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A dengue, um dos principais problemas de satide publica no mundo, é transmitida pelo Aedes aegypti. O
controle quimico, principalmente por organofosforados, ¢ um dos instrumentos mais efetivos. Entretanto,
a resisténcia mostra-se como um dos principais problemas. Uma alternativa viavel do controle do vetor
seria 0 uso de monoterpenos ou suas misturas complexas (6leos essenciais). O limoneno, principal
constituinte do 6leo essencial de Citrus sinensis, apresenta intensa atividade larvicida frente as larvas do
Aedes aegypti. Logo, a utilizagdo deste 6leo no controle larvicida do Aedes aegypti mostra-se adequada.
No entanto a baixa estabilidade do 6leo essencial (volatilidade, oxidagao dos constituintes, entre outros),
desfavorece sua utilizagdo direta sendo necessaria a sua microencapsulacdo. Neste sentido microcapsulas
foram preparadas por coacervagdo simples e caracterizadas por FTIR. A quitosana foi utilizada como
polimero formador de parede apresentando grau de desacetilacdo de 87,31%, o rendimento do processo
de formacdo de microcapsulas foi de 82,81% e a eficiéncia de encapsulagdo do 6leo essencial foi de
31,16%. Com a caracterizagdo espectroscopica foi possivel observar a reticulagdo da quitosana pelo

glutaraldeido (formagdo de grupamento imina — 1656 cm™).
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Dengue, a major public health problem in the world, is transmitted by Aedes aegypti. The chemical
control, mainly organophosphates, is one of the most effective. However, the resistance shows up as a
major problem. A viable alternative vector control would be the use of monoterpenes or their complex
mixtures (essential oils). Limonene, the main constituent of essential oil of Citrus sinensis, has strong
larvicidal activity against larvae of Aedes aegypti. Therefore, the use of oil in the larvicidal control of
Aedes aegypti proved to be adequate. However, the low stability of essential oil (volatility, oxidation of
the constituents, among others), use direct disadvantage and needs to be microencapsulation. In this sense
microcapsules were prepared by simple coacervation and characterized by FTIR. Chitosan was used as a
polymer forming wall showed a degree of deacetylation of 87.31%, the yield of the process of formation
of microcapsules was 82.81% and the encapsulation efficiency of the essential oil was 31.16%. With the
spectroscopic characterization was possible to observe the cross-linking of chitosan by glutaraldehyde
(formation of imine grouping - 1656 cm-1).
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1. INTRODUCAO

Substéancias ativas de origem vegetal, como os monoterpenos e suas misturas complexas
(os Oleos essenciais) apresentam uma variedade de propriedades dentre as quais de interesse
biologico. Entretanto, algumas limitagdes relacionadas a estabilidade destas substancias e suas
misturas podem ser observadas na utilizagdo direta de uma forma geral (rapida volatilizagdo,
oxida¢do dos constituintes quimicos do o6leo, entre outros). Estas limitagdes podem ser
solucionadas com a utilizac¢do de sistemas carreadores, como as microcapsulas.

A microencapsulagdo ¢ uma técnica utilizada como ferramenta para protecdo e
modulagdo da liberagdo de substancias. Vem sendo aplicada com sucesso na protecdo de

111102-1



J. K. M. C. Gonsalves et al., Scientia Plena 5, 111102, 2009 2

substancias sensiveis a temperatura, oxidacao, umidade e reacdes indesejaveis, permitindo que
os produtos microencapsulados tenham melhor potencial de uso [14; 18].

A escolha do método de microencapsulacdo depende das propriedades do material a ser
encapsulado (especialmente a solubilidade) e do tipo de particula desejada (protecdo e
liberagdo) [7], além da finalidade (modificagdes na liberagdo) do produto [16]. O processo
microencapsulagdo por coacervacdo esta relacionado com o fenomeno de separagdo espontanea
de fases que ocorre quando polieletrolitos sdo misturados em um meio aquoso [13; 9; 19]. Com
a saida do solvente, as moléculas do polimero se aproximam e formam aglomerados [23; 11]. A
eficiéncia da microencapsulagdo por coacervacdo esta associada as caracteristicas dos polimeros
envolvidos, do complexo formado e do recheio a ser encapsulado.

Biopolimeros diversos sao muito utilizados na microencapsulacao de substancias [4] por
apresentarem caracteristicas ideais a microencapsulacdo. A quitosana, presente nas carapacas
dos crustaceos, nos exoesqueletos dos insetos e nas paredes celulares de fungos [8], € um
polimero atoéxico, biocompativel, biodegradavel, e suas propriedades vém sendo exploradas em
aplicacdes médicas, industriais e tecnoldgicas ao longo dos anos [1]. Sua estrutura quimica ¢
formada pelos copolimeros B-(1—4)-2-amino 2-desoxi-D-glicose e B-(1—4)-2-acetamida 2-
desoxi-D-glicose com a presenga de grupos amino e grupos hidroxila primario e secundario [6].

A quitosana pode ser obtida a partir da desacetilacdo da quitina, polissacarideo derivado
da celulose, embora ndo ocorra em organismos que a produzem [10]. De acordo com o grau
médio de acetilagdo podem-se obter diversas quitosanas variando-se, assim, suas propriedades
fisico-quimicas, como solubilidade, pKa e viscosidade [21].

CH20H CH20H

NHz2

quitosana

Figural: Estrutura quimica da quitosana. [1]

Estudos demonstram que a quitosana pode ser utilizada para preparar microcapsulas
para diferentes propositos, desde produgcdo de microcapsulas contendo antibidticos e
antineoplasicos [20; 10], a substancias nutrac€uticas [12]. A variedade dos tipos de quitosana
permite a preparagao de microcapsulas de diferentes formas e tamanhos. Quando comparada a
outros polimeros, a grande quantidade de orificios/poros se mostra de maneira linear desde a
superficie até seu interior, provendo desta maneira uma grande difusdo do substrato [1]. Devido
ao seu grande uso em sistemas de liberacdo modificada de farmacos, a quitosana tem sido
largamente estudada pela indistria farmacéutica [2].

Assim, o presente trabalho teve por objetivo caracterizar microcapsulas de quitosana por
Espectorscopia de Infravermelho por Trasnformada de Fourrier (FTIR) contendo o oleo
essencial C. sinensis (L) Osbeck (6leo de laranja) como material de recheio.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1. Grau Médio de Desacetilacéo

O grau médio de desacetilacdo da quitosana (SIGMA de médio peso molecular) foi
determinado pela técnica de condutimetria segundo SANTOS et al. (2003) e modificado para
este trabalho. Foram pesados 100 mg de quitosana e agitadas com 80 mL de solugdo de acido
cloridrico (ISOFAR) 1 mol.L" . A amostra foi titulada com solugdo de NaOH (VETEC) 0,0986
mol.L™" & temperatura de 25°C. As variagdes de condutincia durante a titulagdo foram medidas
por condutivimetro ¢708 Analion” e a porcentagem dos grupos amino livres na molécula de
quitosana foi determinada utilizado-se a equagéo abaixo:
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%NH, = 161. [base]. (V,-V;) x 100 (1)
M
Onde V; e V, correspondem aos volumes de base usados na neutralizagdo do excesso de acido e
para a neutralizagdo da amostra de quitosana protonada, respectivamente; [base] ¢ a
concentracdo da base usada e M é a massa de quitosana.

2.2. Preparacdo das Microcépsulas de Quitosana

As microcapsulas de quitosana foram preparadas pelo método de coacervagdo simples
em meio aquoso proposto por OZORIO (2007), e adaptadas de acordo com o nosso propésito.
Inicialmente uma solu¢do de 100 mL de quitosana 1,5% (p/v) em acido acético (SYNTH) 1%
(v/v) foi preparada sob agitacdo magnética. A essa solugdo foram acrescidas 0,5 mL de Tween
80 ¢ 1 mL de dleo essencial de laranja, preparando-se uma emulsdo primaria. A emulsificacio
foi obtida em um tempo de dois minutos com a utilizagdo de um dispersor (Quimis®), a uma
velocidade de 10.000 rpm.

A emulsdo primaria foi lentamente aspergida, na vazdo de 9 mL/min utilizando uma
bomba peristaltica através de uma mangueira de silicone até um bico de atomizagdo com
abertura de 1,2 mm e fluxo de 20 L/min, com a utilizagdo de um atomizador de bancada
(Biotecnosis do Brasil BP 5.0) em 1 litro de uma solugdo 0,2 M de NaOH com suave agitagdo a
fim de induzir a coacervacao e formacao das microcapsulas.

A preparagdo ocorreu de acordo com as seguintes etapas:

Atomizagdo da
emulsdo primaria
pelo bico de
atomizagao

Contato do borrifo com a
solugio coagulante

Coagulagao do borrifo

Figura 2. Preparacéo das microcapsulas.
2.3. Reticulacdo das Microcépsulas

As microcapsulas obtidas foram reticuladas com solugdo de glutaraldeido (VETEC) a
25%. Adicionou-se 20 mL do agente reticulante as microcapsulas, em agitagdo magnética. O
glutaraldeido tem como funcao reagir com os grupos amino residuais da molécula de quitosana.
Em seguida, as microcapsulas foram lavadas com agua destilada para a remog¢ao do excesso de
glutaraldeido e filtradas a vacuo. As microcapsulas foram congeladas e posteriormente
liofilizadas (Liofilizador Terroni *).

2.4. Caracterizagdo das Microcapsulas
2.4.1. Rendimento do processo de microencapsulacgao

As microcapsulas liofilizadas foram pesadas em balanga analitica (DENVER
INSTRUMENT) para a determinagdo do rendimento do processo, utilizando a seguinte
equagao:
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Rendimento do processo (%) = _ Quantidade real de amostra X100 (2
Quantidade tedrica da amostra

2.4.2. Eficiéncia de encapsulacao

A quantidade de oleo encapsulado foi determinada gravimetricamente. As
microcapsulas secas foram trituradas em um dispersor, por dois minutos, na presenca de
diclorometano. Apos a trituragdo das particulas, foi adicionado sulfato de sodio para remover a
agua residual. O material foi filtrado a vacuo, o filtrado foi transferido para baldo de fundo
redondo e rotaevaporado para eliminagdo do solvente orgénico. A eficiéncia de encapsulagdo foi
definida como a quantidade de 6leo recuperada por grama de microcapsula em relagdo ao 6leo
inicialmente inserido.

2.4.3. Espectroscopia na regido do infravermelho com transformada de Fourier (IVTF)

Os espectros de absor¢do na regido do infravermelho (IV) foram obtidos em
equipamento Perkin Elmer FT-IR System Spectrum BX, na faixa de 4000 a 400 cm™, com
resolugdo de 2 cm™ e actimulo de 64 espectros por medida. As amostras foram preparadas em
KBr sob a forma de pastilha.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. Grau Médio de Desacetilacao

O grau médio de desacetilacdo da quitosana pode ser definido como o numero de
grupamentos amino livres em relagdo aos grupos amidas livres contidos na quitosana. O grau
médio ¢ dado em percentagem e determinado por diversas técnicas, tais como a titulagdo
condutimétrica [17].

A amostra de quitosana de média viscosidade (MV), solubilizada em meio acido para
permitir o carregamento dos grupos amino, foi titulada com solugdo de NaOH. Os dados foram
expressos em forma de grafico (Figura 3). No grafico observam-se trés seguimentos de retas: o
primeiro seguimento expressa a neutralizagdo do acido, usado para o carregamento dos grupos
amino protonaveis, o segundo representa a neutralizagdo dos protons dos grupos amino da
quitosana e o terceiro refere-se ao excesso de base. Os trés seguimentos de reta geram dois
pontos de inflexao que correspondem os volumes V; e V,.

Titulacdo Quitosana MV 100mg/80mL
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Condutividade (mS)
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Figura 3. Grau Medio de Desacetilagédo da Quitosana MV.
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A partir da analise do grafico (Figura 3) e da Equagdo 1 pode-se determinar em termos
de percentagem o grau médio de desacetilagao.

Logo, o grau de desacetilagdo da quitosana foi de 87,31%, coerente com esperado, visto
que o grau médio apresentado por quitosanas comercializadas encontra-se numa faixa que vai
de 40 até 98%.

3.2. Determinacdo do Rendimento do Processo de Obtencdo das Microcapsulas e
Eficiéncia de Microencapsulacéo

Os resultados do rendimento e da eficiéncia de encapsulagdo estdo apresentados nas
tabelas abaixo.

Tabela 1. Avaliacéo do rendimento do processo de microencapsulacéo.

Quantidade Teorica (g) Quantidade Real (g) Rendimento do Processo (%0)

2,32 1,9212 82,81

Tabela 2. Avaliacdo da eficiéncia de encapsulacédo das microcapsulas contendo o 6leo
essencial de Citrus sinensis (L.) Osbeck.

Amostra Massa (g) Quantidade teérica Quantidade Real Eficiéncia de
de 6leo (9) de 6leo (g) Encapsulacao
(%)
1 1, 7674 0, 6246 0,10 16,12%
2 1, 9491 0, 6889 0,20 30,36%
3 2,047 0,7235 0,34 46,99%
Média 31,16% + 15

Na analise dos dados expostos nas tabelas acima, podemos inferir que o rendimento do
processo de microencapsulagdo do 6leo essencial de Citrus sinensis (L) Osbeck manteve-se
otimo. A eficiéncia de encapsulagdo mostrou um resultado considerado baixo. Algumas
hipoteses podem ser levantadas para explicar este fato, como, a concentragdo do agente
reticulante em fungdo da concentrag¢do de quitosana, o tempo de reticulacdo, a baixa capacidade
emulsificante da quitosana.

3.3. Espectroscopia na regido do Infravermelho com transformada de Fourier (1V).

Os espectros de absor¢do no infravermelho (IV) estdo representados na Figura 6. As
principais bandas observadas no espectro da quitosana foram: banda de estiramento OH em
torno de 3430 cm™, a qual estd sobreposta a banda de estiramento N-H; duas outras bandas em
2944 ¢ 2874 cm™, tipicas de grupos C-H. Deformagéo axial C=O de amida I em torno de 1662
cm™', deformagio angular de N-H em torno de 1560 cm™', deformagdo angular simétrica de CH;
em torno de 1380 cm™ e aminas alifaticas entre 1080 ¢ 1100 cm™. O espectro obtido mostrou-se
semelhante aos descritos na literatura [3; 17; 22; 15; 5].

A quitosana é um biopolimero constituido de unidades D-glicosamina e Nacetil-D-
glicosamina. A presenga de grupos reativos, tais como NH, ¢ OH em sua estrutura, possibilita
modificagdes quimicas através da inser¢do de ramificagdes na quitosana, promovendo
alteragOes na estrutura e propriedades fisico-quimicas do polimero, aumentando os seus campos
de aplicacdo. Logo a modificagdo quimica da quitosana por glutaraldeido resultou no
enrijecimento da parede da microcapsula, evento que influéncia significativamente na retencao
do material de ntcleo da microestrutura.

Desta forma a modificagdo da estrutura da quitosana pode ser observada pela avaliag@o
do espectro de absorcdo para as microcapsulas inertes (MC-INERTE). As principais regioes do
espectro de IV da MC-INERTE, que apresentaram diferengas quando comparadas ao espectro
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da quitosana, foram: o surgimento de banda caracteristica de grupos N=C (1656 cm™), estrutura
denominada imina obtida a partir da ligacdo entre as aminas alifiticas com o grupamento
aldeidico do glutaraldeido, e o aumento da intensidade da banda 1560 cm™ associada a ligagio
etilénica.

O espectro do 6leo essencial de laranja (Citrus sinensis L. Osbeck) apresenta como
principais bandas 1658 a 1645 cm™ que caracterizam a deformacio do carbono tri-substituido
em alcenos, e as bandas na regido 1450 a 1370 cm™ para a deformagdo angular C-H cm™.O
espectro caracteristico da molécula do d-limoneno ( principal constituinte do 6leo essencial de
laranja, o qual corresponde um percentual em torno de 98%) esta demonstrado na Figura 7.

Os espectros da MC-INERTE, MC-OLEO DE LARANJA e 6leo de laranja foram
comparados, sendo observada a presenca no espectro da MC-OLEO DE LARANIJA as bandas
caracteristicas observadas no espectro do 6leo de laranja. Bandas em 1450 cm™ e 825 cm™. As
observagodes destas bandas caracterizam a presenga do 6leo essencial de laranja na estrutura da
microcapsula.
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Figura 4: Espectro de absorcdo no infravermelho da quitosana, das microcapsulas
inertes, das microcapsulas com éleo e do 6leo essencial de laranja péra.

4. CONCLUSAO

O processo de obtengdo de microcapsulas de quitosana pelo método de coacervagio
simples em meio aquoso contendo o 6leo essencial de laranja mostrou-se eficaz, reprodutivel,
simples e possivel de se realizar em maior escala. No entanto a baixa eficiéncia de encapsulacéo
mostra a necessidade da avaliacdo das variaveis que podem interferir efetivamente na eficiéncia
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de encapsulacdo, uma vez que este pardmetro determina o perfil de utilizagao das microcapsulas
(liberagao e eficacia quanto a atividade esperada).
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