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RESUMO

O setor alimenticio tem aumentado sua preocupacéo e interesse com estudos e aplicacdes de
compostos naturais com a fungdo de conservar os alimentos. O uso de agentes antimicrobianos
naturais, provenientes de 6leos essenciais como o geraniol, tem sido uma op¢do atraente neste
campo. O geraniol é um alcool terpénico e sua propriedade antimicrobiana potencializa sua
utilizacdo como aditivo para a industria de alimentos. No entanto, sua utilizacdo é limitada
devido a instabilidade frente as degradacGes quimicas, causadas por oxidacdo e elevadas
temperaturas. Com vistas a protecdo do geraniol a microencapsulacéo polimérica pode ser uma
maneira de evitar a degradacéo destes compostos ativos naturais. Neste contexto, esse trabalho
teve como principal objetivo microencapsular o 6leo essencial geraniol com policaprolactona
(PCL) e avaliar a atividade antimicrobiana. Estudos microbioldgicos do geraniol e da
policaprolactona foram realizados empregando-se as técnicas de Concentracdo Inibitdria
Minima (CIM) e difusdo em meio solido a partir de orificio, no caso das bactérias
Staphylococcus aureus e Escherichia coli e difusdo em meio sdlido para os fungos Candida
albicans e Aspergillus niger. O 6leo essencial geraniol apresentou uma CIM de 3,745 pL-mL
para as bactérias com atividade antibacteriana e antifungica para as bactérias e os fungos
testados. A microencapsulacdo foi realizada por meio da técnica de polimerizacdo em
miniemulsdo com evaporacdo de solvente e obteve eficiéncia de 95,44% + 0,60 de
encapsulamento do geraniol em PCL. As microcapsulas foram obtidas com um tamanho médio
de 0,1484 pm e com um indice de polidispersdo de 0,122. Os resultados de Microscopia
Eletrénica de Transmissdo (MET) confirmaram a formacdo de céapsulas esféricas de PCL
revestindo o 0leo essencial, com dimensdes entre 50 nm e 500 nm. A técnica de Microscopia
Eletronica de Varredura (MEV) mostrou que as microcapsulas liofilizadas formam
aglomerados folhares constituidos por dezenas de microcapsulas. Os resultados obtidos da
FTIR confirmam a encapsulacdo do geraniol na matriz polimérica das microcapsulas mantendo
a integridade quimica dos compostos PCL e geraniol. A partir de analises de TGA foi possivel
comprovar a protecdo térmica do geraniol pelo revestimento de PCL, visto que a temperatura
de volatilizagdo do 6leo aumentou em 100 °C quando comparado ao éleo sem encapsulamento.
Através da técnica de DSC observou-se que a presenca do geraniol proporciona a reducédo de
26,5% no grau de cristalinidade do revestimento de PCL. Suspensdes aquosas de microcapsulas
carregadas com geraniol e armazenadas a 4 °C apresentaram boa estabilidade ao longo de
60 dias e resultados de testes de liberacdo com temperatura demonstraram que esta pode ser um
gatilho para liberar o composto ativo das microcapsulas. Os resultados obtidos neste estudo
comprovam que o 6leo essencial geraniol é um agente antibacteriano e antifingico, sendo o
mesmo um composto passivel de microencapsulacdo, o que poderd embasar trabalhos futuros
para a aplicacdo de um aditivo antimicrobiano na indudstria.

Palavras-chave: microencapsulacao, geraniol, policaprolactona, aditivo.
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ABSTRACT

The food industry has increased its concern and interest with studies and applications of natural
compounds with the function of food preservation. The use of natural antimicrobial agents,
derived from essential oils such as geraniol, has been an attractive option in this field. Geraniol
is a terpene alcohol and its antimicrobial property enhances its use as an additive for the food
industry. However, their use is limited due to instability against chemical degradations, caused
by oxidation and high temperatures. In view of the protection of geraniol, polymer
microencapsulation may be one way of avoiding the degradation of these natural active
compounds. In this context, the main objective of this work was to microencapsulate the
geraniol essential oil with polycaprolactone (PCL) and to evaluate the antimicrobial activity.
Microbiological studies of geraniol and polycaprolactone were carried out using Minimal
Inhibitory Concentration (MIC) and solid-hole diffusion techniques in the case of
Staphylococcus aureus and Escherichia coli bacteria, and solid media diffusion for fungi
Candida albicans and Aspergillus niger. Geraniol essential oil had a MIC of 3.745 uL-mL™* for
bacteria with antibacterial and antifungal activity for the bacteria and fungi tested.
Microencapsulation was carried out using a miniemulsion polymerization technique with
solvent evaporation and obtained an efficiency of 95.44 + 0.60 encapsulation of geraniol in
PCL. The microcapsules were obtained with a mean size of 0.1444 um and a polydispersity
index of 0.122. The Transmission Electron Microscopy (TEM) results confirmed the formation
of PCL spherical capsules coating the essential oil, ranging from 50 nm to 500 nm. The
Scanning Electron Microscopy (SEM) technique showed that lyophilized microcapsules form
foliar agglomerates composed of dozens of microcapsules. The results obtained from the FTIR
confirm the encapsulation of geraniol in the polymer matrix of the microcapsules while
maintaining the chemical integrity of the PCL and geraniol compounds. From the TGA
analysis, it was possible to prove the thermal protection of geraniol by PCL coating, since the
oil volatilization temperature increased by 100 °C when compared to the non-encapsulated oil.
The DSC technique showed that the presence of geraniol provides a 26.5% reduction in the
degree of crystallinity of the PCL coating. Aqueous suspensions of microcapsules loaded with
geraniol and stored at 4 °C showed good stability over 60 days and the results of temperature
release tests demonstrated that this could be a trigger to release the active compound from the
microcapsules. The results obtained in this study confirm that the geraniol essential oil is an
antibacterial and antifungal agent, being a microencapsulation susceptible compound, which
may support future work for the application of an antimicrobial additive in the industry.

Keywords: microencapsulation, geraniol, polycaprolactone, additive.



viil

LISTADE ILUSTRACOES

Figura 1 — Estrutura quimica do geraniol ............ccoreiriiiieiiee e 20
Figura 2 — Comparacdo do modelo celular entre os tipos de microencapsulacéo:
(b) microcapsula € (C) MICIOESTEIA........cciiierieeseecec e 22

Figura 3 — Esquema representativo do processo de polimerizagdo em miniemulsdo para a

ODENGEOD A& MICTOCAPSUIAS ...ttt 24
Figura 4 — Esquema representativo para a formacao de miniemulsdo por ultrassom............... 24
Figura 5 — Estrutura quimica da policaprolactona (PCL) .......c..ccoevvverisieveinseseeseseee e 25
Figura 6 — Fluxograma resumindo a estratégia para a PeSQUISA.........ccervrvervrereeeriereeeseerenrenens 28
Figura 7 — Microplacas para determinacdo da concentracdo inibitéria minima.............c......... 30

Figura 8 — Procedimento para atividade antibacteriana por difusdo em meio solido a partir de
0] 1 o3 o SRS PRRSPS 32

Figura 9 — Procedimento para atividade antifungica por difusdo em meio solido a partir de

0] 1 o3 o PSP 33
Figura 10 — Esquema de obtencéo das microcapsulas de PCL-Geraniol ..........cccccceovvveinnnen 36
Figura 11 — Procedimento de teste de liberacdo com temperatura...........ccoceeevvevieiieniesesnsennens 40

Figura 12 — Testes de CIM para geraniol com concentracdo de inéculo de 108 UFC-mL™:
(a) Staphylococcus aureus e (b) EScherichia COli.........ccoouviiiiiiiiiicecce e 42
Figura 13 — Testes de difusdo em meio sdlido a partir de orificio para o geraniol puro com
inéculo 108 UFC-mL: (a) Staphylococcus aureus e (b) Escherichia coli............ccccocevvincnnnne. 43
Figura 14 — Testes de difusdo em meio solido a partir de orificio para o polimero PCL com

concentracdo de indculo de 108 UFC-mL: (a) Staphylococcus aureus e (b) Escherichia coli

Figura 15 — Testes de difusdo em meio solido a partir de orificio com concentracdo de indculo
10° esporos'mL*: (a) Candida albicans — Geraniol puro; (b) Aspergillus niger — Geraniol puro;
(c) Candida albicans — Padrdo e (d) Aspergillus niger — Padrao.........c.ccooeeevieiinienieienesenennn, 45
Figura 16 — Testes de difusdo em meio solido a partir de orificio para o polimero PCL com
concentragédo de indculo 10° esporos-mL*: (a) Candida albicans e (b) Aspergillus niger ...... 46
Figura 17 — Espectros caracteristicos de UV-Vis do geraniol puro solubilizado com diferentes
concentragdes (1,000 uL-mL* até 0,150 pL-mL) em diclorometano ...........cccccceeeveeviriererenene. 47
Figura 18 — Curva de calibracdo da concentracdo do composto geraniol com a magnitude do

pico caracteristico do geraniol puro em 240 nm no espectro de UV-ViS.......ccccovvenirniiernnnnn. 48



Figura 19 — Espectros de UV-Vis obtidos para o polimero PCL diluido com diferentes
concentragdes (3,4738 mg-mL ! até 0,3970 mg-mL?) em diclorometano.............ccccecevrvenrnnnes 49
Figura 20 — Curva de calibracdo da concentracdo de polimero PCL com a magnitude do pico
caracteristico do PCL puro em 228 nm no espectro de UV-ViS........ccoccoveiviieniceiciieieseiesenns 50
Figura 21 — Distribuicdo de tamanho médio de particula (Dp) e valor indice de polidispersio
(PdI) para microcéapsulas de (a) PCL sem geraniol e (b) PCL com geraniol ..............cccoeuenuee... 52

Figura 22 — Imagens de MET obtidas para microcapsulas de PCL-Geraniol, com ampliacdo de

15000 VEZES ...ttt sttt et bbb bbb bR bR R R R bbb R a e nrenne b nre 53
Figura 23 — Imagens de MET obtidas para microcapsulas de PCL-Geraniol: (a) ampliagdo de
31000 vezes e (b) ampliaGdo de 53000 VEZES........ccceieriirierierieiesie e e 54

Figura 24 — Imagem de MEV-FEG obtidas para as microcapsulas de PCL sintetizadas em meio
contendo geraniol, com ampliagao de 2000 VEZES .........ccovverririerinerierisesieese e 55
Figura 25 — Imagens de MEV-FEG obtidas para as microcapsulas de PCL sintetizadas em meio
contendo geraniol: (a) ampliacdo de 10000 vezes e (b) 20000 VEZES.........cccevevevereneseniennenns 56
Figura 26 — Espectro na regido do infravermelho, FTIR obtidos para o PCL, geraniol e
MICrocapsulas de PCL-GEraniol..........cccouiiiiiiiiiee e 57
Figura 27 — Espectro na regido do infravermelho (FTIR) obtido para o PCL, geraniol e para as
microcapsulas de PCL-Geraniol. Intervalo de 3800 a 2400 cM™ ........cccooevvvviereveeceeeeeee e 58
Figura 28 — Espectro na regido do infravermelho (FTIR) obtido para o PCL, geraniol e para as
microcapsulas de PCL-Geraniol. Intervalo de 1900 a 500 cM™.........ccccovvieriecesiseeseeenn, 59

Figura 29 — Termograma de TGA e a diferencial do termograma de TGA para o geraniol puro

Figura 31 — Curva de DSC obtida para o PCL puro com as curvas de aguecimento e de
TESTTIAIMENTO ...t ettt bt bbbt e b s et ebe s e e nenae e ereneeneas 62
Figura 32 — Termograma de TGA e a diferencial do termograma de TGA para as microcapsulas
08 PCL-GEIANION ...ttt 63
Figura 33 — (a) Termograma de DSC obtido para as microcapsulas de PCL-Geraniol com as
curvas de aquecimento e de resfriamento e (b) comparacdo dos termogramas de DSC para o
segundo aquecimento das microcapsulas de PCL-Geraniol € PCL puro.........ccccceeceevveveevenee. 64
Figura 34 — Valores médios de tamanho médio de particula para as microcapsulas de

PCL-Geraniol em suspensao ao 10ngo dO teMPO ... 66



Figura 35 — Valores do indice de polidispersao determinados para as suspensdes contendo as
microcépsulas de PCL-Geraniol ao longo do periodo de testes de 60 dias...........ccccoeeerrieenee. 66
Figura 36 — Valores de potencial zeta ({) determinados para suspensdes de microcapsulas de
PCL-Geraniol testadas por diferentes tempos durante o periodo de 60 dias..........cc.ccevevernenee. 67
Figura 37 - Valores de pH para as suspensdes de microcapsulas de PCL-Geraniol submetidas
aos testes de estabilidade quimica pelo periodo de 60 diasS........cccccovvervriereiirierieiesereeseieseeas 68
Figura 38 — Valores de percentual de geraniol encapsulado nas microcapsulas de PCL-Geraniol
ao longo do periodo de 60 dias em SUSPENSAD.........cccviveriirerieisierieresese et e e sa et e e eere e 68
Figura 39 — Concentracdo de geraniol liberada com a exposicdo das microcapsulas de
PCL-Geraniol a diferentes temperaturas e periodos de tempo.......ccccceeveveieeereieserieie e 69
Figura 40 — Resultados dos testes de difusdo em meio sélido a partir de orificio para
microcapsulas de PCL-Geraniol, sem tratamento térmico, com indéculo 108 UFC-mL™:
(a) Staphylococcus aureus e (b) Escherichia Coli........ccccocvviiiiiiiiiiiin e 71
Figura 41 — Resultados dos testes de difusdo em meio sélido a partir de orificio para
microcédpsulas de PCL sem geraniol com tratamento térmico em 60 °C a 3 h, com inoculo
108 UFC-mL*: (a) Staphylococcus aureus e (b) Escherichia coli..........cocoeeeiceinniciciinns 72
Figura 42 — Resultados dos testes de difusdo em meio sélido a partir de orificio para as
microcapsulas de PCL-Geraniol ap6s o tratamento térmico com 60 °C a 3 h com in6culo
108 UFC-mL%: (a) Staphylococcus aureus e (b) Escherichia coli..........cocveeeiciiiiiicienes 73
Figura 43 — Resultados dos testes de difusio em meio sélido a partir de orificio para
microcapsulas de PCL-Geraniol sem o tratamento térmico com concentracdo de in6culo
10° esporos-mL!: (a) Candida albicans e (b) Aspergillus Niger............cococeveveveeeicisiceceenns 74
Figura 44 — Resultados dos testes de difusdo em meio solido a partir de orificio, com tratamento
térmico, para microcapsulas de PCL-Geraniol com concentracdo de indculo 10° esporos-mL™:

(a) Candida albicans e (b) ASPergillus NIGEr .........ccoviieiiis e 75



Xi

LISTADE TABELAS

Tabela 1 — Concentracdo de geraniol para cada linha da microplaca ...........ccoceeveevveivnerinnnnnne. 30
Tabela 2 — Concentracdes de Geraniol e de Policaprolactona utilizadas para construcdo do
espectro de abSOrGA0 €M UV -ViS ... 34
Tabela 3 — Formulagdo utilizada para a producdo das microcdpsulas pelo metodo de
polimerizagdo em miniemulsdo com evaporagdo de SOIVENte...........ccceovvveiirviiinieeriseceee 35
Tabela 4 — Eficiéncia de encapsulacdo (EE%), para diferentes relacGes massicas de PCL e

(0 T=] =101 o TR 50



A. niger
BHI

CIM

CLSI

C. albicans
C. gattii

C. glabrata
C. krusei
C. neoformans
DMSO
D.P.

Dp

DSC

EE

E. coli
FTIR
MEV-FEG
NCCLS
NCR

P. verrucosum
PCL

PdI

g

S. aureus

S. cerevisiae

S. thyphimurium

TGA
TTC
UFC
uv
UV-Vis

LISTADE ABREVIATURAS E SIGLAS

Aspergillus niger

Brain Heart Infusion

Concentracdo Inibitoria Minima
Clinical and Laboratory Standards Institute
Candida albicans

Cryptococcus gattii

Candida glabrata

Candida krusei

Cryptococcus neoformans
Dimetilsulfoxido

Desvio Padrao

Diametro de particula

Calorimetria diferencial de varredura
Eficiéncia de Encapsulacao

Escherichia coli

Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier

Microscopia eletronica de varredura

National Committee for Clinical Laboratory Standards

National Cash Register
Penicillium verrucosum
Policaprolactona

indice de polidispersio

Potencial zeta

Staphylococcus aureus
Saccharomyces cerevisiae
Salmonella thyphimurium
Termogravimetria
2,3,5-Triphenyltetrazolium chloride
Unidades Formadoras de Colbnias
Ultravioleta

Ultravioleta Visivel

Xii



Xiii

SUMARIO
LINTRODUGAOD ...ttt 16
2 OBJIETIVOS ...ttt ettt e e et et et r e 19
2.1 OBJETIVO GERAL ... 19
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS ..ot ssesses s nesnssn s 19
3 REVISAO BIBLIOGRAFICA.......o.oooeeeeeeverieeveeesiesses s ssiensessass s s sessssssanssnens 20
3.1 COMPOSTO GERANIOL ...ttt 20
3.2 MICROENCAPSULAGAO ......covoiiveee st 21
3.3 ENCAPSULACAO COM POLIMERO POLICAPROLACTONA (PCL) ....oocverveenne. 25
3.4 SISTEMA DE LIBERACAO CONTROLADA DO COMPOSTO ATIVO.................. 26
4 MATERIAL E METODOS ..ot 28
AL MATERIAIS ... 28
4.2 CARACTERIZACAO DOS COMPOSTOS GERANIOL E PCL ...ovvvvevecceeeiceinians 29
4.2.1 Avaliac8o antibDacCteriana..........ccccevereiiiiie s 29
4.2.1.1 Determinacdo da Concentrac¢do Inibitéria Minima (CIM) do geraniol ............. 29
4.2.1.2 Ensaio de difusdo em meio solido a partir de orificio .........cccoovvivrveiiincininnnn. 31
4.2.2 AvaliaGao antifUnNQiCa ........coeeiieiiiieiie e 32
4.2.3 Espectrofotometria de ultravioleta visivel (UV-Vis)........ccocooervniinnininneicnesenen, 33
4.3 OBTENCAO DAS MICROCAPSULAS DE PCL-GERANIOL ......cc.ccoovervrrrerrrrennn. 34

4.4 EFICIENCIA DE ENCAPSULACAO DO OLEO ESSENCIAL GERANIOL EM PCL

4.5 CARACTERIZACAO DAS MICROCAPSULAS DE PCL-GERANIOL..................... 37

4.5.1 Tamanho médio de particulas (Dp), indice de polidispersédo (Pdl) e potencial

ZREA (£) .neeeeeeeeie it E bt bRt r e b e n e b e e b nRe e b nnne s 37
4.5.2 Microscopia Eletrénica de Transmissdo (MET) ... 38
4.5.3 Microscopia eletrénica de varredura por emissdo de campo (MEV-FEG)...... 38
4.5.4 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR).......... 38

4.5.5 Termogravimetria (TGA) .o 38



Xiv

4.5.6 Calorimetria diferencial de varredura (DSC) .......c.cccoieiinniinneinsee e 39
4.5.7 Estabilidade das microcapsulas de PCL-Geraniol em Suspensao ...................... 39
4.5.8 Teste de liberagdo COmM tEMPEratUIa........cccceveieieieii e 40
4.5.9 Avaliacdo antibacteriana das mMiCroCAPSUIAS ...........ccoevreerncinneeee e 41
4.5.10 Avaliacao antifungica das miCroCApSUlas........c..ccovcvveiviereieseie e 41
4.6 TECNICAS DE ANALISE E INTERPRETACAO DOS DADOS .......coorrvnreernrenien. 41
5 RESULTADOS E DISCUSSAOQ .......oooiiieteiseiieiesiesissiesisssessssssnsessssssssssssssssssssssssssssssenens 42
5.1 CARACTERIZACAO DOS COMPOSTOS GERANIOL E PCL ....coocoivverierierieiins 42
5.1.1 Avaliag8o antibaCTeriana. ........cccoiveiririeiniieiiee s 42
5.1.1.1 Determinagédo da Concentragdo Inibitdria Minima do geraniol (CIM) ............. 42
5.1.1.2 Ensaio de difusdo em meio sélido a partir de orifiCio ..........cc.ceeveveivncicnrienne 43
5.1.1.2.1 GEIANIOL ..ottt ettt nenne s 43
5.1.1.2.2 Policaprolactona (PCL) ......c.ccoorieirrieiinee it 44
5.1.2 Avaliag8o antiflngiCa .........cccvcevieiicicece e 45
5.1.2.1 GraANIO ..o 45
5.1.2.2 Policaprolactona (PCL).......coiririiiirieenisiee st 46
5.1.3 Espectrofotometria de ultravioleta visivel (UV-VIiS)......cccccoceviiieiiiciiiceesens 47
5.1.3.1 GIANIO ... 47
5.1.3.2 Policaprolactona (PCL) .......ccoeiiiiiiereiese e 49

5.2 EFICIENCIA DE ENCAPSULAGCAO DO GERANIOL EM PCL ....cooevveereeiecreeins 50
5.3 CARACTERIZACAO DAS MICROCAPSULAS DE PCL-GERANIOL.................... 51
5.3.1 Tamanho médio de particulas (Dp) e indice de polidispersao (Pdl) .................. 51
5.3.2 Microscopia Eletronica de Transmissdo (MET) .....cccviiiiiiiiiniece e 53
5.3.3 Microscopia eletrénica de varredura (MEV-FEG) ......ccccoccovvvinncinncien 55
5.3.4 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)......... 56

5.3.5 Termogravimetria (TGA) dos compostos puros geraniol e PCL ..........cc.c.c.c..... 59



XV

5.3.6 Calorimetria diferencial de varredura (DSC) dos compostos puros geraniol e

5.3.7 Termogravimetria (TGA) das MiCroCapsulas...........ccccocevvrereieseieiesesiee e 62

5.3.8 Calorimetria diferencial de varredura (DSC) das microcdpsulas PCL-Geraniol

................................................................................................................................................ 64
5.3.9 Estabilidade das microcapsulas de PCL-Geraniol em suspensao ...................... 65
5.3.10 Teste de liberag@o COM tEMPEratUra........cccceceiiiiiiieiecece e 69
5.3.11 Propriedade antibacteriana das microcapsulas de PCL-Geraniol................... 70
5.3.11.1 Sem tratamento tEIMICO .....c.ccveeriiieiirieeese et 70
5.3.11.2 Com tratamento tEIMICO ........cevvererieererieeseniee et sae e 71
5.3.12 Propriedade antifungica das microcapsulas de PCL-Geraniol ........................ 73
5.3.12.1 Sem tratamento tEIMICO .....ccvcveiirieiiriees et 73
5.3.12.2 Com tratamento tEIMICO ......ceiveirieeeeriereseniee st re e se e e sseseenessenens 74

B CONCLUSAD ..ottt 76
7 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS ... 77

REFERENCIAS ..o et e v e s et ettt et e et et et et et e e e e e es et es et et e e e s eses et et e e eae e eneeas 78



16

1 INTRODUCAO

Estudos recentes mostram que muitos dos conservantes quimicos sintéticos de alimentos
sd0 toxicos aos seres humanos e precisam ser empregados com restricdo de concentragdo, de
acordo com as legislacdes vigentes. Estes indicios prejudiciais a saide humana tém despertado
cada vez mais a preocupacao e o interesse de pesquisadores quanto as limitacdes de aplicacdo
destes compostos e tém motivado estudos direcionados a aplicaces de conservantes naturais
nos alimentos (FAI; STAMFORD; STAMFORD, 2008; PRAKASH et al., 2015).

Porém, o uso dos conservantes sintéticos ainda € imprescindivel e muito empregado pelo
setor de alimentos industrializados por terem excelente eficiéncia na inibicdo do crescimento
de microrganismos em produtos embalados, incluindo bactérias, virus e fungos
(JANJARASSKUL et al., 2016). O uso de conservantes se faz necessario para prolongar o
tempo de armazenamento dos alimentos com a eliminacao e inibi¢cdo de microrganismos, sendo
assim, o uso de agentes antimicrobianos naturais se torna uma opcao atraente para substituir os
conservantes sintéticos.

Os compostos antimicrobianos naturais estdo presentes nas plantas, animais, bactérias,
algas e em fungos, normalmente na forma de 6leos essenciais. Estes 6leos tém apresentado
propriedades antimicrobianas capazes de inibir o crescimento de agentes patogénicos
bacterianos e fungicos de origem alimentar. A atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais de
plantas deve-se, normalmente, a presenca de componentes fendlicos, que sdo efetivos contra
uma grande quantidade de tipos de bactérias, além de serem efetivos contra fungos. Apesar da
capacidade antifingica e antibacteriana elevada, as substancias fendlicas naturais apresentam
um baixo efeito toxico em seres humanos, sendo este um grande diferencial dos 6leos essenciais
para aplicacdo na conservacdo de alimentos (TURINA et al., 2006; XU et al., 2008; AHMAD
etal., 2011).

O oleo essencial geraniol € um monoterpeno encontrado em elevada concentragdo no 6leo
de palmarosa (FAHLBUSCH et al., 2003; SCHERER et al., 2009). Varios autores constataram
a acdo antibacteriana do geraniol contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas
(DUARTE et al., 2005; JIROVETZ et al., 2007; CHEN; VILJOEN, 2010). Outros autores
atribuiram ao geraniol acdo antifungica frente as cepas de Candida albicans, Candida glabrata,
Candida krusei, Aspergillus niger, Penicillium verrucosum, Cryptococcus neoformans e
Cryptococcus gattii (YOKOMIZO; NAKAOKA-SAKITA, 2014; MARTINS; SOUZA, 2015;
PEREIRA; LIMA, 2017).
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Devido as propriedades antibacterianas e antifungicas conferidas ao 0leo essencial
geraniol, o0 mesmo apresenta potencial de aplicagdo como aditivo para a conservacdo dos
alimentos e também como aditivo antimicrobiano para aplicacdo diretamente nas embalagens
ativas. Porém, os Gleos essenciais sdo susceptiveis a termodegradacdo em baixas temperaturas
e facilmente oxidados, além de serem volateis em baixa temperatura. Por isso, alguns trabalhos
também tém sido realizados no sentido de buscar alternativas para a sua protecdo, por processos
de encapsulacdo, por exemplo (TAJKARIMI; IBRAHIM; CLIVER, 2010; GYAWALI;
IBRAHIM, 2012; HAYEK; GYAWALLI; IBRAHIM, 2013).

Com o objetivo de proteger os 6leos essenciais, que sao muito volateis, o encapsulamento
se mostra um método interessante, pois permite encapsular substancias, compostos ou agentes,
em estado solido, liquido ou gasoso, obtendo-se capsulas com dimensdes micrométricas ou
nanométricas. O encapsulamento é um procedimento interessante e importante para aumentar
a estabilidade fisico-quimica e microbioldgica de um 6leo essencial. Proporciona a sua protecao
de agentes fisicos e quimicos de degradacdo, além de permitir a liberacdo controlada da
substancia encapsulada (FAVARO-TRINDADE; PINHO; ROCHA, 2008).

Uma caracteristica fisica importante do geraniol, e da maioria dos 6leos essenciais, é a sua
volatilidade em temperaturas da ordem de 35 °C, consideradas muito baixas. Em muitas
condicdes de processo a sua aplicacdo em embalagens ativas acaba sendo restringida, ja que os
Oleos essenciais podem ser instaveis frente as condi¢bes de operacdo de um processo de
fabricacdo de embalagens, tanto de materiais poliméricos quanto de papel. Contudo, a protecédo
do 6leo essencial via encapsulamento polimérico torna-se uma alternativa interessante para
proteger o composto das condigdes de operagdo e das condigbes ambientais de um alimento.
Neste sentido, alguns polimeros tém sido utilizados para o encapsulamento de compostos
ativos, como os 0Oleos essenciais. Dentre eles, a policaprolactona (PCL) tem recebido muita
atencdo devido a facilidade de liberacdo controlada de farmacos e de outras substancias
(FAVARO-TRINDADE; PINHO; ROCHA, 2008; VILLANOVA; OREFICE; CUNHA, 2010;
TRANCOSO, 2013).

O uso de microcapsulas de PCL-Geraniol como um aditivo antimicrobiano natural,
eficiente e ndo toxico em embalagens torna-se uma oportunidade para o setor de polimeros e
de papel, devido a busca constante por novas tecnologias para desenvolver embalagens ativas
inovadoras com propriedades antimicrobianas.

Desta forma, esta dissertacdo apresenta como tema principal a microencapsulacao do 6leo
essencial geraniol em policaprolactona utilizando o método de polimerizacdo em miniemulséo

com evaporacdo de solvente. As microcipsulas de PCL-Geraniol foram caracterizadas
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empregando técnicas de Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV-FEG), Microscopia
Eletrénica de Transmissdo (MET), Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de
Fourier (FTIR), Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC), Termogravimetria (TGA), sendo
que ainda, as microcapsulas de PCL-Geraniol foram submetidas a testes de liberacdo com
temperatura seguido de Difusdo em Meio Sdlido para verificar a atividade antimicrobiana das

microcépsulas de PCL-Geraniol.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Microencapsular o oOleo essencial geraniol com policaprolactona e avaliar a atividade

antimicrobiana.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a atividade antibacteriana e antifungica do geraniol em patégenos comuns em
alimentos;

e Definir e aplicar um processo de microencapsulacdo do geraniol com o polimero
policaprolactona;

e Avaliar a estabilidade das microcapsulas de policaprolactona contendo geraniol em
suspensao;

e Estudar o efeito da temperatura na liberacdo de geraniol das microcapsulas de
policaprolactona;

e Avaliar a atividade antibacteriana e antifingica das microcapsulas de PCL-Geraniol,

com e sem tratamento térmico.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 COMPOSTO GERANIOL

Os 0leos essenciais sdo compostos quimicos volateis e aromaticos que podem ser extraidos
de flores, caules, raizes, folhas ou das partes de plantas aromaticas. Estes Oleos sdo
quimicamente complexos e constituidos, normalmente, por centenas de componentes quimicos,
cada qual com a sua caracteristica aromatica e acao bioquimica. As principais caracteristicas de
um oleo essencial sdo a sua fragrancia e as suas atividades antimicrobianas e antioxidantes.
Portanto, € muito utilizado por industrias de perfumes, inddstrias de cosméticos, de aditivos
naturais para aromatizagao de alimentos e por industrias farmacéuticas (NAVARRETE et al.,
2011; TRANCOSO, 2013).

Estes 6leos sdo misturas complexas de terpenos, terpenos oxigenados, sesquiterpenos e
sesquiterpenos oxigenados, sendo que podem conter pequenas quantidades de diterpenos e
outros componentes de acordo com a funcdo da planta aromatica. Além disso, possuem varios
outros constituintes, tais como, alcoois simples, aldeidos, cetonas, fenois, ésteres, éteres,
oxidos, peroxidos, furanos, acidos organicos, lactonas, cumarinas e compostos com enxofre.
Normalmente, numa mistura, um destes compostos apresenta-se em maior concentragéo,
enquanto outros compostos apresentam-se em menores teores e alguns em quantidades muito
pequenas, chamados de tracos no 6leo essencial (SIMOES et al., 2005).

Por sua vez, o 6leo geraniol (3,7-dimethyl-trans-2,6-octadien-1-ol) € um alcool aciclico
pertencente a familia dos monoterpenos, tem ponto de ebulicdo de 230 °C, peso molecular de
154,25 g-mol* e formula quimica C1oH1s0O, conforme Figura 1. Este 6leo é composto por uma
mistura dos isémeros trans e cis, denominados geraniol e nerol, respectivamente
(FAHLBUSCH etal., 2003; CHEN; VILJOEN, 2010).

Figura 1 — Estrutura quimica do geraniol

OH

Fonte: Bakkali et al., 2008.
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O geraniol € um composto comercialmente importante, de coloracdo amarelo claro, e que
é insoltvel em agua, mas soluvel na maioria dos solventes organicos, sendo encontrado nos
6leos essenciais de varias plantas aromaticas. A fonte natural mais prolifica é o 6leo de
palmarosa, que contém cerca de 70-85% de geraniol na sua composicdo (FAHLBUSCH et al.,
2003; SCHERER et al., 2009; CHEN; VILJOEN, 2010).

A atividade antimicrobiana do 6leo de palmarosa € atribuida ao geraniol, por estar em
maior concentracdo no 6leo. Sabe-se que o extrato de palmarosa é composto por varios outros
6leos e ésteres, incluindo o acetato de geranila, o qual também é citado na literatura por possuir
atividade antimicrobiana (OUSSALAH et al., 2007; SCHERER et al., 2009; GONCALVES et
al., 2012; SMITHA; VIRENDRA, 2015).

A atividade antimicrobiana do 0leo essencial da palmarosa (Cymbopogon martinii) foi
constatada por Scherer e colaboradores (2009) frente a microrganismos como S. aureus,
E. coli, e S. thyphimurium. O mesmo Oleo essencial teve atividade comprovada frente a
S. cerevisiae, sendo que concentracfes baixas do o6leo (0,1%) inibiram completamente o
crescimento das cepas (PRASHAR et al., 2003).

Atraves dos testes de concentragdo inibitoria minima (CIM), Leite e colaboradores (2015)
concluiram que o ¢6leo essencial geraniol possui atividade antifungica contra cepas de
C. albicans. Outros autores atribuiram ainda ao geraniol acdo antiflngica frente as cepas de
C. glabrata, C. krusei, A. niger e P. verrucosum, C. neoformans e C. gattii (YOKOMIZO;
NAKAOKA-SAKITA, 2014; MARTINS; SOUZA, 2015; PEREIRA; LIMA, 2017).

Assim, a eficacia antimicrobiana da palmarosa frente a espécies bacterianas e fingicas esta
relacionada a presenca de geraniol e acetato de geraniol, compostos com elevada atividade
antimicrobiana (PRASHAR et al., 2003; DUARTE et al., 2005).

3.2 MICROENCAPSULACAO

Os primeiros registros de aplicacdo da técnica de microencapsulagdo datam o final dosanos
de 1930, onde foi proposto desenvolver um substituto para o papel carbono e fitas de carbono.
Porém o primeiro produto com material microencapsulado surgiu somente em 1954. A empresa
norte-americana National Cash Register (NCR) foi a pioneira ao comercializar um papel de
copia sem carbono. Esse papel recebeu uma fina camada de microcapsulas de tinta, contendo
solucdo de 2 a 6% de pigmento encapsulado em particulas com didmetro de 1 até 10 um. A
pressao da ponta do lapis na superficie do papel rompia as microcapsulas, liberando o pigmento
(SUAVE etal., 2006; VENKATESAN; MANAVALAN; VALLIAPPAN, 2009).
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O conceito de microencapsulagédo tem como base o modelo celular (Figura 2a), no qual o
nucleo é envolvido por uma membrana semipermeavel que protege o citoplasma e os demais
componentes do meio externo, bem como exerce as fungdes de controle da entrada e saida de
substancias na célula. De modo semelhante, as microparticulas obtidas por microencapsulacao
podem ser classificadas por dois tipos de morfologias: microcapsulas e microesferas, conforme
apresentado na Figura 2(b) e 2(c) respectivamente, sendo que as mesmas possuem um tamanho
entre 1 ¢ 1000 um (SOHAIL et al., 2011; NUNES et al., 2015).

Nas microcapsulas o sistema € do tipo reservatorio, e consiste em uma camada de um
agente encapsulante, geralmente um material polimérico que atua como um filme protetor,
isolando e protegendo uma substancia ativa. Essa membrana se desfaz sob estimulo especifico,
liberando a substancia ativa no local ou no momento ideal. Nas microesferas o sistema € do tipo
matricial, sendo constituido por uma rede macromolecular ou lipidica continua onde a
substancia ativa € dispersa sob a forma de moléculas, particulas solidas finas ou entdo goticulas
de solucdes (RICHARD; BENOIT, 2000; SOHAIL et al., 2011; NUNES et al., 2015).

Figura 2 — Comparagdo do modelo celular entre os tipos de microencapsulagao:
(b) microcépsula e (c) microesfera
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Fonte: Alvim, 2010.

As microcapsulas sdo caracterizadas pela sua forma esférica e por apresentar aspecto
solido. No entanto, o tamanho, a forma e a estrutura das microcapsulas dependem dos materiais
e processos empregados, ou seja, do agente encapsulante e do método empregado na sua
producdo (NUNES et al., 2015).

Os propositos gerais da microencapsulacdo consistem na possibilidade de fazer um liquido
comportar-se como um sélido, de modo a facilitar sua manipulacdo, separar materiais reativos,
reduzir a toxicidade do material ativo, promover a liberagdo controlada do material

encapsulado, reduzir volatilidade de liquidos, mascarar gosto de componentes amargos,
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aumentar a vida de prateleira e proteger contra a luz, umidade e calor (FAVARO-TRINDADE;
PINHO; ROCHA, 2008).

A escolha do método de encapsulacdo depende de uma série de fatores, tais como,
sensibilidade do nucleo, tamanho da microcapsula desejada, propriedades fisicas e quimicas do
nucleo e do revestimento, das aplicagcdes do produto final, mecanismos desejados de liberacéo,
escala de producdo e da viabilidade econdmica, visto que a combinacdo entre o material e o
agente ativo pode ser de natureza fisica, quimica ou fisico-quimica (SHAHIDI; HAN, 1993;
AZEREDO, 2005).

Para a obtencdo de microcdpsulas, varias metodologias sdo aplicadas, dentre elas,
polimerizacdo em miniemulsdo, polimerizagdo em emulsdo sem surfactante, emulséo de
agua-em-0leo-em-agua, polimerizacdo interfacial e polimerizagdes em microemulsdo e em
suspensdo. Entretanto, com excecdo da polimerizacdo em miniemulséo, as demais apresentam
uma série de desvantagens, tais como, uso excessivo de surfactante, estabilidade coloidal
insuficiente ou ainda, procedimentos de alto custo para especificas aplicacdes, o que impede a
diversidade de sua aplicacdo em diversas areas. Ja a sintese de microcéapsulas via polimerizagao
em miniemulsdo apresenta como vantagens a baixa concentracdo de surfactante e a
possibilidade de se obter o produto final em apenas uma Unica etapa de reacdo (ANTONIETTI,
LANDFESTER, 2002; STEINMACHER, 2010).

No processo de miniemulsdo sdo geradas duas fases imisciveis, uma formada por pequenas
gotas estaveis de mondmero, as quais sdo nucleadas e sofrem a polimerizagdo. Classicamente,
miniemulsGes sdo dispersdes aquosas de goticulas de dleo relativamente estaveis, com tamanho
entre 50 e 500 nm. Sdo preparadas por um sistema contendo 6leo, 4gua, um surfactante e um
coestabilizador. Portanto, na primeira etapa do processo de polimerizagdo em miniemulséo,
gotas submicrométricas sdo formadas pela dispersdo de um sistema contendo a fase dispersa
(orgénica) e a fase continua (aquosa). Para que ocorra essa dispersdo € necessario aplicar um
mecanismo de alto cisalhamento para, além de quebrar a emulsdo de gotas de mondémero em
gotas submicrométricas, alcancar um estado estacionario obtido pelo equilibrio da taxa de
rompimento e coalescéncia. Na segunda etapa, estas gotas sdo nucleadas e polimerizadas
(LANDFESTER et al., 1999; SCHORK et al., 2005). O principio da polimerizagdo em

miniemulsdo esta representado na Figura 3.
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Figura 3 — Esquema representativo do processo de polimerizagdo em miniemulsdo para a
obtencdo de microcapsulas
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Fonte: Adaptado de Landfester, 2006.

Segundo Antonietti e Landfester (2002), as gotas de mondmero sdo o locus primario da
polimerizacdo, onde cada gota se torna o meio reacional, independentes umas das outras. Ja a
fase continua € um excelente meio de transporte de massa, como por exemplo, de iniciador e
calor. Dessa forma, cada gota se comporta como um “nanofreator”.

Em miniemulsdo de mondmeros relevantes para os fins de polimerizacdo, o tamanho da
goticula é determinado pela quantidade de mondmero e agua, a solubilidade do monémero e a
quantidade de agente tensoativo. Além disso, verifica-se que o tamanho inicial da gota é funcao
de um sistema operacional de agitacdo mecanica, sendo que as goticulas de monémero mudam
muito rapidamente de tamanho, também ao longo da sonificagdo, a fim de atingir um estado
pseudoestavel. Uma vez que este estado for atingido, o tamanho da goticula de monémero ja
ndo é uma funcdo da quantidade de energia mecanica aplicada, assumindo que um minimo
necessario é usado. No inicio da homogeneizacéo, a polidispersdo das goticulasainda é bastante
elevada, mas por processos de fuséo e de cisdo constantes, a polidispersividade da miniemulsao
atinge entdo, um estado estacionario, conforme pode ser visualizado no esquema representativo
apresentado na Figura 4 (ANTONIETTI; LANDFESTER, 2002).

Figura 4 — Esquema representativo para a formagdo de miniemulséo por ultrassom
Polidispersao Diminui

Agitacao M 7
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Fonte: Antonietti e Landfester, 2002.
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A microencapsulacdo tem inimeras aplicacGes, sendo amplamente aplicada no setor
alimenticio para a encapsulacdo de 6leos essenciais no intuito de prevenir a oxidagao e a perda
de substéncias ativas volateis e controlar a sua liberacdo. A aplicacdo dessa tecnologia estende-
se a incorporacdo de corantes, temperos, acidulantes, vitaminas e minerais. Outras industrias,
que desenvolvem formulaces com microcapsulas sdo as de cosméticos, pigmentos, adesivos,
agentes de cura e encapsulacdo de células vivas, incluindo enzimas e microrganismos (SUAVE
etal., 2006; COSTA et al., 2013).

3.3 ENCAPSULACAO COM POLIMERO POLICAPROLACTONA (PCL)

A poli(e-caprolactona) ou somente policaprolactona (PCL), cuja estrutura quimica minima
estd descrita na Figura 5, € um polimero sintético, semicristalino, possui baixo ponto de fusdo
(59-64 °C) e tem boa resisténcia quimica a agua, 6leo, solvente e cloro (SIRACUSA et al.,
2008; WOODRUFF; HUTMACHER, 2010; HUNG, 2011).

Figura 5 — Estrutura quimica da policaprolactona (PCL)
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Fonte: Middleton; Tipton, 2000.

A PCL é um éster alifatico biodegradavel e possui cadeia linear, é proveniente da
polimerizagio de matérias-primas ndo renovaveis. E um polimero estavel, permeavel, possui
facilidade de conformacéo, boa flexibilidade e degrada-se de acordo com 0 processo em que
esta sendo utilizado (HUNG, 2011; PEROGLIO etal., 2010).

Este polimero tem atraido o interesse comercial por ser mais biodegradavel em comparagéo
com outros poliésteres, apresentar boas propriedades fisicas, ser relativamente barato, atdxico,
além de possuir propriedades viscoelasticas e reoldgicas superiores a outros polimeros
bioreabsorviveis (NAIR; LAURENCIN, 2007).

O polimero PCL, bem como outros polimeros, esta sendo usado em muitas aplicagdes,
devido as suas propriedades fisico-quimicas. Com o intuito de otimizar a producdo de

embalagens ativas, vém sendo desenvolvidas pesquisas referentes a matriz polimérica, tipos e
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concentracdes de agentes antimicrobianos e condic¢Ges de processamento (PARK et al., 2001;
PEI; SHEN; YANG, 2007).

Barbieri e Leimann (2014) desenvolveram microcapsulas de policaprolactona para a
encapsulacdo de 6leo de sementes de maracuja, sendo que as microcapsulas carregadas com o
6leo foram obtidas a partir da técnica de emulsificacdo/evaporagdo de solvente, e as mesmas
apresentaram morfologia esférica, com um tamanho de 137,4 um e um indice de
polidispersidade (Pdl) de 0,2598, indicando uma boa homogeneidade do sistema. Além disso,
foi possivel verificar interacGes entre a parede polimérica e o 6leo das sementes de maracuja,

indicando que a liberacdo do 6leo, a partir das microcapsulas, pode ser controlada.

3.4 SISTEMA DE LIBERACAO CONTROLADA DO COMPOSTO ATIVO

Os sistemas de liberacdo controlada podem ser definidos como aqueles sistemas nos quais
0 agente ativo é liberado independentemente de fatores externos e apresentam uma cinética de
liberacdo bem estabelecida (VULCANI, 2004). Existe uma ampla variedade de sistemas,
visando condicionar a velocidade e o local de liberagdo dos compostos, entre estes estdo
incluidos os lipossomas, as matrizes poliméricas, 0s sistemas reservatorios, as bombas
osmaticas, os revestimentos entéricos, entre outros (LOPES; LOBO; COSTA, 2005; PEZZINI,
SILVA; FERRAZ, 2007).

A utilizacdo de sistemas matriciais constituidos por diversos tipos de polimeros é uma
opcdo interessante, pois 0 mesmo permite a incorporacdo de quantidades relativamente
elevadas de composto. Nesses sistemas, 0 composto ativo pode se encontrar homogeneamente
disperso na matriz polimérica, dentro de um reservatdrio ou adsorvido em sua superficie, e na
sua liberacdo estdo envolvidos processos fisicos e quimicos, incluindo penetracdo de agua na
matriz, difusdo do composto ativo pelos poros da matriz, por degradacdo do polimero ou por
uma combinacdo dos dois mecanismos (LYRA et al., 2007).

Os sistemas matriciais tem uma classificacdo que leva em consideracdo diversos critérios,
tais como a estrutura da matriz, a cinética de liberacéo, a natureza quimica, as propriedades dos
materiais utilizados e 0s mecanismos para controlar a liberacdo (erosdo, difusao,
intumescimento), sendo que nas matrizes insolliveis 0 composto ativo é liberado essencialmente
por difusdo e nas matrizes hidrofilicas, a liberacdo é regulada pelos processos de
intumescimento, difusdo e erosdo (LOPES; LOBO; COSTA, 2005; PEZZINI; SILVA;
FERRAZ, 2007).
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A afetabilidade das taxas de liberacdo do nucleo estdo relacionados a interagcdes entre o
nucleo e o material encapsulante. Ainda, é sabido que outras varidveis tendem a influenciar na
liberacgdo, dentre estas citam-se: volatilidade do nucleo, proporc¢éo entre ndcleo e encapsulante,
tamanho das particulas e grau de viscosidade do polimero encapsulante. Sendo que o
mecanismo de liberacdo do nucleo é determinado a partir do tipo e da geometria das particulas

do nucleo e, principalmente, do material encapsulante (OLIVEIRA, 2011).
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Nesta secdo, sdo apresentados os materiais utilizados para a realizacdo deste estudo, bem

como os procedimentos experimentais adotados. A estratégia de pesquisa € apresentada num

fluxograma resumido na Figura 6.

Figura 6 — Fluxograma resumindo a estratégia para a pesquisa

p

Caracterizacao dos compostos puros (Geraniol e Policaprolactona)

2

Avaliacao antibacteriana (Concentracao Inibitéria Minima: Difusdo em meio sélido a
partir de orificio):

Avaliagdo antifingica (Difusdo em meio solido a partir de orificio):
Espectrofotometria de UV/Vis.

Obtencao das microcapsulas de PCL-Geraniol

Microencapsulacdo via polimerizacdo em miniemulsao com evaporacdo de solvente.

Eficiéncia de encapsulaciao do Geraniol em PCL

Espectrofotometria de UV/Vis.

Caracterizacao das microcapsulas de PCL-Geraniol

Tamanho meédio de particulas (Dp): Indice de polidispersao (PDI) e Potencial Zeta (C):
Microscopia Eletronica de Transmissao (MET):

Microscopia Eletronica de Varredura (MEV-FEG):

Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR):
Termogravimetria (TGA) dos compostos puros geraniol e PCL:

Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC) dos compostos puros geraniol e PCL:
Termogravimetria (TGA) das microcapsulas de PCL-Geraniol:

Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC) das microcapsulas de PCL-Geraniol:
Estabilidade das microcépsulas de PCL-Geraniol em suspensao:

Teste de liberacdo com temperatura:

Propriedade antibacteriana das microcapsulas de PCL-Geraniol (Difusdo em meio
solido a partir de orificio):

Propriedade antifiingica das microcépsulas de PCL-Geraniol (Difusdo em meio solido
a partir de orificio).

Fonte: A autora, 2017.

4.1 MATERIAIS

Os reagentes utilizados foram Geraniol (Sigma — Aldrich; pureza > 97%); Policaprolactona
— PCL (Sigma — Aldrich; massa molecular 2.000 g-mol); Brain Heart Infusion — BHI (Merck);
Mueller Hinton (Merck, P.A.); Cloreto de Sodio (Merck, P.A.); Dimetilsulféxido — DMSO
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(Vetec, P.A.); Cloreto de 2,3,5-trifeniltetraz6lico — TTC (Merck); Agar Sabouraud Dextrose

(Kasvi); Diclorometano (Dinamica, P.A.); D (+) trealose (Vectec, P.A.).

4.2 CARACTERIZACAO DOS COMPOSTOS GERANIOL E PCL
4.2.1 Avaliacdo antibacteriana

4.2.1.1 Determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) do geraniol

Previamente ao processo de encapsulamento do composto geraniol pelo polimero PCL foi
determinada a concentracdo inibitéria minima (CIM) do geraniol frente a uma bactéria
Gram-positiva Staphylococcus aureus (ATCC 25923) e uma Gram-negativa, Escherichia coli
(ATCC 25922). Os ensaios de CIM foram realizados no Laboratorio de Materiais
Antimicrobianos do Laboratério de Materiais Multifuncionais da Universidade Comunitéria da
Regi&o de Chapecd — UNOCHAPECO, sequindo os procedimentos descritos pela Clinical and
Laboratory Standards Institute, com algumas modificagdes (CLSI, 2012).

Num primeiro procedimento foi preparado um indculo com suspensdes bacterianas
cultivadas em caldo BHI. O indculo foi acondicionado em uma estufa bacteriol6gica (Quimis,
modelo Q316mb5) sob temperatura de 37 £ 1 °C por um periodo de 24 h. Ap6s decorrido esse
periodo, foram isoladas algumas coldnias bacterianas, sendo assim, verteu-se Mueller Hinton
em uma placa de petri (90x15 mm) e deixou-se solidificar. Com auxilio de um swab foi retirada
uma aliquota da suspensdo bacteriana e espalhada sobre o meio de cultura com uma alga de
Drigalski. As placas foram acondicionadas em uma estufa bacteriol6gica sob temperatura de
37 £1°C por um periodo de 24 h.

Utilizando uma al¢a descartavel foram retiradas algumas coldnias bacterianas da placa
incubada, as quais foram imersas em agua salina estéril (0,9%). A turbidez do meio foi ajustada
com o auxilio de um espectrofotémetro UV-Vis (Bel photonics, modelo 1105) medindo a
absorbancia em um comprimento de onda de 619 nm até se obter uma concentracdo de
108 UFC-mL"* (absorbancia entre 0,08 e 0,10).

O teste foi realizado em microplacas de 96 pocos (INLAB) com fundos em forma de "U",

conforme exposto na Figura 7.
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Figura 7 — Microplacas para determinagédo da concentragdo inibitoria minima
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Fonte: A autora, 2017.

Em cada um dos pogos foram adicionados 100 pL de caldo BHI. Nos procedimentos
correspondentes a linha A (coluna 1, 2 e 3) foram adicionados 200 pL de uma solucdo de
geraniol em 10% de DMSO (11,236 uL-mL™), definindo a concentragdo nos pocgos de
7,491 pL-mL,

ApoOs a homogeneizacdo da amostra (linha A), aliquotas de 100 pL de cada solucdo foram
sucessivamente transferidas para outros poc¢os da linha A para B, da linha B para a C e assim
sucessivamente. Assim, foram obtidas solu¢cdes com diferentes concentragbes nos pogos,
conforme exposto na Tabela 1. Posteriormente, adicionaram-se 5 pL de in6culo de suspensao

bacteriana com concentracdo de 108 UFC-mL™.

Tabela 1 — Concentracéo de geraniol para cada linha da microplaca

Linha Colunas Concentracdo (pL-mL™?)
A 2 7,491

3,745

1,873

0,936

0,468

0,234

0,117

0,059

I & m m T O W
R = T = = o T = SN
NN N NN
w W W W W w w w

Fonte: A autora, 2017.
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Na coluna 7 (controle positivo), foram inseridos 100 pL de BHI e 5 pL de inoculo de
suspensdo bacteriana com concentracédo de 108 UFC-mL%, a fim de atestar que o caldo utilizado
proporciona o crescimento dos microrganismos testados.

Na coluna 9 (controle negativo), foram inseridos 100 uL de BHI, 100 pL de diluente,
solucdo aquosa contendo 10% de volume DMSO, e 5 pL de in6culo de suspensdo bacteriana
com concentracdo de 108 UFC-mL™, de modo a atestar que o diluente ndo esta inibindo o
crescimento microbiano.

Na coluna 12, apenas 100 pL de BHI foram adicionados, com o objetivo de verificar a
esterilidade da placa e do meio de cultura.

Apos o término do procedimento, as microplacas foram incubadas em estufa bacterioldgica
com temperatura controlada de 37 £ 1 °C durante 20 h. Apds esse periodo de incubacédo, foram
adicionados a cada poco 20 pL de uma solucdo aquosa de 0,5% de TTC, agente que promove
a coloracdo, permitindo identificar visualmente a presenca de bactérias. As microplacas foram
novamente incubadas em estufa bacteriol6gica por mais 4 h, sendo realizada a leitura visual de

coloragao apos decorrido o tempo.

4.2.1.2 Ensaio de difusdo em meio sélido a partir de orificio

A atividade antibacteriana do composto geraniol e do agente encapsulante (PCL) foi
avaliada com testes de difusdo em meio solido a partir de orificios, para as bactérias
Staphylococcus aureus e Escherichia coli, seguindo o método de teste de susceptibilidade de
agentes antimicrobianos, descrito pelo NCCLS (2003). Esta analise foi realizada no Laboratério
de Materiais Antimicrobianos do Laboratorio de Materiais Multifuncionais da
UNOCHAPECO.

Neste ensaio, inicialmente foram obtidas as suspensdes bacterianas a uma concentracdo de
108 UFC-mL*, seguindo a metodologia citada anteriormente. O indculo de suspensdo
bacteriana foi semeado em forma de estrias sobre o agar Mueller Hinton, pela técnica de
plagqueamento em superficie com o auxilio de um swab. Foram realizadas as semeaduras em
trés direcbes sobre o agar. Ap6s 5 min foram feitos orificios circulares equidistantes no agar,
com didmetro de aproximadamente 9 mm, sendo depositados nos orificios aproximadamente
100 pL de geraniol puro ou 0,10 g de PCL puro ou 0,10 g de microcapsulas.

O procedimento para avaliar a atividade antibacteriana por difusdo em meio sélido, a partir

de orificio, esta esquematizado na Figura 8.
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Figura 8 — Procedimento para atividade antibacteriana por difusdo em meio sélido a partir de
orificio
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Fonte: A autora, 2017.

As placas foram incubadas a 37 + 1 °C na estufa bacteriologica por 24 h e, decorrido esse
tempo, o halo de inibicdo de crescimento bacteriano formado foi mensurado com auxilio de um
paquimetro (Jomarca). As medidas foram realizadas em triplicata e o halo de inibicdo foi

calculado usando a Equacéo 1.
Halo de inibi¢do: D¢y — Dj, (Equacdo 1)

Onde, Dex é 0 diametro externo formado pela acdo do composto teste sobre as bactérias (mm)

e Din é o0 diametro ocupado pelo composto teste (mm).

4.2.2 Avaliacdo antifiingica

A atividade antifungica do composto geraniol e do agente encapsulante PCL foi avaliada
atraves do teste de difusdo em meio solido a partir de orificio para os fungos Candida albicans
(ATCC 24433) e Aspergillus niger (ATCC 16888), seguindo o método do teste de
susceptibilidade de agentes antiflngicos descrito pelo NCCLS (2004), com modificacdes. Esta
andlise foi realizada no Laboratorio de Materiais Antimicrobianos do Laboratdrio de Materiais
Multifuncionais da UNOCHAPECO.

Para os ensaios, a concentracdo dos esporos dos fungos foi ajustada em solucdo salina

estéril (0,9%) até uma concentracdo de 10° esporos‘mL™, sendo realizada a contagem pelo
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método da cAmara de Neubauer. Posteriormente, foram vertidos 20 mL do meio de cultura Agar
Sabouraud Dextrose em placas de petri (90x15 mm), deixando-o solidificar a temperatura
ambiente. Foram entdo inoculados 20 pL da suspensdo de C. albicans e A. niger, previamente
preparados, no agar e espalhados com uma alca de Drigalski em toda superficie. Ap6s 5 min
foram feitos orificios circulares equidistantes no &gar, com didmetro de aproximadamente
9 mm, sendo depositados nos orificios aproximadamente 100 pL de geraniol puro ou 0,10 g de
PCL puro ou 0,10 g de microcapsulas.

O procedimento para atividade antifingica por difusdo em meio sélido a partir de orificio
esta esquematizado na Figura 9.

As placas foram incubadas a 35 £ 1 °C em estufa durante um tempo de 24 h para
C. albicans e de 7 dias para A. niger. Apos a incubacéo, a atividade antifungica foi avaliada por
meio da medicdo dos halos de inibi¢do, em triplicata, com o auxilio de um paquimetro. O

calculo do halo de inibigdo foi realizado empregando a Equacdo 1.

Figura 9 — Procedimento para atividade antifungica por difusdo em meio solido a partir de
orificio
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Fonte: A autora, 2018.
4.2.3 Espectrofotometria de ultravioleta visivel (UV-Vis)

A técnica de UV-Vis foi empregada para identificar a presenca do composto geraniol no
processo de encapsulacdo e nas microcapsulas de PCL. Uma curva de calibracéo relacionando

a concentracdo de geraniol nas solucGes de interesse com a magnitude da absorbancia nos



34

espectros de ultravioleta visivel (UV-Vis) foi obtida e empregada para determinar a eficiéncia
do processo de encapsulacéo.

Para a construcdo da curva de calibracdo foram preparadas solugdes padrdo de geraniol e
de PCL solubilizados em diclorometano, sendo que este diluente também foi utilizado como
branco na analise. A partir desta solugdo foram preparadas novas concentragdes conhecidas, e
analisadas em um espectrofotdmetro de varredura UV-Vis (Merck, modelo PHARO 300)
utilizando cubetas de quartzo. O espectro de absorcao foi obtido por varredura no intervalo de
190 a 800 nm, com resolucdo de 1 nm. As concentracdes utilizadas para a constru¢do do

espectro de absorcdo estdo descritas na Tabela 2.

Tabela 2 — Concentragdes de Geraniol e de Policaprolactona utilizadas para construcdo do
espectro de absor¢do em UV-Vis

Geraniol (nL-mL?) Policaprolactona (g-mL?)
1,000 0,00347
0,750 0,00298
0,500 0,00199
0,250 0,00099
0,150 0,00040

Fonte: A autora, 2017.

A curva de calibracdo foi obtida seguindo o conceito de Beer Lambert, que relaciona
diretamente a concentracdo do analito com a magnitude da absorbancia quando ndo ocorrem
interacBes quimicas entre as espécies do analito e o indice de refragdo ndo sofre variagdes
(SKOOG et al., 2006).

As anélises de UV-Vis foram realizadas no Laboratorio de Materiais Multifuncionais da
UNOCHAPECO.

4.3 OBTENCAO DAS MICROCAPSULAS DE PCL-GERANIOL

O método utilizado para a sintese das microcapsulas foi a polimerizacdo em miniemulsdo
com evaporacdo de solvente, realizado nos Laboratorios de Operacdes Unitarias | e Il da
UNOCHAPECO.

Para a obtencao das microcapsulas foi empregada a solugdo com a formulacdo otimizada
de Peres et al. (2012), conforme Tabela 3.
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Tabela 3 — Formulagdo utilizada para a producdo das microcapsulas pelo método de
polimerizacdo em miniemulsdo com evaporacao de solvente

Compostos Quantidades (9)
Diclorometano 10,00
Fase orgéanica PCL 0,30
Geraniol 0,10
H.0 24,00
Fase aguosa ) o
Lauril Sulfato de Sédio 0,01

Fonte: A autora, 2017.

O polimero policaprolactona foi dissolvido em solvente diclorometano em um béquer com
agitacdo magnética até completa dissolugdo do polimero, aproximadamente 10 min, em
temperatura ambiente. Na fase organica foram adicionados 33% em massa do 6leo essencial
geraniol em relacdo ao polimero PCL. Nesta solucéo foi adicionada 4gua contendo um agente
tensoativo, Lauril Sulfato de Sddio, ainda sob agitacdo, por 1 h a temperatura ambiente, até
formar uma suspensdo. A suspensdo foi sonicada em sonicador (Sonics — Ultra-cell) com
microondas pulsadas de amplitude igual a 40% por 3 min.

ApoOs a sonicagdo a suspensao foi deixada por 24 h a temperatura de 30 °C, sob agitacao
magnética para a evaporacdo do solvente e foi entdo lavada com agua destilada, sendo
centrifugada a 14000 rpm em temperatura de 4 °C durante 90 minutos em uma centrifuga
refrigerada (Hettich, modelo Mikro 200R). Apds a centrifugacdo o sobrenadante foi retirado e
a solucdo foi novamente lavada e centrifugada. Apos este procedimento, foi adicionado o
crioprotetor D (+) trealose a suspensdo antes do pré-resfriamento em uma proporcdo de
1:3 (p/p) em relacdo a quantidade de PCL utilizada. Em seguida, a dispersao foi mantida por
2 h a temperatura —8 °C em ultra freezer (Sanyo, modelo MDF-U33V) e liofilizada a -50 °C
sob vacuo de 5 mTorr (9,67x107° psi) por 48 h em um liofilizador (Liobras — Brasil, modelo
Liotop L101). Apos a liofilizagdo as amostras foram armazenadas em dessecador até uso

posterior. A Figura 10 traz o esquema de obtencdo das microcapsulas.
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Figura 10 — Esquema de obtencéo das microcapsulas de PCL-Geraniol
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Fonte: A autora, 2018.
4.4 EFICIENCIA DE ENCAPSULA(;AO DO OLEO ESSENCIAL GERANIOL EM PCL

A eficiéncia de encapsulacao tem por finalidade determinar o teor de geraniol encapsulado
em PCL em relacdo ao total de compostos utilizados na solugdo de sintese. A eficiéncia
normalmente € determinada pela subtragdo das concentracdes total e remanescente do principio
ativo na suspensdo. Nesta metodologia, € necessario realizar a separacdo da fracdo
remanescente e encapsulada por meio de centrifugacéo.

Para a determinacao da eficiéncia do processo de encapsulacdo do geraniol nas capsulas de
PCL foram preparadas trés formulagdes, conforme procedimento descrito no item 4.3, com

diferentes proporcdes de PCL em relacdo ao Oleo essencial geraniol: formulacdo 1 (1:1),
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formulagéo 2 (1:0,33) e formulacéo 3 (1:0,1). Asamostras das formulacdes foram centrifugadas
(SP Labor, modelo SP 703/15000R) com 14000 rpm durante 90 min, sob refrigeracéo de 4 °C.

As suspensdes contendo as capsulas de PCL-Geraniol foram centrifugadas e uma aliquota
do sobrenadante foi retirada apds o processo de centrifugacdo, diluida em agua destilada na
proporcéo de 1:2 e submetida a analise por espectroscopia em um espectrometro de UV-Vis
(Hitachi, modelo U-1900) em triplicata. As bandas de absor¢do em 240 nm, caracteristicas do
composto geraniol, foram avaliadas e o0s respectivos valores de magnitudes foram utilizados
para a determinacdo da concentracdo de geraniol remanescente na solucéo, correspondendo a
concentracdo de geraniol ndo encapsulado. A eficiéncia de encapsulacdo foi determinada

empregando a Equacao 2.

Cinical —Cli «

EE% = (M) x100 (Equacio 2)
inicial

onde, Cinicial ¢ a concentracdo (ug-mL™t) de geraniol adicionado no meio reacional no inicio do

processo de sintese e Ciivre ¢ a concentracido (ug-mL™?) de geraniol remanescente na solugdo (ndo

encapsulado).

4.5 CARACTERIZACAO DAS MICROCAPSULAS DE PCL-GERANIOL

4.5.1 Tamanho médio de particulas (Dp), indice de polidisperséo (Pdl) e potencial zeta

©

O tamanho médio de particulas (Dp) e o indice de polidispersdo (Pdl) das capsulas de PCL
foram determinados em triplicatas, através da técnica de Espalhamento Dindmico de Luz
(Dynamic Light Scattering - DLS) em um granulémetro Zetasizer Nano S (Malvern
Instruments, modelo ZEN1600), com angulo de feixe incidente de 173° e com laser de
comprimento de 633 nm. As leituras foram realizadas a 25 °C a partir de uma aliquota das
suspensoes de capsulas sem dilui¢do prévia.

O potencial zeta () foi determinado em triplicatas a partir da técnica de Anemometria
Laser Doppler associada a microeletroforese usando equipamento Zetasizer Nano (Malven
Instruments, modelo ZS3600). As analises foram realizadas com as suspensfes de capsulas
diluidas em agua destilada (1:10) a 25 °C. Estas analises foram realizadas no Laboratério de

Controle de Processos da Universidade Federal de Santa Catarina — UFSC.



38

4.5.2 Microscopia Eletrénica de Transmissdo (MET)

Para a caracterizacdo morfologica das capsulas de PCL foi empregada a técnica de
Microscopia Eletronica de Transmissao (MET) em um microscopio TEM JEM-1011
(100 kV). As suspensdes contendo as capsulas de PCL-Geraniol foram diluidas em agua
destilada até 0,1% de sélidos e uma gota de cada amostra diluida foi colocada numa grade
revestida de carbono e seca em condi¢do de ambiente. Esta analise foi realizada no Laboratdrio

de Caracterizacdo Estrutural (LCE) da Universidade Federal de Sdo Carlos — UFSCar.

4.5.3 Microscopia eletrénica de varredura por emissao de campo (MEV-FEG)

As microcépsulas liofilizadas foram avaliadas com a tecnica de microscopia eletronica de
varredura com canhdo de campo de emissdo (MEV-FEG), também com o intuito de avaliar as
caracteristicas morfologicas das particulas. Os ensaios foram realizados em um microscopio
MEV-FEG (modelo Tescan), com tensao de feixe de 20 kV e distancia de trabalho de 15 mm.
Estas analises foram realizadas no Laboratorio de Polimeros da Universidade de Caxias do
Sul — UCS.

4.5.4 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

A espectroscopia por FTIR é uma analise que fornece evidéncias da presenca de grupos
funcionais presentes na estrutura de uma substancia, podendo ser utilizada na identificacdo de
um composto ou para investigar sua composi¢ao quimica. Um espectrofotémetro infravermelho
com transformada de Fourier (Agilient Technologies, modelo Cary 600 Series FTIR) foi
utilizado para examinar a estrutura quimica das microcapsulas contendo geraniol por refletancia
total atenuada, com cristal de diamante. Os espectros de FTIR foram obtidos num intervalo de
400 a 4000 cm™ com resolucdo de 4 cm™. As anélises de FTIR foram realizadas no Laboratério

de Polimeros da Universidade de Caxias do Sul — UCS.

4.5.5 Termogravimetria (TGA)

A termogravimetria (TGA) é uma técnica termoanalitica que acompanha a variacéo da
massa de uma amostra em funcdo da temperatura ou do tempo, quando submetida em um

ambiente com temperatura e atmosfera controladas. Esta analise foi obtida através de um
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Analisador Termogravimétrico (Shimadzu, modelo TGA-50) num intervalo de temperatura de
25 °C a 810 °C, com taxa de aquecimento de 10 °C-min, e sob uma atmosfera de nitrogénio
com fluxo de 50 mL-min. Estes ensaios foram realizados no Laboratério de Polimeros da
Universidade de Caxias do Sul — UCS.

4.5.6 Calorimetria diferencial de varredura (DSC)

A calorimetria diferencial de varredura (DSC) foi empregada com o objetivo de avaliar as
mudancas de fases da amostra durante o aquecimento ou resfriamento. Esta analise forneceu
também os valores de entalpia associados as transformacdes de fases observadas (LUCAS;
SOARES; MONTEIRO, 2001).

As andlises de DSC foram realizadas com as microcapsulas liofilizadas, utilizando o
equipamento Perkin Elmer DSC 4000, com atmosfera inerte de nitrogénio com fluxo de
20 mL-min e com taxa de aquecimento de 5 °C-mint. O histérico térmico das microcapsulas
foi removido com um primeiro aquecimento a uma taxa de aquecimento de 20 °C-min e com
ataxa de resfriamento de -20 °C-min-t. As analises térmicas das microcapsulas foram realizadas
a partir do segundo aquecimento. Os ensaios de DSC foram realizados no Laboratério de

Polimeros da Universidade de Caxias do Sul — UCS.

4.5.7 Estabilidade das microcapsulas de PCL-Geraniol em suspensao

A estabilidade das microcapsulas de PCL-Geraniol em suspensdo foi avaliada visualmente,
quanto a presenga de precipitados, mudancas de cor e separacdo de fases. Apos estas analises,
a estabilidade das microcapsulas foi avaliada em triplicatas monitorando os valores de pH das
suspensdes, o tamanho médio das particulas, o indice de polidispersdo, o potencial zeta e a
eficiéncia de encapsulagdo apos o armazenamento nos tempos 0 (inicial), 15, 30, 45 e 60 dias,
devido ao geraniol ser um composto muito volatil, para garantir a estabilidade das suspensdes,
as amostras foram armazenadas sob refrigeracao de 4 °C.

Para avaliar a eficiéncia de encapsulacédo utilizou-se 0 método descrito no item 4.4, ja para
determinar os valores de pH das suspensdes utilizou-se um pHmetro (Quimis, modelo
Q400AS). Estas analises foram realizadas no Laboratério de Quimica da UNOCHAPECO.

Os procedimentos para as analises de tamanho médio das particulas, indice de

polidisperséo e potencial zeta foram 0s mesmos descritos no item 4.5.1.
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4.5.8 Teste de liberagdo com temperatura

Com o objetivo de avaliar a capacidade de protegdo térmica das microcapsulas de PCL no
geraniol, foram realizados testes submetendo as microcapsulas de PCL contendo o composto
geraniol a diferentes condi¢des de temperatura em estufa (Quimis, modelo Q317M). Amostras
de 0,02 g foram acondicionadas em estufa com temperaturas de 30 °C, 60 °C, 90 °C e com
temperatura ambiente (sem tratamento), com tempos de 3, 6 e 24 h. Estas temperaturas foram
definidas a partir de analises previamente realizadas e adotando valores de temperatura
superiores a temperatura de volatilizacdo do geraniol.

Apo6s o tratamento térmico com diferentes temperaturas e tempos, as amostras foram
retiradas da estufa e diluidas em 5 mL de diclorometano. Desta solucéo foi retirada uma aliquota
de 100 pL e adicionados mais 3 mL de diclorometano, sendo estas diluicbes necessarias para
que a absorbancia fique entre 0 — 1. As amostras diluidas foram transferidas para as cubetas de
quartzo e determinadas as absorbancias em UV-Vis no comprimento de onda de 240 nm. A
partir dos valores de absorbancia e empregando a equacdo da curva de calibracdo foi
determinada a concentracdo de geraniol nas microcapsulas de PCL. A Figura 11 ilustra o

esquema do procedimento de liberagcdo com temperatura.

Figura 11 — Procedimento de teste de liberacdo com temperatura
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Fonte: A autora, 2018.
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4.5.9 Avaliacdo antibacteriana das microcapsulas

A atividade antibacteriana das microcapsulas de PCL-Geraniol foi realizada conforme
descrito no item 4.2.1.2, com a utilizacdo de 0,10 g das microcéapsulas nos orificios. Com o
intuito de verificar se o tratamento térmico altera a difusdo do 6leo, o teste de difusdo em meio
solido foi realizado para as microcapsulas de PCL-Geraniol sem tratamento térmico e para as

microcapsulas submetidas a temperatura de 60 °C (ponto de fusdo do PCL) por 3 h.

4.5.10 Avaliacao antifungica das microcépsulas

A atividade antifangica das microcapsulas de PCL-Geraniol foi realizada conforme
descrito no item 4.2.2, com a utilizagdo de 0,10 g das microcapsulas nos orificios. Visando
verificar se o tratamento térmico altera a difuséo do 0leo, a avaliagdo antifungica foi realizada
para as microcapsulas de PCL-Geraniol sem tratamento térmico e para as microcapsulas

submetidas a temperatura de 60 °C por 3 h.

4.6 TECNICAS DE ANALISE E INTERPRETACAO DOS DADOS

Os resultados foram analisados através da estatistica descritiva, submetendo-os ao teste de
Tukey e a analise de variancia com aplicacdo de regressdo linear, para comparagao entre as
médias, com confianca de 95% e ao nivel de significancia de 5% (p < 0,05). Para estas

comparacdes, utilizou-se o software Statistica® 12.0 (StatSoft®, USA).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERIZACAO DOS COMPOSTOS GERANIOL E PCL

5.1.1 Avaliagdo antibacteriana
5.1.1.1 Determinacdo da Concentragdo Inibitéria Minima do geraniol (CIM)

O teste de Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) foi realizado para quantificar a
concentragdo minima necessaria de geraniol para a inibicdo de Staphylococcus aureus e
Escherichia coli. A Figura 12 apresenta as imagens das microplacas resultantes dos ensaios de
CIM para o geraniol, utilizando o indculo com concentragdo de 108 UFC-mL™* de ambas

bactérias.

Figura 12 — Testes de CIM para geraniol com concentracdo de inéculo de 108 UFC-mL™:
(a) Staphylococcus aureus e (b) Escherichia coli

Fonte: A autora, 2017.

A coluna 7 (controle positivo) das microplacas é resultado dos testes com o0 meio contendo
100 pL de BHI e 5 pL de bactérias. E notéria a cor vermelho forte, o que indica o crescimento
das bactérias sem resisténcia ao meio. Na coluna 9 (controle negativo) sdo apresentados 0s
testes com os meios contendo 100 pL de BHI, 100 pL da solucdo de 10% de DMSO e 5 puL de
bactérias. Os resultados indicam que na concentragdo empregada o solvente DMSO ndo inibe
0 crescimento bacteriano, pois todos 0s pogos apresentam a coloracdo vermelha forte. Para o
branco, coluna 12, o meio contém apenas 100 uL meio de cultura e os testes mostram que a

placa e 0 meio utilizado, estdo estéreis, ndo apresentando coloracéo.
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Verifica-se que a concentragéo inibitoria minima ocorre entre a linha B e C nas colunas 1,
2 e 3 para ambas as bacterias, conforme apresentado na Figura 12. Na linha B a coloragdo nao
é vermelha para os testes com ambos os tipos de bactérias, o que representa, de acordo com o
padrdo, a presenca de células bacterianas vivas. Sendo assim, ambos os tipos de bactérias sao

inibidas pelo geraniol com a concentracdo inibitéria minima de 3,745 pL-mL™.

5.1.1.2 Ensaio de difusdo em meio sélido a partir de orificio

5.1.1.2.1 Geraniol

O teste de difusdo em meio solido a partir de orificio foi realizado para avaliar o potencial
antibacteriano do 6leo essencial geraniol. Na Figura 13 sdo apresentadas as placas de difuséo
em meio sélido obtidas nos testes com Staphylococcus aureus e Escherichia coli, estriadas com

a concentracdo de 108 UFC-mL. Nos orificios foi aplicado o 6leo essencial geraniol puro.

Figura 13 — Testes de difusdo em meio sélido a partir de orificio para o geraniol puro com
indculo 108 UFC-mL%: (a) Staphylococcus aureus e (b) Escherichia coli

S. aureus - Geraniol = E. coli - Geraniol

Fonte: A autora, 2017.

Os resultados microbiol6gicos mostram que houve a formacgdo de halo de inibicdo para
ambas as bactérias, sendo que com a bactéria Staphylococcus aureus (Figura 13a) o halo de
inibicdo tem diametro médio de 21,00 £ 0,29 mm e com a bactéria Escherichia coli
(Figura 13b) o diametro médio é de 12,00 + 0,51 mm.

Segundo Alves et al. (2000), o método de difusdo em agar estabelece que diametros dos

halos de inibicdo menores que 9 mm devem ser considerados microbiologicamente inativos, 0s
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didmetros entre 9 e 12 mm como parte microbiologicamente ativa, os diametros entre
13 e 18 mm como microbiologicamente ativo e os didmetros maiores que 18 mm
microbiologicamente muito ativo. A partir desta classificacdo, o geraniol puro ¢é
microbiologicamente muito ativo, com as bactérias Staphylococcus aureus e
microbiologicamente ativo com as bactérias Escherichia coli. Estes resultados corroboram com
os obtidos por Duarte et al. (2005), Jirovetz et al. (2007) e Chen e Viljoen (2010), que relataram
que o geraniol encontrado no 6leo de citronela e no 6leo de palmarosa é um composto de
elevada atividade antimicrobiana.

Os resultados com os testes de difusdo em meio solido obtidos com o 6leo essencial
geraniol sdo satisfatorios, pois constatam a atividade antibacteriana do composto e

potencializam a sua aplicagdo como um agente antimicrobiano natural.

5.1.1.2.2 Policaprolactona (PCL)

A Figura 14 mostra as placas de difusdio em meio solido contendo o polimero
policaprolactona puro (PCL) nos orificios e com as bactérias Staphylococcus aureus e

Escherichia coli. As placas foram estriadas com a concentragéo bacteriana de 102 UFC-mL™.

Figura 14 — Testes de difusdo em meio sélido a partir de orificio para o polimero PCL com
concentracédo de indculo de 108 UFC-mL: (a) Staphylococcus aureus e (b) Escherichia coli
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Fonte: A autora, 2017.

Os resultados ndo indicam a formacéo de halo de inibi¢do para as bactérias Staphylococcus

aureus (Figura 14a) e para as bactérias Escherichia coli (Figura 14b). A partir da classificagdo
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proposta por Alves et al. (2000) o polimero PCL deve ser considerado um composto

microbiologicamente inativo para ambos os tipos de bactérias.

5.1.2 Avaliacdo antifingica

5.1.2.1 Geraniol

O teste de difusdo em meio solido a partir de orificio foi realizado para avaliar a atividade
antifungica do geraniol puro. A Figura 15 mostra as placas de difusdo em meio solido para
Candida albicans e Aspergillus niger aplicados com a concentracdo de 10° esporosmL™, e o

6leo essencial de geraniol puro nos orificios.

Figura 15 — Testes de difusdo em meio sélido a partir de orificio com concentracdo de indculo
10° esporos-mL-1: (a) Candida albicans — Geraniol puro; (b) Aspergillus niger — Geraniol puro;
(c) Candida albicans — Padrao e (d) Aspergillus niger — Padrao

Aspergillus niger - Geraniol

Candida albicans - Padrao Aspergillus niger - Padrao

Fonte: A autora, 2018.
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Ambas as placas mostram que houve a inibicdo completa dos fungos Candida albicans e
Aspergillus niger e comprovam que o geraniol possui excelente atividade antifungica para as
cepas de fungos testadas.

Pereira e Lima (2017), nos seus estudos para o tratamento de candidiase avaliaram a
atividade antifungica do geraniol frente as cepas de C. albicans, C. glabrata e C. krusei e
concluiram que o Oleo essencial de geraniol apresenta excelente atividade antifingica.
Yokomizo e Nakaoka-sakita (2014) avaliaram a atividade do citral (45,9% de geraniol) e
concluiram que este composto possui elevada atividade antifangica frente as cepas A. niger e
P. verrucosum. Estes dados condizem com os obtidos por Martins e Souza (2015), os quais
avaliaram a acdo antifungica do geraniol frente a Cryptococcus neoformans (C. neoformans e
C. gattii) para tratar a criptococose, a qual é uma infeccdo flngica causada por espécies do
complexo com alta incidéncia em individuos com a sindrome da imunodeficiéncia adquirida
(aids).

5.1.2.2 Policaprolactona (PCL)

A Figura 16 mostra as placas de difusdo em meio solido contendo o polimero PCL nos

orificios para Candida albicans e Aspergillus niger com concentragéo de 10° esporos-mL1.

Figura 16 — Testes de difusdo em meio sélido a partir de orificio para o polimero PCL com
concentracéo de indculo 10° esporos'mL-%: (a) Candida albicans e (b) Aspergillus niger

Fonte: A autora, 2017.
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Os resultados indicam que houve o crescimento dos fungos ao longo de toda a superficie
das placas, ndo sendo possivel observar a formacdo de halo de inibi¢do caracteristico para 0s
fungos Candida albicans e Aspergillus niger. Logo, o polimero PCL nado deve ser considerado

um composto antifungico.

5.1.3 Espectrofotometria de ultravioleta visivel (UV-Vis)

A técnica de espectrofotometria do ultravioleta e do visivel (UV-Vis) foi empregada para
a identificagdo dos compostos de geraniol e PCL. Para a sua aplicagdo foram obtidas curvas de
calibragdo relacionando a intensidade de absorbancia em um comprimento de onda

caracteristico de cada composto com a concentracdo em solugéo.

5.1.3.1 Geraniol

Na Figura 17 sdo apresentados espectros caracteristicos de UV-Vis para 0 composto

geraniol solubilizado com diferentes concentracdes em diclorometano.

Figura 17 — Espectros caracteristicos de UV-Vis do geraniol puro solubilizado com diferentes
concentragdes (1,000 uL-mL* até 0,150 pL-mL"t) em diclorometano
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Fonte: A autora, 2017.
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Os espectros apresentam picos caracteristicos para o geraniol no comprimento de onda de
240 nm e com magnitude dependente da concentragdo. Estes picos sdo importantes para a
identificacdo do composto e a relagdo da sua magnitude com a concentracéo para a construgao
da respectiva curva de calibracéo.

Estes resultados corroboram com os obtidos por Yue e colaboradores (2017), onde
identificaram duas bandas de absorcdo caracteristicas para o geraniol, sendo elas em
217 e 239 nm, que provavelmente foram causadas pela ligacdo dupla C=C e grupo —OH.

A partir dos espectros de UV-Vis a curva de calibracdo da concentracdo do composto
geraniol foi obtida, Figura 18, bem como a equacdo que permite a correlagdo entre a magnitude

dos picos de absorbancia com a concentracdo do geraniol em solucéo.

Figura 18 — Curva de calibracdo da concentracdo do composto geraniol com a magnitude do
pico caracteristico do geraniol puro em 240 nm no espectro de UV-Vis
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Fonte: A autora, 2017.

No intervalo de concentracdes de geraniol empregadas nos estudos de espectroscopia
UV-Vis a correlacdo entre a magnitude da absorbancia e a concentracdo de geraniol puro é
linear, com um coeficiente de correlacdo de 0,99, considerado satisfatério. A partir da lei de
Beer Lambert a correlagdo linear indica que a magnitude da absorbancia pode ser relacionada
diretamente a concentracdo do geraniol na solucéo e a equacao obtida pode ser empregada para

o calculo da concentracdo de geraniol na solucdo (SKOOG et al., 2006).
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A partir da andlise da curva de calibragdo foi possivel estabelecer a relacdo linear

apresentada na Equacédo 3, correlacionando a concentracdo de geraniol com a magnitude da

banda de absorcdo em 240 nm.

I,s = 0,8688.C, +0,0611 (Equaciio 3)

onde, laps € a absorbancia em 240 nm e Ce é a concentracdo de geraniol (ug-mL™) na solugdo.

5.1.3.2 Policaprolactona (PCL)

Na Figura 19 sdo mostrados espectros caracteristicos de UV-Vis obtidos para o polimero

PCL solubilizado em diclorometano.

Figura 19 — Espectros de UV-Vis obtidos para o polimero PCL diluido com diferentes
concentracdes (3,4738 mg-mL™ até 0,3970 mg-mL"1) em diclorometano
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Fonte: A autora, 2017.

Os picos caracteristicos do polimero PCL ocorreram em um comprimento de onda de

228 nm nos espectros de UV-Vis, utilizados para a identificacdo do polimero e para a

construgdo da respectiva curva de calibracdo, Figura 20.
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Figura 20 — Curva de calibracdo da concentracdo de polimero PCL com a magnitude do pico
caracteristico do PCL puro em 228 nm no espectro de UV-Vis
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A correlacgdo entre a magnitude da absorbancia e a concentracdo de policaprolactona pura
é linear, com um coeficiente de correlagdo de 0,99 no intervalo de concentracdes estudadas. A
magnitude da absorbancia pode ser relacionada diretamente com a concentracdo do polimero

PCL na solucdo e ser empregada para o calculo da sua concentracdo em diclorometano.

5.2 EFICIENCIA DE ENCAPSULACAO DO GERANIOL EM PCL

A eficiéncia de encapsulacdo (EE%) do geraniol em PCL foi determinada utilizando
ensaios de UV-Vis e empregando a Equacgdo 2. Foram avaliadas trés diferentes formulacoes,
variando o valor percentual de éleo essencial geraniol em relagdo ao polimero encapsulante

PCL. A Tabela 4 mostra os valores determinados para a EE% para as formulacGes estudadas.

Tabela 4 — Eficiéncia de encapsulacdo (EE%), para diferentes relacdes massicas de PCL e
geraniol

Formulacéo PCL:Geraniol EE % = D.P.
1 1:1,00 89,23+0,9
2 1:0,33 95,44 +0,6
3 1:0,10 97,42 +1,2

*D.P. = Desvio Padréo
Fonte: A autora, 2017.
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A eficiéncia de encapsulacdo do geraniol pelo polimero PCL aumenta com a reducéo da
concentracao de geraniol na solucdo, provavelmente devido a saturagao do 0leo na fase organica
em concentragdes elevadas. O processo com maior eficiéncia EE% (97,42%) foi realizado com
1,410 pL-mL* de geraniol na fase organica. Porém, esta concentracdo de geraniol ndo é
suficiente para inibir o crescimento de bacteérias, devido a concentragdo inibitoria minima ser
de 3,745 pL-mL?, conforme determinado com as analises de CIM para o composto geraniol.
Sendo assim, a concentracdo mais adequada para o processo de encapsulacéo e suficiente para
inibir o crescimento de bactérias é de 4,687 uL-mL™ de geraniol, correspondente a formulacdo
2, cujo o percentual de geraniol é de 33% em relagdo a massa de PCL, com uma boa eficiéncia
para o processo, pois EE% foi igual a 95,44%.

Resultados similares de eficiéncia de encapsulacdo utilizando o polimero PCL sdo
encontrados na literatura cientifica. Mirante e Paula (2015) obtiveram um percentual de
encapsulacdo de 99,86% de 6leo essencial de Melaleuca Alternifolia Cheel (Myrtaceae) em
nanocapsulas de PCL. Ja, Terao, Gongalves e Leimann (2015), avaliaram o processo de
microencapsulacdo de Curcumina em PCL a partir da técnica de emulsificacdo/evaporagao de
solvente, atingindo eficiéncia de encapsulagdo de 80%, sendo esta inferior a obtida nesta

pesquisa.

5.3 CARACTERIZACAO DAS MICROCAPSULAS DE PCL-GERANIOL

5.3.1 Tamanho médio de particulas (Dp) e indice de polidisperséo (Pdl)

A distribuicdo de tamanho médio de particulas (Dp), para as capsulas de PCL sem geraniol
e para as capsulas de PCL-Geraniol sdo apresentadas na Figura 21. As capsulas de PCL
sintetizadas sem geraniol apresentam um tamanho médio de 95,02 nm e indice de polidispersao
de 0,152 (Figura 21a). J4, as capsulas de PCL, sintetizadas com geraniol tém tamanho médio
de 148,4 nm (0,1484 um) e indice de polidispersao de 0,122 (Figura 21b). As capsulas obtidas
de PCL em formulagbes contendo ou ndo geraniol podem ser consideradas como

microcépsulas, sendo que os seus tamanhos médios sdo da ordem de micrdmetros.
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Figura 21 — Distribuicdo de tamanho médio de particula (Dp) e valor indice de polidispersio
(PdI) para microcéapsulas de (a) PCL sem geraniol e (b) PCL com geraniol
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Fonte: A autora, 2017.

Observa-se que ambos os valores de Pdl sdo menores que 0,200. Segundo Cho e
colaboradores (2013), valores de Pdl entre 0,1 e 0,25 indicam uma distribuicdo de tamanho
reduzido na solucdo, e um valor de Pdl superior a 0,5 indica uma grande distribuicdo de
tamanho. Nestas condicdes, os valores de Pdl inferiores a 0,25 indicam um boa uniformidade

no tamanho médio das microcapsulas.
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5.3.2 Microscopia Eletronica de Transmissdo (MET)

As amostras de capsulas de PCL-Geraniol foram submetidas a analises por MET. As
imagens obtidas por microscopia de transmissdo apresentadas na Figura 22 comprovam a
formacdo de capsulas esféricas e com uma polidispersdo nos seus tamanhos.

Figura 22 — Imagens de MET obtidas para microcapsulas de PCL-Geraniol, com ampliagdo de
15000 vezes

Fonte: A autora, 2018.

A Figura 23(a) mostra imagens de MET com ampliacéo de 31000 vezes, que confirmam a
formacdo de capsulas esféricas de PCL revestindo o geraniol. Além disso, pode-se confirmar
também a formacéo de revestimentos com espessuras nanométricas de PCL (regido clara) e um
nacleo de geraniol (regido escura). Através das imagens apresentadas na Figura 23(b), com
ampliacdo de 53000 vezes, € possivel identificar a formagao de capsulas com dimensdes entre
60 nm e 380 nm, corroborando com os resultados de tamanho médio de particulas descritos no
item 5.3.1, onde o tamanho das particulas variou de 50-400 nm.
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Figura 23 — Imagens de MET obtidas para microcapsulas de PCL-Geraniol: (a) ampliagdo de
31000 vezes e (b) ampliacdo de 53000 vezes
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Fonte: A autora, 2018.

Portanto, a partir das analises de MET constata-se a formagdo de microcapsulas de
PCL-Geraniol, sendo que microcdpsulas de PCL contém uma fragdo significativa de oleo
essencial geraniol. Além disso, é possivel constatar a existéncia de uma parede da microcapsula
cuja espessura pode ser estimada entre 10 nm e 30 nm, dependendo do tamanho da
microcapsula. Estes resultados corroboram com o descrito por autores como, Bae, Lee e Park
(2007) nas nanocapsulas de poli(6xido de etileno) - poli(6xido de propileno) - poli(dxido de
etileno) (PEO-PPO-PEO) encapsulando uma fase oleosa de Lipiodol em sua estrutura de
nanoreservatorio, e por Lertsutthiwong, Rojsitthisak e Nimmannit (2009) nas andlises de

nanocapsulas de alginato de quitosana contendo 6leo de curcuma.
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5.3.3 Microscopia eletrénica de varredura (MEV-FEG)

As imagens de MEV-FEG das microcapsulas sdo apresentadas na Figura 24. As
microcapsulas liofilizadas formam aglomerados foliares e porosos, constituidos por

aglomerados menores.

Figura 24 — Imagem de MEV-FEG obtidas para as microcapsulas de PCL sintetizadas em meio
contendo geraniol, com ampliacdo de 2000 vezes
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Fonte: A autora, 2018.

A Figura 25(a) apresenta detalhes das imagens de MEV-FEG obtidas das estruturas
foliares, Regido 1. A Regido 2 mostrada na Figura 25(b) revela que os aglomerados sdo

constituidos por pequenos aglomerados com dimensdes entre 1 um e 2 um, que em algumas
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situacOes coalescem e constituem aglomerados maiores, porém com dimensdes da ordem de

unidades de micrometros.

Figura 25 — Imagens de MEV-FEG obtidas para as microcapsulas de PCL sintetizadas em meio
contendo geraniol: (a) ampliacao de 10000 vezes e (b) 20000 vezes
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Fonte: A autora, 2018.

Os pequenos aglomerados sdo constituidos por dezenas de microcapsulas de
PCL-Geraniol, que interagem entre si por interacdes fisicas de pequeno alcance estabelecidas
entre as superficies do revestimento de PCL. A policaprolactona é um polimero apolar e ao
revestir o geraniol forma microcapsulas com superficie apolar (CIPITRIA et al., 2011). Devido
a isto, apresenta um curto alcance de interacdo fisica entre as microcapsulas de

PCL-Geraniol causando a formacéao de pequenos aglomerados.

5.3.4 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

A tecnica de FTIR foi utilizada para avaliar a presenca dos grupos funcionais
caracteristicos do geraniol puro e do polimero puro (PCL), bem como as possiveis modificacfes
nos grupos quimicos funcionais das microcapsulas de PCL-Geraniol. Os espectros de FTIR sdo

mostrados na Figura 26.
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Figura 26 — Espectro na regido do infravermelho, FTIR obtidos para o PCL, geraniol e
microcapsulas de PCL-Geraniol
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Fonte: A autora, 2018.

Os espectros de FTIR dos compostos PCL, geraniol e das microcapsulas de
PCL-Geraniol apresentam bandas em nlimero de ondas que variam de 4000 a 500 cm™. Para a
melhor analise, os resultados de FTIR sdo apresentados em diferentes intervalos de nimero de
onda entre 3800 a 2400 cm™, Figura 27, e entre 1900 a 500 cm™, Figura 28.

O espectro mostrado na Figura 27 para o polimero PCL esta de acordo com os resultados
relatados por Hoidy, Al-mulla e Al-janabi (2010), sendo as bandas de transmitancia em
2943 e 2866 cm relativas aos modos vibracionais de alongamento das ligacdes C—H. Para o
geraniol, as bandas de transmitancia em 3322,5 cm! referentes aos alongamentos das ligagdes
—OH e em 2967,2 cm, 2915,3 cm™, e 2856,7 cm™ relativas ao alongamento das ligacGes
C-H. Wany et al. (2013) encontraram resultados semelhantes em seus estudos e identificaram
bandas em 2935-2915 c¢cm™ referentes ao estiramento assimétrico de ligagbes C-H e em
2800-2700 cm™ referentes ao alongamento aldeidico terminal do C—H. Estudos realizados por
Aytac et al. (2016) identificaram bandas em 3326 cm™ para as ligagdes —-OH e bandas em

2978 cm™ e 2933 cm? para as ligagdes CHo.
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Figura 27 — Espectro na regido do infravermelho (FTIR) obtido para o PCL, geraniol e para as
microcapsulas de PCL-Geraniol. Intervalo de 3800 a 2400 cm™
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Fonte: A autora, 2018.

Os espectros de FTIR obtidos neste intervalo de nimero de onda para as microcapsulas de
PCL-Geraniol ndo mostraram evidéncias de deslocamento significativo das bandas de
transmitancia quando comparados com o0s espectros das substancias isoladas, o que indica que
ndo ocorreram reacdes quimicas significativas no processo de encapsulacdo do PCL e do
geraniol.

Na Figura 28, os espectros mostram para o PCL uma banda de transmitancia em
1721,0 cm, referente aos modos vibracionais da ligacdo C=0, e outraem 1162,9 cm™! referente
as ligacdo C-O. Hoidy, Al-mulla e Al-janabi (2010) identificaram bandas relativas a ligacao
C=0em 1724 cm™ e as ligagcdes C-O em 1167 cm™L.

Nos espectros de geraniol a banda em 1668,2 cm™ refere-se ao estiramento C=C, enquanto
que aquelas em 1441,0 cm?® e em 13775 cm™ sdo referentes ao alongamento do
C-H. Além disso, em 997,1 cm™* ha uma banda referente a ligacdo C=C. Resultados similares
foram encontrados por Aytac et al. (2016), que identificaram bandas em 1416 cm™* (OH),
1371 cm? (CH) e em 1650 cm?, 1022 cm, 946 cm?, 863 cm™ (C=C). Wany e colaboradores
(2013), identificaram bandas em 1670 cm (C=C), 1380 cm™ (C-H) e 1350 cm™* (C-C).
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Figura 28 — Espectro na regido do infravermelho (FTIR) obtido para o PCL, geraniol e para as
microcapsulas de PCL-Geraniol. Intervalo de 1900 a 500 cm™?
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Fonte: A autora, 2018.

As bandas caracteristicas do espectro de FTIR obtidas com as microcapsulas de
PCL-Geraniol possuem intensidades semelhantes quando comparadas aos compostos puros e
ndo apresentam deslocamentos signicativos, confirmando assim, a presen¢a do geraniol na

matriz polimérica das microcapsulas e apenas interagcdes fisicas entre o polimero e o 6leo
essencial.

5.3.5 Termogravimetria (TGA) dos compostos puros geraniol e PCL
Os compostos geraniol e PCL puro foram analisados com TGA, a fim de identificar

possiveis alteragcdes que um aquecimento poderia proporcionar na massa destes compostos. O

termograma obtido para o geraniol esta apresentado na Figura 29.
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Figura 29 — Termograma de TGA e a diferencial do termograma de TGA para o geraniol puro
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Fonte: A autora, 2018.

O termograma indica que 0 composto geraniol tem estabilidade térmica até
aproximadamente 35 °C. A partir desta temperatura, a maioria das moléculas do composto
volatiliza e é liberada durante o aquecimento. Em temperaturas préximas a 175 °C a derivada
da TGA mostra o ponto de maxima de perda de massa, correspondendo a condicdo de
temperatura de maxima taxa de degradacdo térmica do composto. Giongo et al. (2016)
encontraram resultados semelhantes para o geraniol, com ponto de volatizacdo em torno de
33 °C e com a degradacéo total em torno de 180 °C.

A Figura 30 mostra o termograma obtido para o polimero PCL puro.
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Figura 30 — Termograma de TGA e a diferencial do termograma de TGA para o PCL puro
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Fonte: A autora, 2018.

A partir do termograma de TGA obtido para o PLC puro (Figura 30), verifica-se uma
reducdo significativa na massa do polimero a partir de aproximadamente 300 °C, estendendo-
se até aproximadamente 425 °C. Neste intervalo de temperatura ocorre a maxima perda de
massa por degradacdo térmica do material. Unger, VVogel e Siesler (2010) obtiveram resultados
semelhantes aos do presente estudo, para o PCL, onde a degradacdo/decomposicdo iniciou em
310 °C e terminou em 410 °C. Os resultados indicam que o polimero PCL é termicamente

estavel até temperaturas proximas de 300 °C.

5.3.6 Calorimetria diferencial de varredura (DSC) dos compostos puros geraniol e PCL

A curva de calorimetria diferencial de varredura (DSC) obtida para o polimero PCL é
apresentada na Figura 31.

Na andlise da curva de calorimetria diferencial de varredura foi considerada apenas o
segundo aquecimento, de modo a garantir que o historico térmico oriundo do processamento de
sintese seja eliminado da analise. Os dois picos apresentados na curva de DSC no segundo
aquecimento estdo associados a fusdo do PCL puro e mostram que o polimero tem duas fases

cristalinas.
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Figura 31 — Curva de DSC obtida para o PCL puro com as curvas de aquecimento e de
resfriamento
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Fonte: A autora, 2018.

O primeiro pico endotérmico € atribuido a fusdo da fase o, tendo como temperatura de
fusdo aproximadamente 41 °C. O segundo pico endotérmico é atribuido a fusdo da fase g, com
temperatura de fusdo aproximadamente 48 °C. Resultados semelhantes foram obtidos por
Matsui, Munaro e Akcelrud (2005) em estudos térmicos com o PCL, encontrando para o
primeiro pico a temperatura de fusdo de 45,1 °C e para 0 segundo pico a temperatura de
51,4 °C. Os resultados de DSC indicam a presenca de duas fases cristalinas quando o polimero

PCL esta no estado solido e que a partir de temperaturas acima de 60 °C ambas as fases podem
ser fundidas.

5.3.7 Termogravimetria (TGA) das microcapsulas

O termograma TGA apresentado na Figura 32 foi obtido para as microcapsulas de
PCL-Geraniol.
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Figura 32 — Termograma de TGA e a diferencial do termograma de TGA para as microcapsulas
de PCL-Geraniol
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Fonte: A autora, 2018.

A partir do termograma de TGA obtido para as microcapsulas de PCL-Geraniol é possivel
observar que na temperatura de aproximadamente 35 °C inicia-se a volatilizacdo do Gleo
essencial geraniol, a qual identificou-se no termograma do geraniol puro, apresentado na
Figura 29. Acima de 60 °C até aproximadamente 100 °C, observa-se a perda por volatilizacdo
da agua e do geraniol que estd impregnado a superficie das microcapsulas. A partir de
aproximadamente 250 °C, inicia-se 0 processo de degradacdo da capsula, temperatura
caracteristica do PCL puro (Figura 30). Observa-se ainda, que o 6leo impregnado nas
microcapsulas de PCL tem sua degradacdo completa na temperatura de aproximadamente
275 °C, que ao comparar ao termograma do geraniol puro (Figura 29), apresenta um
deslocamento de 100 °C no pico de degradacdo, sendo que este resultado demonstra protecao
do o6leo pelo agente encapsulante. A partir de 310 °C acontece a degradacdo da PCL, que se
completa em aproximadamente 400 °C, comportamento este também observado no termograma
do PCL puro.

Com base no termograma obtido, pode-se dizer que uma fracdo do geraniol ndo estava
adsorvido na microcapsula, devido a volatilizacdo na mesma temperatura do 6leo puro, ja a
fracdo do geraniol contido nas microcapsulas de PCL permaneceu na matriz do polimero até o

momento em que este comegou a se fundir e depois se decompor.
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5.3.8 Calorimetria diferencial de varredura (DSC) das microcapsulas PCL-Geraniol

A Figura 33(a) mostra a curva de calorimetria diferencial de varredura (DSC) obtida para
as microcapsulas de PCL-Geraniol, e a Figura 33(b) apresenta a comparacao dos termogramas

de DSC para o segundo aquecimento das microcapsulas de PCL-Geraniol e PCL puro.

Figura 33 — (a) Termograma de DSC obtido para as microcapsulas de PCL-Geraniol com as
curvas de aquecimento e de resfriamento e (b) comparacdo dos termogramas de DSC para o
segundo aquecimento das microcapsulas de PCL-Geraniol e PCL puro
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Os resultados mostram termogramas semelhantes aos termogramas de DSC obtidos para o
polimero PCL. E possivel verificar que o primeiro pico endotérmico (fase o)) ocorre em uma
temperatura de fusdo de aproximadamente 43 °C e o segundo pico endotérmico (fase ) com
temperatura de fusdo de aproximadamente 49 °C. N&do sdo observados picos endotérmicos
referentes a uma possivel volatilizacdo do composto geraniol. Considerando os resultados de
TGA com o aquecimento do composto até 40 °C todo geraniol deveria ser volatilizado e picos
nos termogramas de DSC deveriam ser identificados. A auséncia destes picos corrobora com a
possibilidade de que o composto de geraniol esteja encapsulado por revestimentos do polimero
PCL.

Os resultados também mostram que as microcapsulas de PCL-Geraniol tém as mesmas
fases a e B que o PCL puro, porém com um pequeno aumento do valor das temperaturas de
fusdo, ou seja, mudancas no grau de cristalinidade, Figura 33(b). A presenca do geraniol
proporciona a reducdo de 26,5% no grau de cristalinidade total das microcdpsulas de
PCL-Geraniol, um forte indicativo de que ocorrem intera¢des fisicas entre o composto geraniol

e a matriz polimérica de PCL que desfavorecem a cristalizagdo do polimero.

5.3.9 Estabilidade das microcapsulas de PCL-Geraniol em suspenséo

A estabilidade das microcapsulas de PCL-Geraniol foi avaliada em suspensdo a
temperatura de 4 °C por um periodo de 60 dias. Durante os testes de estabilidade nenhuma
modificagdo significativa visual foi observada nas suspensfes, como mudanca de cor, presenca
de precipitados e separacdo de fases. Portanto, todas as suspensdes estudadas, com diferentes
tempos, foram classificadas como emulsdes macroscopicamente normais, o que representa boa
estabilidade do sistema. A aparente estabilidade das suspensdes ao longo do periodo de 60 dias
pode ser considerada um importante indicador macroscépico da estabilidade das microcapsulas
de PCL-Geraniol.

Na Figura 34 sdo mostrados os valores de didmetro médio obtidos para as microcapsulas
de PCL-Geraniol nas suspensdes testadas durante o periodo de 60 dias. A partir da analise de
significancia estatistica com o teste de Tukey (p < 0,05) constata-se que o valor médio é de

164,58 £ 0,27 nm para todas as suspensodes, independentemente do tempo de teste.
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Figura 34 — Valores médios de tamanho médio de particula para as microcdpsulas de
PCL-Geraniol em suspensdo ao longo do tempo
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Fonte: A autora, 2018.

A Figura 35 mostra os valores do indice de polidispersdo determinados para as suspensoes
contendo as microcdpsulas de PCL-Geraniol ao longo do periodo de testes de
60 dias. E possivel constatar que ndo ha diferencas para os valores de indices de polidispersio
das microcapsulas durante todo o tempo de armazenamento. Os valores dos indices de
polidispersdo variam entre 0,1 e 0,2, que segundo a literatura cientifica indicam pequena
variacdo no tamanho das microcapsulas, ou seja, uma boa homogeneidade no tamanho das

microcapsulas de PCL-Geraniol quando em solu¢do (CHO et al., 2013).

Figura 35 — Valores do indice de polidispersdo determinados para as suspensfes contendo as
microcapsulas de PCL-Geraniol ao longo do periodo de testes de 60 dias
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Fonte: A autora, 2018.
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A andlise da estabilidade das microcapsulas a partir dos valores de potencial zeta ({)
revelou que as microcapsulas de PCL-Geraniol apresentaram baixos valores para (, entre
-42 e - 44 mV, conforme apresentado na Figura 36.

Constatou-se que ndo ha diferencas significativas para os valores do potencial zeta
determinados para as suspensdes testadas durante o periodo de 60 dias. Os valores do potencial
zeta determinados indicam boa estabilidade da suspensdo, uma vez que valores superiores a
+30 mV ou inferiores a -30 mV sdo considerados potenciais zeta associados a solucGes estaveis
e que correspondem a condicbes de impedimento da aglomeracado de particulas nas suspensées
(CAI; ODE; MURAKAMI, 2006).

Figura 36 — Valores de potencial zeta ({) determinados para suspensfes de microcapsulas de
PCL-Geraniol testadas por diferentes tempos durante o periodo de 60 dias

Tempo (dias)

1 15 30 45 60
_30 1 1 1 1 1
35
o o0
- ==
g =: 22 £ 42,3 AW
e 45 43,9a -13,4a -43,7a ; 4

-50

-55

-60
* Letras iguais indicam que ndo ha diferenca significativa (p < 0,05) entre os valores, pelo teste de Tukey.

Fonte: A autora, 2018.

Para avaliar a estabilidade quimica das microcapsulas de PCL-Geraniol os valores de pH
das suspensdes foram monitoradas pelo periodo de 60 dias, conforme pode ser visualizado na
Figura 37. Os testes consideram que uma variagdo no valor do pH das solucGes indica uma
possivel degradacgdo ou interacdo quimica entre o polimero PCL e 0 meio aquoso (GUTERRES
et al., 1995). Os valores médios de pH foram préximos a 3,8 e ndo apresentaram variagdes

significativas de acordo com o teste de significancia de Tukey (p < 0,05).
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Figura 37 - Valores de pH para as suspensdes de microcapsulas de PCL-Geraniol submetidas
aos testes de estabilidade quimica pelo periodo de 60 dias
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Fonte: A autora, 2018.

A capacidade de retencdo do geraniol pelos revestimentos de PCL nas microcapsulas de
PCL-Geraniol, quando em suspensao, foi analisada durante o periodo de 60 dias. A capacidade
de retencdo foi avaliada determinando o percentual de geraniol presente nas microcapsulas em
relacdo ao percentual de encapsulado. Ressalta-se que € muito importante que as microcapsulas
de PCL-Geraniol sejam capazes de reter o composto ativo encapsulado na matriz polimérica

por um periodo de tempo consideravel. A Figura 38 mostra os resultados obtidos nesta etapa.

Figura 38 — Valores de percentual de geraniol encapsulado nas microcapsulas de
PCL-Geraniol ao longo do periodo de 60 dias em suspensao
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Fonte: A autora, 2018.
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A partir da analise estatistica com o teste de significancia de Tukey (p < 0,05) constata-se
que o valor médio do percentual de geraniol encapsulado ndo tem diferenca significativa com
0 tempo de testes em suspensao, valor médio de 93,79% + 1,04. Os resultados indicam que as
microcapsulas de PCL-Geraniol tem a capacidade de reter o composto ativo em suspensao

durante 60 dias.

5.3.10 Teste de liberacdo com temperatura

O teste de liberagdo por efeito de temperatura foi conduzido com experimentos de
exposicdo das microcapsulas de PCL-Geraniol com temperaturas ambiente e 30 °C, 60 °C e
90 °C com tempos de exposicao de 3, 6 e 24 h. A Figura 39 apresenta a concentracdo de geraniol

remanescente nas microcapsulas de PCL-Geraniol apés tratamento térmico.

Figura 39 — Concentracdo de geraniol liberada com a exposicdo das microcapsulas de
PCL-Geraniol a diferentes temperaturas e periodos de tempo
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Fonte: A autora, 2018.

Os resultados indicam que ha diferenca estatistica significativa entre as concentragfes
médias de geraniol remanescente nas microcapsulas de PCL-Geraniol apds terem sido

submetidas a diferentes temperaturas e diferentes tempos. E possivel observar que apenas para
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as amostras sem tratamento (temperatura ambiente) ndo houve diferenca estatistica
significativa. A quantidade remanescente de geraniol pelas microcapsulas é menor quando estas
sdo submetidas ao tratamento térmico com temperaturas maiores, para qualquer tempo de
exposicdao. Com o aumento do tempo de exposicdo, para condi¢do de temperatura acima de
30 °C, a quantidade remanescente de geraniol é menor.

A partir das analises térmicas realizadas por DSC com as microcapsulas de
PCL-Geraniol nota-se que com temperaturas acima de 40 °C o processo de fusdo do PCL é
iniciado, porém apenas a fase o ¢ fundida, liberando apenas uma fragdo encapsulada de
moléculas de geraniol. Porém, com 60 °C tanto a fase o quanto a fase  sao fundidas, liberando
grande parte das moléculas de geraniol encapsuladas pelas estruturas cristalinas do PCL. Com
temperaturas maiores, 90 °C, é possivel que o geraniol remanescente na estrutura fundida do
polimero continue sendo liberado, bem como as moléculas de geraniol que possam estar
encapsuladas em microcapsulas menores, pelo seu rompimento.

Diante dos resultados é possivel afirmar que a temperatura é um fator importante para
definir o inicio e a taxa de liberacdo do geraniol encapsulado nas microcapsulas de

PCL-Geraniol, podendo ser definido com um fator gatilho para a liberacéo.

5.3.11 Propriedade antibacteriana das microcapsulas de PCL-Geraniol

5.3.11.1 Sem tratamento térmico

A Figura 40 mostra resultados dos testes de difusdo em meio solido para microcapsulas de
PCL-Geraniol, sem tratamento térmico, para bactérias Staphylococcus aureus e Escherichia
coli, estriadas com uma concentragéo de 108 UFC-mL™.

Os resultados indicam a presenga de um pequeno halo de inibicdo para Staphylococcus
aureus, Figura 40(a), com diametro préoximo a 2,00 £ 0,29 mm. Com Escherichia coli (b) ndo
houve a formacdo de um halo de inibicdo. Esta caracteristica mostra que o geraniol esta
encapsulado pelo PCL e mesmo ocorrendo a sua difusao para o0 meio externo as microcapsulas,
isto ocorre com pequena taxa de difuséo, ndo sendo suficiente para agregar a capacidade

antibacteriana as microcapsulas.
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Figura 40 — Resultados dos testes de difusdo em meio sélido a partir de orificio para

microcapsulas de PCL-Geraniol, sem tratamento térmico, com inéculo 108 UFC-mL™:
(a) Staphylococcus aureus e (b) Escherichia coli
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Fonte: A autora, 2018.

Ressalta-se ainda que nos testes com as microcapsulas em meio estriados com
Staphylococcus aureus o pequeno halo de inibicdo formado pode ser decorrente do 6leo
essencial impregnado na superficie das microcapsulas. Como Staphylococcus aureus é uma
bactéria Gram-positiva, sdo mais sensiveis aos agentes antibacterianos
Gram-negativas, como as Escherichia coli (MANN; COX; MARKHAM, 2000).

que as

5.3.11.2 Com tratamento térmico

Considerando que o tratamento térmico a 60 °C ¢ suficiente para a fusdo das fases o e e
a liberacdo de uma quantidade significativa de geraniol das microcapsulas de PCL-Geraniol as
microcdpsulas com tratamento de 60 °C a 3 h foram submetidas a testes microbioldgicos de
difusdo em meio solido.

A Figura 41 apresenta resultados dos testes de difusdo em meio sélido para as
microcapsulas de PCL sem o 6leo essencial geraniol e tratadas a 60 °C por 3 h. Nas placas

foram estriadas as bactérias Staphylococcus aureus e Escherichia coli, a uma concentragao de
108 UFC-mL™1.
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Figura 41 — Resultados dos testes de difusdo em meio sélido a partir de orificio para
microcapsulas de PCL sem geraniol com tratamento térmico em 60 °C a 3 h, com indculo
108 UFC-mL"*: (a) Staphylococcus aureus e (b) Escherichia coli
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Fonte: A autora, 2018.

Os resultados comprovam que o tratamento térmico ndo proporciona modificacdes
quimicas no polimero PCL, a ponto de manifestar a propriedade antibacteriana. Com ambos os
tipos de bactérias ndo ha a formacdo de halos de inibicdo indicando que as microcapsulas de
PCL sem o geraniol devem ser consideradas como compostos microbiologicamente inativos.
Este resultado era esperado visto que o agente antibacteriano € o éleo essencial geraniol, o qual
ndo estd presente nestas microcapsulas.

A Figura 42 mostra os resultados dos testes de difusdo em meio solido para as
microcapsulas de PCL-Geraniol apds o tratamento térmico a 60 °C por 3 h para Staphylococcus

aureus e Escherichia coli.
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Figura 42 — Resultados dos testes de difusdo em meio solido a partir de orificio para as
microcapsulas de PCL-Geraniol ap6s o tratamento térmico com 60 °C a 3 h com indculo
108 UFC-mL: (a) Staphylococcus aureus e (b) Escherichia coli

Fonte: A autora, 2018.

A partir dos resultados € possivel constatar que hd a formacdo de um halo de inibicao
significativo para Staphylococcus aureus, com valor de diametro médio de
4,33 £ 0,62 mm, Figura 42(a). Com as bactérias Escherichia coli (b) ndo ha a formacédo de um
halo de inibic&o significativo, porem e possivel constatar indicativos de inicio de formagéo de
halo e que as microcapsulas de PCL ndo liberaram a quantidade de geraniol equivalente a
concentracao inibitéria minima (CIM) para esta bactéria.

E possivel constatar que o tratamento térmico das microcapsulas de PCL-Geraniol
proporciona 0 aumento do halo de inibicdo do S. aureus, de 2,00 + 0,29 mm para
4,33+ 0,62 mm, e comprova que a temperatura € um fator que pode ser considerado um gatilho

de liberacéo do geraniol das microcapsulas de PCL-Geraniol.

5.3.12 Propriedade antifungica das microcépsulas de PCL-Geraniol

5.3.12.1 Sem tratamento térmico

A Figura 43 mostra os resultados dos testes de difusdo em meio solido a partir de orificio
para microcapsulas de PCL-Geraniol sem o tratamento térmico, para Candida albicans e

Aspergillus niger.
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Figura 43 — Resultados dos testes de difusio em meio sélido a partir de orificio para
microcapsulas de PCL-Geraniol sem o tratamento térmico com concentracdo de indculo
10° esporos'mL: (a) Candida albicans e (b) Aspergillus niger

. albicans - Microcapsulas PCL-Geraniol A. niger - Microcapsulas PCL-Geraniol

Fonte: A autora, 2018.

Os resultados ndo indicam a formacgdo de halos de inibicdo para ambos os fungos. Esta
caracteristica é esperada considerando que as microcapsulas de PCL encapsulam o 6leo
essencial geraniol e, se ocorrer a liberacdo sem o tratamento térmico, ocorre com taxas muito

baixas, a ponto de ndo agregar a atividade antifungica.

5.3.12.2 Com tratamento térmico

Devido ao tratamento térmico mostrar-se como um gatilho, procedeu-se a analise para as
microcapsulas com tratamento de 60 °C por 3 h utilizando-se esta temperatura por se tratar do
ponto de fuséo do PCL.

A Figura 44 ilustra a placa de difusio em meio solido a partir de orificio contendo
microcapsulas de PCL-Geraniol, com tratamento térmico, para Candida albicans e Aspergillus

niger.
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Figura 44 — Resultados dos testes de difusdo em meio solido a partir de orificio, com tratamento
térmico, para microcapsulas de PCL-Geraniol com concentracdo de indculo
10° esporos'mL: (a) Candida albicans e (b) Aspergillus niger

C. albicans - Microcapsulas PCL-Geraniol A. niger - Microcapsulas PCL-Geraniol

Fonte: A autora, 2018.

A partir da Figura 44, pode-se observar que ndo houve halo de inibi¢do para ambos os
fungos, os referidos resultados podem ser explicados devido a ndo liberacdo da concentracéo
inibitéria minima de 6leo essencial geraniol, o qual é responsavel por inibir o crescimento dos

fungos.
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6 CONCLUSAO

O oleo essencial geraniol apresentou atividade antibacteriana a partir de uma concentracéo
inibitéria minima de 3,745 uL-mL* para Staphylococcus aureus e Escherichia coli e mostrou-
se microbiologicamente ativo frente a estas bactérias. O geraniol apresentou-se ainda como um
composto antifangico frente aos fungos Candida albicans e Aspergillus niger.

A partir da técnica de polimerizacdo em miniemulsdo com evaporacdo de solvente foi
possivel obter, com eficiéncia de 95,44%, microcapsulas de PCL-Geraniol. As microcapsulas
demonstraram-se estaveis por um periodo de 60 dias em suspensao refrigerada e tém tamanho
médio de 164,58 £ 0,27 nm e baixo indice de polidispersdo, entre 0,10 e 0,25.

Os resultados microbioldgicos para as microcapsulas de PCL-Geraniol indicam que o
geraniol esta encapsulado pelo PCL e a sua difusdo para o meio externo ocorre com pequena
taxa de difusdo. Os testes com tratamento térmico demonstram que a temperatura € um fator
que favorece a liberagdo do composto geraniol das microcapsulas de PCL-Geraniol, portanto,
pode ser considerado com um fator gatilho para a liberacdo do geraniol e contribuir para a

atividade antimicrobiana das microcapsulas.
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7 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

e Aplicar as microcapsulas de PCL-Geraniol na fabricacdo de celulose antimicrobiana;

e Aplicar as microcapsulas de PCL-Geraniol na fabricacdo de filmes poliméricos
antimicrobianos;

e Avancar com estudos mais detalhados a respeito de possiveis outros fatores gatilhos
para a liberagdo do geraniol das microcapsulas de PCL-Geraniol;

e Realizar um estudo da cinética e mecanismo de liberacdo do composto geraniol das

microcapsulas de PCL-Geraniol.
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