sensivel ao estimulo de pH e que por isso, revela-se um polimero favoravel na
encapsulacao de agentes ativos para libertacéo controlada.

A integracao das particulas de etilcelulose com OE de eucalipto em substratos téxteis por spray
coating, permitiu a funcionalizacao destes com um wet pickup de 40 e 90%. Por fim, os perfis de
libertacdo do OE de eucalipto em ambos os substratos demonstraram a possibilidade de libertacao do
agente ativo quando os sistemas encapsulados estédo integrados nos téxteis.

Os resultados demonstraram a potencialidade do sistema encapsulado de etilcelulose e OE de

eucalipto na libertacdo de agentes ativos para aplicacdes na area téxtil.
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7.1. Sugestoes para trabalhos futuros

Como sugestdes para trabalhos futuros é sugerido o estudo de novas condicdes de sintese das
particulas menos promissoras, nomeadamente, as particulas sintetizadas pelo método de coacervacao.
Deste modo, seria vantajoso estudar quais as melhores condicdes para obter particulas bem definidas
com os sistemas bioldgicos aplicados, pelo ajuste de alguns parametros, tais como, a concentracao de
surfactante, a velocidade de adicdo da solucédo de polimero ou o tempo de agitacdo. Ainda sobre as
condicoes de sintese, seria interessante ajustar os parametros referidos anteriormente, nas particulas
mais promissores da presente dissertacao, de forma a atingir um /oading e eficiéncia de encapsulacado
superiores. Relativamente aos ensaios de libertacdo, seria proveitoso analisar os perfis de libertacdo das
particulas sintetizadas por um periodo de tempo de ensaio mais prolongado, de forma a perceber o
comportamento das matrizes de revestimento por periodos temporais mais alargados. Para além disso,
poderia ser interessante estudar a capacidade de resposta dos polimeros usados a outros estimulos,
nomeadamente a temperatura, na libertacao dos agentes ativos.

Relativamente a funcionalizacdo dos substratos téxteis, seria importante estudar a incorporacao
e libertacdo das restantes particulas referidas na dissertacao, ou ainda de outros agentes ativos com
propriedades vantajosas. Para além disso, poder-se-ia estudar a incorporacao das particulas por via de
outros métodos de funcionalizacdo, tais como, esgotamento e padding. Ainda sobre os ensaios de
libertacao, seria de interesse acrescido testar a libertacao do agente ativo incorporado no substrato téxtil

em meios de libertacdo mais apropriados para mimetizar os fluidos humanos.
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Anexos

Anexo | — Imagens capturadas por OM

As imagens capturadas por OM das particulas de etilcelulose e vitamina E com o conjunto de
surfactantes SDS/PEG 4000 sujeitas aos ensaios de estudo do impacto das condicdes experimentais,
na sintese por evaporacdo de solvente, encontram-se presentes nas figuras abaixo. Na Fig. 78 estdo
representadas as particulas obtidas com uma velocidade de agitacdo de 8000 rpm durante 2 minutos,
na Fig. 79 as particulas sintetizadas com uma velocidade de agitacdo de 4000 rpm durante 10 minutos
e na Fig. 80 estao representadas as particulas obtidas com uma velocidade de agitacao de 8000 rpm

durante 10 minutos.

Figura 78 - Imagem capturada por OM das particulas de etilcelulose e vitamina E, com SDS/PEG como conjunto de
surfactantes, sintetizadas por evaporacéo de solvente, com uma velocidade de agitacdo de 8000 rpm durante 2 minutos.
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Figura 79 - Imagem capturada por OM das particulas de etilcelulose e vitamina E, com SDS/PEG como conjunto de
surfactantes, sintetizadas por evaporacéo de solvente, com uma velocidade de agitacdo de 4000 rpm durante 10 minutos.

Figura 80 - Imagem capturada por OM das particulas de etilcelulose e vitamina E, com SDS/PEG como conjunto de
surfactantes, sintetizadas por evaporacéo de solvente, com uma velocidade de agitacdo de 8000 rpm durante 10 minutos.

As imagens capturas por OM das particulas de quitosano e vitamina E sintetizadas pelo método

de coacervacao com o glutaraldeido e o acido tanico como agentes reticulantes, encontram-se presentes

na Fig. 81 e na Fig. 82, respetivamente.
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Figura 81 - Imagens capturadas por OM das particulas de quitosano e vitamina E com glutaraldeido como agente reticulante
a) na presenca de 6leo mineral e b) na auséncia de 6leo mineral.
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Figura 82 - Imagens capturadas por OM das particulas de quitosano e vitamina E com acido tanico como agente reticulante
a) na presenca de 6leo mineral e b) na auséncia de éleo mineral.

As imagens capturas por OM das particulas de quitosano e OE de eucalipto e de vitamina E

sintetizadas pelo método de gelificacdo idnica encontram-se presentes na Fig. 83.

Figura 83 - Imagens capturadas por OM das particulas de a) quitosano e vitamina E e de b) quitosano e OE de eucalipto.
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Anexo Il — Curvas de calibracao

A curva de calibracao da vitamina E em etanol encontra-se representada na Fig. 84.
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Figura 84 - Representacdo esquematica da curva de calibracao da absorvancia em funcao da concentragéo de vitamina E
em etanol das solucdes padrao.

Com o ajuste linear ao grafico e atendendo as incertezas associadas ao declive e a ordenada na
origem, foi obtida a equacdo da reta de calibracdo e os parametros estatisticos de regressao linear,
representados na Tabela 22. Em que S,,representa o desvio padraoresidual, S.e S, os desvios padrao do
declive e da ordenada na origem, respetivamente, tS, e 1S, as incertezas associadas ao declive e a
ordenada na origem, respetivamente, em que o valor de t, corresponde ao valor da variavel t-student
para o nivel de confianca de 95% e para n-2 graus de liberdade, (em que n=7), e R representa o

coeficiente de correlacao.

Tabela 22 - Parametros estatisticos de regressao linear relativos a equacgéo da reta da curva de calibragdo da vitamina E
em etanol.

S, s, s, tS, ts, R: R

0,0021 0,016 0,0015 0,041 0,0037 0,999 0,999
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Os limites de detecdo (LDD) e de quantificacdo (LDQ) referentes a curva de calibracdo da
vitamina E em etanol estao descritos na Tabela 23.

Tabela 23 - Limites de detecdo e de quantificacéo relativos a curva de calibracdo da vitamina E em etanol.

LDD LDQ
0,0015 mg/mL 0,0049 mg/mL

A curva de calibracao do OE de eucalipto em etanol encontra-se representado na Fig. 85.
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Figura 85 - Representacdo esquematica da curva de calibracdo da absorvancia em funcao da concentracéo de OE de
eucalipto em etanol das solucdes padrao.

Tabela 24 - Parametros estatisticos de regresséo linear relativos a equacdo da reta da curva de calibracdo do OE de
eucalipto em etanol.

S S, S, ts, ts, R: R

y/x

0,0070 0,0024 0,0053 0,0061 0,014 0,999 0,999

Tabela 25 - Limites de detecao e de quantificacéo relativos a curva de calibracdo do OE de eucalipto em etanol.

LDD LDQ
0,092 mg/mL 0,31 mg/mL
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A curva de calibracdo da vitamina E em solucdo tampéo de fosfato (pH 7,4) encontra-se

representado na Fig. 86.
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Figura 86 - Representacdo esquematica da curva de calibracao da absorvancia em funcao da concentracao de vitamina E
em solucao tampao de fosfato (pH 7,4) das solucdes padréao.

Tabela 26 - Parametros estatisticos de regressao linear relativos a equacao da reta da curva de calibracdo da vitamina E
em solucao tampao de fosfato (pH 7,4).

S S, S, ts, 1S, R: R

y/x

0,042 0,20 0,030 0,55 0,084 0,992 0,996

Tabela 27 - Limites de detecdo e de quantificacdo relativos a equacao da reta da curva de calibracdo da vitamina E em
solucao tampao de fosfato (pH 7,4).

LDD LDQ
0,035 mg/mL 0,12 mg/mL
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A curva de calibracdo da vitamina E em solucdo tampédo de acetato (pH 3,0) encontra-se

representado na Fig. 87.
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Figura 87 - Representacdo esquematica da curva de calibracao da absorvancia em funcao da concentracao de vitamina E
em solucao tampao de acetato (pH 3,0) das solucdes padrao.

Tabela 28 - Parametros estatisticos de regressao linear relativos a equacao da reta da curva de calibracdo de vitamina E
em solucao tampao de acetato (pH 3,0).

S

y/x

S, S, ts, ts, R: R

0,011 0,054 0,0082 0,15 0,023 0,999 0,999

Tabela 29 - Limites de detecdo e de quantificacdo relativos a equacao da reta da curva de calibracdo da vitamina E em
solucdo tampéo de acetato (pH 3,0).

LDD LDQ
0,0099 mg/mL 0,033 mg/mL
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Anexo Ill - Estudos de libertacao dos agentes ativos

Os perfis de libertacao dos agentes ativos das particulas sintetizadas foram determinados por

espectroscopia de UV-Vis, em ensaios de libertacdo de 7 horas.
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Figura 88 - Representacao esquematica dos perfis de libertacdo da vitamina E das particulas de etilcelulose + vitamina E +
SDS/PEG 4000 () e das particulas de etilcelulose + vitamina E + tween 80 ( *): valores médios de absorvancia para cada
amostra e respetivos valores de erro calculado pelo desvio padrao de trés réplicas.
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Figura 89 - Representacdo esquematica dos perfis de libertacao da vitamina E das particulas de etilcelulose + vitamina E +
SDS/PEG 4000 () e do OE de eucalipto das particulas de etilcelulose + OE de eucalipto + SDS/PEG 4000 ( *): valores
meédios de percentagem da absorvancia para cada amostra e respetivos valores de erro calculado pelo desvio padrdo de trés
réplicas.
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Figura 90 - Representacédo esquematica do perfil de libertacdo da vitamina E das particulas de PLA + vitamina E + tween
80: valores médios de absorvancia para cada amostra e respetivos valores de erro calculado pelo desvio padrao de trés
réplicas.
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Figura 91 - Representacao esquematica dos perfis de libertacéo da vitamina E das particulas de quitosano sintetizadas pelo
meétodo de gelificacdo idnica, em meio neutro (pH 7,4) (*) e em meio acido (pH 3,0) (¢ ): valores médios de absorvancia para
cada amostra e respetivos valores de erro calculado pelo desvio padrao de trés réplicas.
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Figura 92 - Representacédo esquematica dos perfis de libertacao da vitamina E das particulas de quitosano sintetizadas pelo
método de coacervacdo, em meio neutro (pH 7,4) (¢) e em meio acido (pH 3,0) (*): valores médios de absorvancia para
cada amostra e respetivos valores de erro calculado pelo desvio padrao de trés réplicas.
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Anexo IV - Calculos de incertezas

¢ Incertezas associadas ao declive e a ordenada na origem das curvas de calibracao

Com a finalidade de calcular as incertezas associadas ao declive e a ordenada na origem da

equacao das curvas de calibracdo, foi calculado o desvio padrao residual (Sy,) da reta através da

. 5.2
Sy/x = ’—Z(y;_zyl) Equacéo 5

Sendo que, Sy/X corresponde ao desvio-padrao residual, y; aos valores de absorvancia obtidos,

Equacao b:

¥; aos valores de absorvancia que seriam esperados através da equacédo da reta e n ao numero de

solucdes padrao analisadas.

Os valores do desvio padrao da ordenada na origem (S.) e do declive (S,) foram determinados

pela Equacdo 6 e Equacao 7, respetivamente:

’ Y x;? <
Sa = Sy/x 7 Equacao 6

— Sy/x

Sy = W Equacao 7

Sendo que, Sy /x corresponde ao desvio-padrao residual, x; aos valores da concentracéo das
solucdes padrao, X a média dos valores de x; e n ao numero de solu¢des padrao analisadas.

As incertezas associadas ao declive (tS,) e a ordenada na origem (tS.) foram calculadas,

assumindo um t de student para uma probabilidade de 95% e para n-2.

e Determinacao do limite de detecao (LDD) e do limite de quantificacido (LDQ)

A determinacao do limite de detecao (LDD) e do limite de quantificacao (LDQ) foi efetuada através

da Equacéo 8 e da Equacao 9, respetivamente:

3S
LDD = Ty/x Equacdo 8
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. 105y/x

LDQ = Equacao 9

e Erros associados aos valores de concentracao dos agentes ativos

Os erros associados aos valores de concentracdo dos agentes ativos (S,) determinados

segundo a curva de calibracao, foram calculados através da equacao 10.

(3’0_3_’)2

m Equacao 10
i

Sx=Y_/X i+%+

Sendo que, Sy corresponde ao desvio-padrao residual, b ao valor do declive da reta de
calibracéo, m ao numero de réplicas para a analise da amostra, n a0 numero de solucbes padrao
analisadas, y, aos valores de absorvancia da amostra obtidos, (y7) a média dos valores de absorvancia
das solugdes padrao, x; aos valores da concentracao das solucdes padréo, X a média dos valores de

concentracao das solucdes padrao.

o Incertezas associadas aos resultados de rendimento, /oadings tedrico e

experimental e da eficiéncia de encapsulacao

As incertezas dos resultados associados ao rendimento, aos /oadings tedrico e experimental e a
eficiéncia de encapsulacdo foram calculadas pelo método de propagacéo de erros, segundo a Equacéo

11, no caso da soma e subtracdo e da Equacao 12, no caso da multiplicacao e divisao [117].

02 =02+ 05 Equacéo 11

2 2 2
(G—W) = (2) + (&) Equacéo 12
w X y
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