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RESUMO

Plantas contendo 6leos essenciais costumam apresentar constituintes quimicos com
atividades bioldgicas pronunciadas, especialmente as pertencentes a familia Piperaceae.
Muitos estudos tém como foco a extracdo do Oleo essencial das espécies vegetais,
descartando em seguida a biomassa residual. Este trabalho utiliza integralmente o 6leo
essencial e a biomassa da espécie Piper hispidum dentro de um processo metodoldgico,
extraindo a holocelulose do rejeito organico produzido. Em seguida, foram desenvolvidas
microparticulas baseadas em isolado proteico de soro de leite (Whey Protein Isolate - WPI)
com o 6leo essencial encapsulado para serem incorporadas a holocelulose extraida,
objetivando o desenvolvimento de um sistema de liberacao controlada na forma de
pastilhas com propriedades larvicidas. Como muitos paises subdesenvolvidos vém
sofrendo demasiadamente com as doencas causadas pelo virus transmitido pelo vetor
Aedes aegypti, esse sistema foi avaliado quanto a sua eficacia larvicida, obtendo CLso =
77,7 ugmL-1e CLoo=93,3 pg mL-1em 24 h. A técnica de Difracdo de Raios X (DRX) permitiu
a verificacdo da eficiéncia do processo de extracdo da holocelulose. A técnica de
Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) permitiu avaliar o impacto da metodologia
de extracdo da holocelulose através da analise morfolégica das folhas secas e do material
resultante do processo de extracdo. A técnica de FTIR permitiu a verificacdo da eliminacao
parcial da lignina pelo processo de extragdo, além de apontar estiramentos caracteristicos
da estrutura molecular da celulose e da hemicelulose. Finalmente, foram produzidas
pastilhas a partir da mistura do material microencapsulado e holocelulose. As pastilhas
apresentaram dispersao total em até 2 h e a liberagdo controlada indicou concentragdo
aproximada de 300 pg mL-1 em 24 h. Estes resultados indicam que apenas uma pastilha
atinge a concentragdo letal para atuar no controle das larvas do A. aegypti.

Palavras chave: Piper hispidum, holocelulose, Aedes aegypti, atividade larvicida,

concentracdo letal, liberacao controlada.



ABSTRACT

Plants containing essential oils usually have chemical constituents with pronounced
biological activities, especially those belonging to the Piperaceae family. Many studies
have focused on extracting essential oil from plant species, then discarding residual
biomass. This work makes full use of the essential oil and biomass of the species Piper
hispidum within a methodological process, extracting the holocellulose from the produce
organic waste. Then, microparticles were developed using Whey Protein Isolate — WPI
with the encapsulated essential oil to be incorporated into the extracted holocellulose,
aiming at the development of a controlled release system in the form of tablets with
larvicidal properties. As many underdeveloped countries have been suffering too much
from the diseases caused by the virus transmitted by the vector Aedes aegypti, this system
was evaluated for its larvicidal efficacy, obtaining LDso = 77.7 ng mL-1and LD9oo = 93.3 pg
mL-1after 24 h of exposition. X-Ray Diffraction (XRD) technique allowed the verification
of the efficiency of the holocellulose extraction process. Scanning Electron Microscopy
(SEM) technique allowed to assess the impact of the holocellulose extraction methodology
through the morphological analysis of the dried leaves and the material resulting from the
extraction process. FTIR technique allowed the verification of the partial elimination of
lignin by the extraction process, in addition to pointing out stretches characteristic of the
molecular structure of cellulose and hemicellulose. Finally, pellets were produced from
the mixture of microencapsulated material and holocellulose. The pellets showed total
dispersion in up to 2 h and the controlled release indicated an approximate concentration
0of 300 pg mL-1in 24 h. These results indicate that only one pellet reached the lethal dosage
to act in the control of A. aegypti larvae.

Keywords: Piper hispidum, holocellulose, Aedes aegypti, larvicidal activity, lethal dosage,
controlled release.
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1 INTRODUCAO

Um grande desafio nas pesquisas que envolvem produtos naturais é o
aproveitamento integral dos produtos e subprodutos do processo metodoldgico,
especialmente dos rejeitos organicos (biomassa). Desde 2013 o Laboratério de Polimeros
Nanoestruturados (NANOPOL) vem desenvolvendo pesquisas com Oleos essenciais
extraidos de espécies do campus da Universidade Federal do Amazonas para as mais
diversas aplicagoes bioldgicas, incluindo controles inseticidas, larvicidas e acaricidas
(MAR et al, 2018; SILVA et al, 2019). A partir das pesquisas desenvolvidas, foi-se
observando que uma quantidade significativa de rejeitos organicos (biomassa
lignoceluldsica oriunda especialmente das folhas) era descartada apo6s a extragdo dos
6leos essenciais. Desta forma, houve uma preocupac¢do em aproveitar esse subproduto do
processo metodoldgico, propondo uma pesquisa na qual ele pudesse ter uma funcao

adequada, juntamente com o 6leo essencial do qual foi extraido.

A espécie Piper hispidum foi utilizada nesta pesquisa tanto para a extra¢do de seu
6leo essencial quanto para a utilizacdo de seu material lignocelulésico de rejeito. Apesar
da relativa abundancia desta espécie nas regides tropicais, existem poucos trabalhos que
reportam seu uso em aplicagdes tecnolodgicas. Por essa razao, torna-se interessante a sua
aplicagdo como biodefensivo visto que os Oleos essenciais das espécies da familia
Piperaceae apresentam altos teores de constituintes quimicos com pronunciadas
atividades biologicas (ALVES; SETZER; DA SILVA, 2019; SANTOS et al, 2011). O dleo
essencial e a holocelulose extraida da biomassa de rejeito da P. hispidum foram
caracterizados e utilizados para o desenvolvimento de um material alternativo com
potencial larvicida contra o vetor Aedes aegypti. As doencas virais transmitidas por esse
vetor (como a dengue, a zika e a chikungunya) vém causando sérios problemas de saude
publica, principalmente em paises subdesenvolvidos. Ainda nao estdo disponiveis
medicamentos para o tratamento e nenhuma vacina eficaz. Torna-se importante,
portanto, a busca por produtos alternativos, principalmente aqueles baseados em
recursos naturais explorados de forma sustentavel, visando o controle da densidade
populacional das larvas, uma vez que o uso continuo de inseticidas quimicos vem

causando resisténcia desse vetor (LIMA et al., 2006a; MAR et al., 2018).



Para melhor entendimento e visualizacdo, a proposta desta pesquisa esta

representada na Figura 1.

Oleo Essencial Encapsulado
em WPI

Piper hispidum Oleo Essencial

A. aegypti

Biomassa residual Holocelulose
(Larvas)

obtida apés a Extragio Extraida
do Oleo Essencial

Figura 1: Representacdo esquematica das etapas envolvidas na presente pesquisa. Fonte: O autor.

Apos a extracdo do 6leo essencial da P. hispidum (1), o mesmo foi utilizado como
agente ativo (core) encapsulado em microparticulas de Isolado Proteico de Soro de Leite
(Whey Protein Isolate - WPI) (shell) (2). A biomassa residual obtida ap6s a extracao do
0leo essencial (3) foi submetida a um processo de mercerizacdo para a extracao da
holocelulose (4). Na sequéncia, as microparticulas de WPI contendo 6leo essencial
encapsulado foram adicionadas a holocelulose anteriormente extraida para a confeccao
de pastilhas (5). Entao, as pastilhas desenvolvidas contendo 6leo essencial encapsulado
tiveram sua eficiéncia testada no controle de larvas do A. aegypti (6).

Dessa forma, este trabalho tem como foco o aproveitamento de todo o processo
metodoldgico proposto, evitando a utilizacdo de rejeitos com potencial econémico
agregado. Em contrapartida, também prevé a insercdo de tecnologia e aplicabilidade de
um material alternativo com potencial larvicida para controlar uma das grandes

problematicas da satude publica atual, que sao as doencas causadas pelo vetor A. aegypti.



2 OBJETIVO

2.1

Objetivo Geral

Desenvolver um material alternativo com potencial larvicida a base de

holocelulose e de 6leo essencial extraido das folhas da espécie P. hispidum encapsulado

em microparticulas de Isolado Proteico de Soro de Leite (Whey Protein Isolate - WPI).

2.2

Objetivos Especificos

Extrair e caracterizar o 6leo essencial e a biomassa de rejeito das folhas da espécie
P. hispidum;

Desenvolver uma metodologia adequada para a extracao da holocelulose a partir
da biomassa obtida pds-extra¢do do 6leo essencial;

Sintetizar e caracterizar microparticulas a base de WPI para serem carreadores do
6leo essencial extraido;

Determinar a eficiéncia de encapsulamento dos sistemas encapsulados;
Incorporar as microparticulas contendo o 6leo essencial encapsulado na
holocelulose extraida e otimizar a dispersdo das pastilhas;

Avaliar a liberacdo controlada dos o6leos essenciais a partir das pastilhas
produzidas;

Avaliar a suscetibilidade larvas do A. aegypti quando em contato com as pastilhas

produzidas.



CAPITULO 1 - Extracio e Caracterizacio do Oleo Essencial da

Piper hispidum e da Biomassa de Rejeito

3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Piper hispidum

A familia Piperaceae possui ocorréncia em toda a América Latina, sendo
constituida por 10 géneros. Porém, quatro destes géneros possuem destaque em
decorréncia de seus potenciais econémicos e cientificos: Peperomia, Piper, Manelia e
Zippelia. No Brasil, sdo descritos os quatro géneros citados anteriormente, além de 465
espécies derivadas, com destaque para o género Piper L., o qual possui 292 espécies
(ALVES; SETZER; DA SILVA, 2019). O clima tropical e subtropical brasileiro propicia um
ambiente favoravel para a reproducao destas espécies, sendo encontradas
principalmente na Regido Amazodnica (ALBIERO et al., 2008). A Figura 2 mostra as folhas

in natura da P. hispidum.

Figura 2: P. hispidum localizadas na Universidade Federal do Amazonas. Fonte: O Autor.



5

Abiodiversidade do Estado do Amazonas é imensuravel quando se trata de plantas
ricas em 6leos essenciais, 0os quais apresentam diversos constituintes quimicos volateis
em sua composicao, tais como monoterpenos, sesquiterpenos e fenilpropanoides (MAIA
et al, 1998; POTZERNHEIM et al., 2012). Estes constituintes quimicos conferem aromas
caracteristicos de acordo com a espécie de origem, além de diversas atividades bioldgicas
cientificamente comprovadas (SANTOS et al.,, 2011). Em consequéncia da abundancia dos
diferentes tipos de 6leos essenciais e de suas mais diversas propriedades, um amplo leque
de possibilidades em aplicagdes vem sendo desenvolvido, incluindo aplicagcdes que
agregam nanotecnologia (DE OLIVEIRA et al., 2019; OLIVEIRA et al, 2019; SILVA et al,
2018a).

Dentre as espécies ricas em 0leos essenciais do género Piper L. estd a Piper
hispidum Sw., também conhecida popularmente como “matico”. E encontrada no Estado
do Amazonas e em outros Estados brasileiros que apresentam regides antropizadas.
Consiste em uma planta aromatica rica em 6leo essencial, com rendimento entre 0,1% e
0,3% (BARDELLI; KIRIZAWA; SOUSA, 2008; POTZERNHEIM; BIZZO; VIEIRA, 2006;
SIMEONE et al., 2011). As folhas in natura da P. hispidum vem sendo coletadas e estudadas
em diferentes Estados, e diferentes quimiotipos vém sendo observados devido a variacao

dos constituintes quimicos majoritarios de acordo com o local de coleta.

(MAIA S.; ANDRADE A., 2009) realizaram um levantamento dos componentes
majoritarios em diferentes espécies do género Piper e verificaram a presenca de
germacreno (34,0 - 42,5%) e [-cariofileno (10,6 - 14,3%). (MACHADO et al, 1994)
coletaram as folhas no Estado de Rondoénia e verificaram a presenc¢a de y-candineno
(25,1%), canfeno (15,6%), a-guaieno (11,5%) e y-elemeno (10,9%). (DA SILVA et al,
2014) reportaram os constituintes do 6leo essencial das folhas coletadas no Estado do
Par3, e reportaram os seguintes constituintes: 6-3-careno (9,1%), a-copaeno (7,3%), S-
cariofileno (10,5%), a-humuleno (9,5%), limoneno (6,9%), oxido de carofileno (5,9%) e
B-sileneno (5,1%). (SIMEONE et al., 2011) avaliaram os constituintes presentes na espécie
P. hispidum e reportaram os seguintes constituintes: a-pineno (13,9 - 7,1%), B-pineno
(13,3 - 7,5%) e a-copaeno (32,2 - 28,7%). (PINO et al., 2004) coletou as folhas da P.
hispidum em Cuba e encontrou majoritariamente f-eudesmol (17,5%), a-eudesmol

(8,1%) e y-eudesmol (9,3%).
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Devido a vasta variabilidade presente nos constituintes quimicos do 6leo essencial
da P. hispidum apresentada acima, alguns trabalhos realizaram testes para avaliar seu
potencial bioldgico. (SANTOS et al, 2011) avaliaram a atividade inseticida do extrato
acetoOnico das folhas in natura frente a Hypothenemus hampei, mostrando que 25,0 mg mL-
1 do extrato resultou em 100% de mortalidade. Os constituintes a-pineno e f-pineno
foram reportados em trabalhos que avaliaram a atividade bioldgica de 6leos essenciais
dos quais sdo os componentes majoritarios, sendo considerados responsaveis por
atividades antimicrobiana e fungicida (CAO et al., 2019; DA SILVA et al., 2014; DE SOUZA
et al, 2005; FARAG et al, 2016; LIMA et al.,, 2006b; MACHADO et al., 1994; WANG et al.,
2018) Dentre os constituintes majoritarios presentes nas pesquisas de (SANTOS et al.,
2008) e (BAYLAC; RACINE, 2003) estao o a-copaeno (7,3%) e o B-cariofileno. Os autores
sugeriram que os 6leos essenciais que possuem estes constituintes podem apresentar
atividades anti-inflamatoria, antioxidante e antimicrobiana. Dessa forma, a espécie P.
hispidum foi escolhida como agente biodefensivo neste presente trabalho devido as

diversas pesquisas descritas acima reportando seu possivel potencial bioldgico.

3.2 Celulose

A celulose (CsH1005)n € um dos da parede celular dos materiais vegetais, sendo o
polimero natural de maior abundancia conhecido atualmente, e com taxa de producao
anual de 75 a 100 bilhdes de toneladas (CHEN et al, 2016; KLEMM et al., 2005). Sua
estrutura molecular consiste na repeticdo de unidades conhecidas como f-D-
glucopiranose, e através das ligagdes (3-(1,4)-glicosidica que ocorrem mediante as fungdes
acetais entre o grupo hidroxila equatorial do atomo de carbono C-4 e o C-1, sofrendo
esterificacdo e produzindo as unidades de repeticao conhecidas como celobiose (CHENG

etal,2019; KAPLAN, 1998; KLEMM et al, 2005).

Tais unidades de repeticdo (Figura 3) sao conformadas espacialmente para
melhor estabilizagdo termodinamica e, como consequéncia, adquirem a conformacao
conhecida por cadeira. Nesta conformacao, a estrutura molecular fornece estabilizacdo
energética e concede posicdes axiais aos atomos de hidrogénio ao longo do plano
estruturado pelos atomos de carbono centrais. No entanto, os trés grupos hidroxilas

livres ligados aos atomos de carbono C-2, C-3 secundario e C-6 primario permanecem na



posicdo equatorial (TAJIMA et al, 2019). Para acomodar os grupos funcionais que
participam das ligacdes de hidrogénio, ocorre uma disposicdo no segundo anel da

celobiose, este sendo rotacimagfw no plano da cadeia (KAPLAN, 1998; KLEMM et
6

al., 2005). )
33 2

1

Figura 3: Estrutura da celulose, representacdo da celobiose em 3D com os atomos de carbono
representados pelas esferas amarelas, enquanto os atomos de oxigénio e hidrogénio estio representados,
respectivamente, pelas esferas vermelhas e azuis. Fonte: O Autor.

O carbono anomérico possui uma configuracdo que possibilita a formacdo de
cadeias de celulose predominantes lineares, viabilizando a formacao de ligacdes de
hidrogénio inter- e intramoleculares devido a uniformizacao dos grupos hidroxilas,
resultado em uma ampla variabilidade de estruturas e morfologias (KLEMM et al., 2005;

LIU; WANG; LU, 2019).

A massa molecular elevada da celulose esta diretamente relacionada ao
comprimento médio das cadeias, sendo este grau variavel e determinante nas
propriedades quimicas e fisico-quimicas. Portanto, como resultado desta estruturacao
polimérica, a celulose apresenta  um carater predominantemente hidrofilico,
biodegradabilidade e reatividade elevada uma vez que o doador dos grupos hidroxilas

esta disponivel (BILIUTA; COSERI, 2019; KAPLAN, 1998; SHARMA et al., 2019a).

Nas extremidades laterais das cadeias de celuloses estdo presentes as regides
redutoras e ndo redutoras (Figura 4) formadas por grupos -OH livres ligados a carbonos
nao eterificados, como o C1-OH anomérico livre de ligacdes glicosidicas, sendo um
potencial aldeido e responsavel pela regido redutora, enquanto a regidao ndo redutora é

resultante da presenca do C4-OH (KAPLAN, 1998; KLEMM et al., 2005).



Extremidade nao-redutora Extremidade redutora

Figura 4: Cadeia de celulose com duas unidades de celobiose em conformacio cadeira visualizada em 3D
através dos planos Z e Y. Na imagem é possivel verificar visualmente as extremidades redutoras e nao-
redutoras, além das ligacdes intramoleculares entre o 05-OH-C3 indicadas a partir deste plano. Fonte: O
Autor.

A celulose é um polimero rico em grupos hidroxilas. As ligacdes de hidrogénio
representam o principal fator que afeta suas propriedades fisico-quimicas e, como
consequéncia das ligacdes de hidrogénio intramoleculares nas cadeias centrais da sua
estrutura, ocorre o endurecimento e a estabilizacdo da cadeia, afetando diretamente a
cristalinidade (BOLUK, 2005; KONDO et al., 2008; MANIAN; PHAM; BECHTOLD, 2018). As
ligagdes intermoleculares sdo menos resistentes e ndo possuem especificidade de quais
atomos interagem entre as cadeias adjacentes. Em contrapartida, as ligacoes
intramoleculares sdo definidas quanto as posicées dos atomos que interagem, sendo eles
‘OH-C2-0H-C6’ e ‘05-0H-C3’ (KONDO et al., 2008). Embora os atomos que participam
das interagdes intermoleculares ndo sejam definidos, eles sdo sugeridos, particularmente,
entre os grupos OH-C6 e OH-C3 de cadeias paralelas, pois de acordo com suas posi¢cdes
espaciais ocorre uma aproximacdo favoravel destes grupos quando observada a cela
unitaria da celulose nativa (KLEMM et al., 2005). O alinhamento das unidades de repeticao
proporcionado pelas intera¢des intermoleculares possibilita a producdo da fibra vegetal

e, consequentemente, as microfibrilas (SHARMA et al., 2019b).

A Figura 5 mostra a representacdo esquematica de uma microfibrila, destacando

as regioes cristalinas e nao-cristalinas.

,—> Regides desordenadas

Microfibrila

|—> Regides cristalinas
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Figura 5: Representacdo esquematica de uma microfibrila com énfase nas regides cristalinas e nio-
cristalinas. Fonte: O Autor.

As microfibrilas possuem uma estrutura complexa, contendo regides
tridimensionais de alta ordenacao, conhecidas como cristalitos. No entanto, tais regioes
coexistem com regioes desordenadas, ndo-cristalinas (SHARMA et al., 2019b). Devido as
diferentes fontes disponiveis para a obtengao de celulose e as irregularidades presentes
entre as fases ordenadas, sdo encontrados polimorfos da celulose, tais como: celulose I,
celulose II, celulose III e celulose IV. A celulose I é a mais abundante e, além de possuir
duas fases cristalinas diferentes de acordo com sua origem, a celulose I« € a fase obtida a
partir dos organismos vivos (algas e bactérias), enquanto a celulose IS é obtida através de
biomassas (BILIUTA; COSERI, 2019; KLEMM et al.,, 2005; MAHMUD et al.,, 2019; TAJIMA
etal,2019).

A celulose II é obtida através de uma transformacao irreversivel da celulose I
mediante processos de mercerizacdo ou regeneracao. Tal irreversibilidade da celulose II
¢ dada através da sua estabilidade energética proporcionada pela estrutura antiparalela,
enquanto a celulose nativa possui uma orientagdo espacial paralela (KLEMM et al., 2005;
MAHMUD et al., 2019). O procedimento de mercerizagdo é realizado por tratamento
alcalino alterando a estrutura cristalina, resultando em modificacdes de propriedades
estruturais e fisico-quimicas. Como previamente reportado, a celulose II adquire
estabilidade térmica e resisténcia mecanica, além da diminuicao das concentragoes de
lignina e hemicelulose. E possivel obter a celulose II por regeneracdo utilizando um
solvente que dissolva a celulose I e, em seguida, a recristalize alterando sua estrutura
(MAHMUD et al, 2019). A Figura 6 esquematiza a origem e os métodos de obtencao da

celulose I e Il

/ I:D'.?- celulose I {

A celulose II

$ IZD'- celulose If NaOH
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Figura 6: Origem e métodos de obtengao da celulose I e I1. Fonte: O Autor.

Devido aos trés grupos hidroxilas disponiveis e reativos, é possivel formar
derivados com propriedades modificadas e especificas, possibilitando aplica¢cdes do
material celul6sico em diversas areas (BILIUTA; COSERI, 2019; LIU; WANG; LU, 2019). O
principal motivo para a producao de derivados de celulose se da pela sua insolubilidade
em Aagua, além da baixa solubilidade em diversos solventes organicos. Como
consequéncia, existem diversos trabalhos cientificos que abordam a producdo de
derivados celuldsicos obtidos sob condigdes brandas e por metodologias nao nocivas ao
meio ambiente. Estudos recentes obtiveram relativo éxito na producao de derivados mais

soluveis que o biopolimero precursor (THIANGTHAM; RUNT; MANUSPIYA, 2019).

(GIBIS et al.,, 2017) verificaram o impacto de moléculas de carboximetilcelulose
com diferentes massas moleculares e graus de substituicdes em modelos de salsicha do
tipo emulsdo aquecida e ndo-aquecida, indicando que a inser¢do de pequenas
concentracdes de carboximetilcelulose de baixa massa molecular influenciou na reducgado
de gordura. (FENG et al, 2018) utilizaram carboximetilcelulose de sédio e celulose
microcristalina para encapsular astaxantina pelo método de liofiliza¢cdo visando melhorar
a estabilidade e atividade antioxidante, além de reduzir o potencial de degrada¢do. Com
rendimentos superiores a 52%, o material liofilizado foi utilizado na producao de iogurte.
(PENG et al, 2019) realizaram um trabalho utilizando microparticulas de etilcelulose
carreadas com huperzina A, avaliando o mecanismo de dissolucdo, captacao de agua,
tamanho de particulas e molhabilidade. Obtiveram resultados favoraveis de
molhabilidade diretamente relacionados aos componentes utilizados na composicao das
pastilhas, resultando em uma capta¢do de agua mais efetiva e em uma liberacao mais
rapida do medicamento presente nas microparticulas de etilcelulose. (YIN et al, 2018)
estabeleceram uma metodologia para caracterizar comprimidos contendo celulose
microcristalina, utilizando-se tomografia por raios X. Como resultado, foi obtida uma
arquitetura morfolégica tridimensional em 3D sendo possivel avaliar a desintegracao dos

comprimidos, morfologia e arranjo espacial das cavidades dos comprimidos.

Pesquisas voltadas para a solubilidade da celulose respeitando o meio ambiente e

utilizando reagentes ndo tdxicos, ou de mais baixa toxicidade, tém representado uma
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construc¢do da conscientizacao ambiental. Muitos reagentes téxicos vém sendo utilizados
em varios niveis em pesquisas que propdem a solubilizacdo da celulose, tais como
dimetilsulfoxido, cloreto de litio, iodeto de metila, anidro maleico etc. (KLEMM et al.,
2005). Dessa forma, esse topico de pesquisa representa um campo promissor a ser
estudado devido as necessidades de preservagdo ambiental e reaproveitamento

sustentavel de rejeitos organicos.

3.3 Hemicelulose

A hemicelulose é um polissacarideo de cadeia curta e altamente ramificado por
monossacarideos e acidos organicos, contendo cinco e seis carbonos, tais como, D-glicose,
D-xilose, D-manose, D-galactose, L-arabinose, acido glucurdénico e acido galacturdnico
(JAIN; SJOSTEDT; GLASSER, 2000; LEI et al.,, 2019; REN; SUN, 2010). Os grupos laterais
monossacarideos que estdo presentes nas ramificacdes das hemiceluloses podem variar
de acordo com a origem do material lignocelulésico, afetando diretamente o grau de
polimerizagdo, uma vez que a estrutura ramificada impede a formacdo das ligagdes de
hidrogénio de maneira efetiva, promovendo baixas interagdes inter- e intramoleculares
(DOLAN et al., 2019). Como consequéncia da deficiéncia em ligagdes de hidrogénio, a
hemicelulose adquire uma estrutura ndo-cristalina tornando-se suscetiveis a hidrélise.
Geralmente, hemiceluloses originadas a partir de plantas possuem os monossacarideos
D-xilose e L-arabinose predominantes em sua estrutura e sao conhecidas como
arabinoxilanas, cuja estrutura molecular é indicada na Figura 7 (LEI et al, 2019;

TERRETT; DUPREE, 2019).
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Figura 7: Estrutura molecular da L-arabino-D-xylan. Fonte: O Autor.
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Em decorréncia da sua origem vegetal, a hemicelulose pode ser encontrada na
parede celular de plantas e algas. Sua presenca propicia uma interacao direta com a
celulose e lignina através de ligacoes covalentes, ligacdes de hidrogénio, interacdes

hidrofébicas e ionicas (REN; SUN, 2010).

Como resultado da estrutura ndo-cristalina da hemicelulose é possivel, com
relativa facilidade, induzir a hidrélise das suas cadeias gerando subprodutos com valor
agregado e possiveis aplicacdes (AJAO et al, 2018; GABRIEL DE OLIVEIRA et al.,, 2015).
Devido a hemicelulose ser um dos componentes presentes em abundancia nos materiais
lignoceluldsicos, é interessante buscar aplicagdes para agregar valor comercial a

biomassa que, em primeiro momento, seria um rejeito (REN; SUN, 2010).

(JIA et al, 2019) utilizaram a D-xilose obtida a partir da degradagdo da
hemicelulose, propondo uma via catalitica viavel da producao de furfural, precursor
renovavel com potencial em aplicagdes industriais e farmacéuticas. (GABRIELII et al.,
2000) obtiveram filmes e hidrogéis a base de D-xilose e quitosana isolados a partir da
hemicelulose extraida da Populus tremula. As propriedades obtidas ap6s a formacdo dos
filmes e hidrogéis foram relacionadas a propor¢ao adequada dos constituintes isolados,
bem como aos dominios cristalinos de xilanas ligadas as cadeias de quitosana. (JAIN;
SJOSTEDT; GLASSER, 2000) utilizaram D-xilose isolada para dupla derivatizac¢do de sua
estrutura para obter hidroxipropil xilano (HPX) soluvel em agua e termoplastico, além da
formacgdo de acetoxipropil xilano (APX) através de HPX que apresentou insolubilidade em
agua e termoplasticidade. Os filmes obtidos neste trabalho apresentaram alta resisténcia

a tracao e biodegradabilidade.

A porgao resultante apos a retirada de lignina de um material lignocelulésico é
conhecido como holocelulose. A holocelulose é um material composto de celulose e
hemicelulose e as propor¢des destes dependem diretamente do método de extracao e da
origem do material inicial. A celulose pode ser obtida a partir da holocelulose, porem
envolve mais etapas de extra¢do elevando o custo e reduzindo o rendimento do material
final. Por essa razao, dependendo da aplicabilidade do material ndo é interessante etapas

de isolamento da celulose ou hemicelulose (DEEPA et al,, 2015).
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3.4 Lignina

A palavra lignina teve origem na lingua latina “lignum” cujo significado é madeira.
E um subproduto proveniente do processo de polpacdo para a obtencdo de celulose
(LAURICHESSE; AVEROUS, 2014). Sdo produzidas anualmente cerca de 50 milhdes de
toneladas como resultado da produc¢ao da celulose (MAHMOOD et al.,, 2016). Dentre os
polimeros naturais, a lignina é o segundo mais abundante, consistindo entre 15% a 40%

da parece celular dos vegetais (CHEON et al.,, 2019).

A lignina estd presente nos tecidos de angiospermas, gimnospermas e tecidos
vasculares. E um biopolimero tridimensional complexo e desordenado que possui uma
variedade ampla na sua composicdo estrutural, seja em espécies diferentes ou mesmo
entre uma mesma espécie (DARMAWAN et al, 2016; MAHMOOD et al, 2016). Sua
importancia nos materiais vegetais esta na protecdo da parede celular contra
microrganismos nocivos, resisténcia mecanica, além de fornecer metabdlitos, dgua e

micronutrientes (CHEON et al., 2019).

A lignina é um copolimero cuja estrutura é formada por mondmeros
fenilpropandides advindos, principalmente, de trés precursores aromaticos alcodlicos: os
alcoois trans-coniferilicos, trans-p-cumarilicos e trans-sinapilico. Através da reacao via
condensacdo desisdrogenativa, sdo formadas subestruturas fenolicas, siringila, guaiacila
e p-hidroxifenila. A estrutura da lignina ndo é a mesma em todas as biomassas pois,
dependendo da espécie, hda uma produgdo de lignina com predominancia de unidades
fendlicas diferentes, impactando o processo de extracdo (YANG et al, 2019; ZHANG;
HENRIKSSON; GELLERSTEDT, 2003). A Figura 8 mostra os precursores principais da

lignina e suas estruturas.
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Figura 8: Os precursores principais da lignina e suas estruturas. Fonte: O Autor.
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Devido as diferentes proporgdes de lignina nas biomassas presentes na natureza
foi necessario construir e adaptar diferentes métodos de extragdo ao longo do tempo, e os
mais comuns sdo os métodos que degradam a macromolécula gerando fracoes insoluveis
e soluveis de lignina. Apesar das diversas metodologias presentes na literatura, ainda nao
foi possivel obter lignina extraida nas mesmas condi¢des estruturais das isoladas nas
biomassas, pois durante o processo de extracdo sao causados efeitos severos em sua
estrutura que anteriormente estava em equilibrio com os demais componentes da parede

celular.

0 método mais utilizado para a determinagdo do teor da lignina é o Klason. Nesta
metodologia ocorrem duas etapas de extracdo da lignina. Na primeira, o material
lignoceluldsico é imerso em uma solucdo de acido sulfarico 72% a temperatura ambiente
e, na etapa seguinte, a mistura resultante é diluida a 3% seguido de um processo térmico.
Ao fim do processo, é obtida a lignina insoluvel e soluvel. A lignina insoluvel é neutralizada
e seca, sendo possivel calcular o seu teor. Ja o teor da lignina soltvel é obtido através do
método espectroscopico na regido do UV-vis absorvendo radiacdo em 280 cm-1. Ao obter
o teor de lignina soluvel e o teor de lignina insoluvel é possivel determinar o teor de

lignina total presente no material lignoceluldsico (MORAIS; ROSA; MARCONCINI, 2010).

Devido a lignina ser um subproduto abundante na indudstria do papel com pouco
valor agregado, algumas pesquisas vém sendo realizadas visando aplica¢des alternativas
deste material. O método de aplicagdo mais recorrente é o uso da lignina como
combustivel para aquecimento de caldeiras, porém essa ndo é a solucao ideal para o
reaproveitamento deste residuo, uma vez que o material degrada em temperaturas baixas
quando comparadas a outros materiais, além do baixo rendimento energético (CHEON et
al,2019; SHELDON etal., 2012; ZHU; LI; CHEN, 2019). Apesar das dificuldades de agregar
valor nas aplicacOes da lignina, € interessante a continuidade de pesquisas pois 0 mesmo
possui propriedades interessantes no seu estado in natura. Algumas alternativas estdo
sendo exploradas nos udltimos anos, tais como o inicio da producdo de catalisadores
derivados de lignina para sinteses quimicamente sustentaveis (ZHU; LI; CHEN, 2019).
Devido a sua coloragdo marrom, apds as extragdes convencionais, é praticamente inviavel

aplicagdes envolvendo biofarmacos, porém uma vez contornada essa problematica as
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propriedades antioxidante e antimicrobiana possibilitam sua aplicacao (CHEON et al,

2019; ROOPAN, 2017).

4 METODOLOGIA

A Figura 9 resume as etapas realizadas. A primeira foi referente a extragdo e
caracterizacdo do Oleo essencial, enquanto o segundo baseou-se na extracdo e

caracterizagao da holocelulose.

‘ Folhas de Piper hispidum ‘

‘ Pré-tratamento ‘

‘ Extracio de oleo essencial ‘

/+ Cinética Quimica
* Rendimento
* Densidade
- CG-EM
* FTIR
+ Indicede Refracao

Figura 9: Representacdo esquematica da etapa de extracdo e caracterizacdo do 6leo essencial. Fonte: O
Autor.

4.1 Pré-tratamento das Folhas in natura da P. hispidum

A coleta das folhas da espécie P. hispidum foi realizada na Universidade Federal do
Amazonas (UFAM) no primeiro semestre de 2019 as 16h30min. A identificagao botanica
foi realizada no herbario da UFAM através do voucher referente a P. hispidum. As folhas

coletadas foram lavadas com agua corrente para a retirada de impurezas superficiais e,
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em seguida, com agua destilada. Em seguida, foram secas em estufa com circulacao
forcada de ar, produzindo uma atmosfera de 50% de umidade relativa a 45 °C por 48 h.

Ao fim da secagem, as folhas foram trituradas mecanicamente.

4.2  Extracio de Oleo Essencial

O oleo essencial da P. hispidum foi extraido utilizando-se o sistema de
hidrodestilacao tipo Clevenger modificado, por 4 h a 75 °C (Figura 10). Foram utilizados
130 g de folhas secas e trituradas inseridas em um baldo volumétrico de 2 L. O 6leo

essencial foi tratado com sulfato de sddio anidro para a remocgao de agua residual.

Figura 10: Sistema de hidrodestilagdo Clevenger em funcionamento. Fonte: O Autor.

4.3 Caracterizacio do Oleo Essencial

4.3.1 Densidade

O calculo da densidade do 6leo essencial foi estimado utilizando-se a Equacgao 1.
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My—my Eq.1
my{—m

Densidade =

O método abordado para o calculo de densidade foi baseado na aplicacdo de
capilares a 25°C. Foi utilizado um tubo capilar seco preenchido com agua destilada e com
massa previamente determinada (m:). Um segundo tubo capilar foi preenchido com éleo
essencial e teve sua massa determinada (mz) para obter a diferenca de massa do capilar

cheio e vazio (m) (PERRY et al.,, 1997).

4.3.2 Rendimento

0 rendimento do 6leo essencial foi estimado utilizando-se a Equacao 2.

Massagieo

Rendimento (%) = x 100 Eq.2

Massagoina

4.3.3 Indice de Refracdo

O indice de refracao do 6leo essencial foi medido a 25° C em um refratometro de
bancada ABBE modelo DR-Al. Uma gota do dleo essencial foi depositada na superficie do

cristal para posterior leitura.

4.3.4 Cinética Quimica

O tempo 6timo de extracdo do 6leo essencial foi avaliado a partir do volume
extraido ao longo do tempo, observando o inicio da formagao da primeira gota do dleo
essencial extraido e o tempo em que houve uma pausa na variacao de volume do 6leo

essencial.

4.3.5 Caracterizagdo Quimica dos Oleos Essenciais por Cromatografia Gasosa Acoplada a

Espectrometria de Massas (CG-EM)
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A caracterizacao quimica do 6leo essencial foi realizada por CG-EM utilizando-se
uma coluna DB5-MS. O gas utilizado como arraste foi o gas hélio em um fluxo de 1,0 mL
min-1. A temperatura do injetor foi de 240 °C, com temperatura inicial do forno de 60 °C,
mantida em isoterma por 2 min, seguida por uma rampa de temperatura a 3 °C min-! até
250 °C, e por outra rampa a 10 °C min-! até 290 °C, mantendo-se em condi¢do isoterma
por 5 min. As analises foram realizadas em triplicata e os resultados expressos pela média
da porcentagem de area normalizada relativa dos picos cromatograficos.

A anadlise GC-DIC foi realizada utilizando um instrumento Shimadzu ™ GC2010-FID
equipado com um detector de ionizacdo de chama (DIC) e uma coluna capilar de silica
fundida DB-5 (0,25 mm x 30 m, 0,25 um de espessura de revestimento). As condi¢oes
operacionais foram as seguintes: as temperaturas do injetor e do detector foram de 250
°C e 290 °C, respectivamente; hélio foi usado como gas carreador a uma taxa de 1,0 mL
min-1; a coluna foi aquecida de 60 °C a 250 °C com uma taxa de 3 °C min-1. A relagdo de
divisdo foi de 1:10. A analise GC-EM foi realizada em um instrumento Shimadzu ™ GCMS-
QP2010 e a mesma coluna foi utilizada para a analise CG-DIC. As condi¢des operacionais

foram as mesmas do GC-DIC. O perfil foi obtido em 70 eV no intervalo de 32 Da a 420 Da.

4.4 Caracterizacdo Fisico-quimica das Folhas da P. hispidum e da Holocelulose

Extraida

[ Biomassa residual ]

. ] ‘ Extracdo d terizaci imic
[Rendlmento Xlragao da ] [ Caracteriza¢ao Quimica ]

Holocelulose
I % Lignina
% Celulose
( pRx | [ FTR |

% Soluveis em ] —[ % Holocelulose ]
Agua Fria J | |
[ % Extrativos ] [ MEV ]

Figura 11: Representacdo esquematica das etapas de extragdo e caracterizacdo das folhas in natura e
holocelulose. Fonte: O Autor.


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/flame-ionization
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/injectors
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4.4.1 Extragdo da Holocelulose

A extracdo da holocelulose foi realizada apés a extracdo do 6leo essencial das
folhas in natura da P. hispidum. Foram utilizadas 73,0 g da biomassa resultante do
procedimento de extracdo do dleo essencial. Uma vez que o processo de hidrodestilacao
utilizou apenas 4gua como solvente a 80 °C, tornou-se desnecessaria a limpeza da amostra
a quente. O pré-tratamento da biomassa foi concluido apés a lavagem da mesma em uma

solugdo de alcool etilico e acetona 95:5 (v/v) por 1 h sob refluxo.

A metodologia para a extracdo da holocelulose foi realizada empregando-se um
tratamento quimico na biomassa. Foi preparada uma solu¢do 5% NaOH. Em seguida, 73,0
g de amostra foi imersa nesta solugdo em um erlenmeyer de 1 L a 80 °C por 2 h sob
agitacao (BHATNAGAR; SAIN, 2005; TAMILSELVI et al, 2019). O procedimento foi
realizado por 6 h, consistindo em trés repeticdes do mesmo procedimento. Ao fim desta
etapa, a amostra foi neutralizada através de lavagem com agua destilada. Em seguida, a

amostra foi seca em estufa a 45 °C.

A etapa final para obtencdo da holocelulose consistiu no branqueamento da
amostra resultante apds o procedimento alcalino. A amostra foi inserida em um
erlenmeyer de 2 L contento 1,0 g de clorito de sodio, 1,0 mL de acido acético glacial e 100
mL de agua destilada para cada 3 g de amostra (CAMPBELL; KIM; KOCH, 2007;
TAMILSELVI et al., 2019). O procedimento foi realizado a 70 °C sob agitacdo magnética e
repetido trés vezes a cada 1 h, em triplicata. A amostra foi neutralizada com agua destilada

e seca em estufa a 45 °C.

A etapa anterior foi adaptada na tentativa de retirar impurezas ainda
remanescentes. O branqueamento da amostra resultante apds o procedimento alcalino foi
realizado em triplicata. A amostra foi inserida em um erlenmeyer de 2 L contento 2,0 g de
clorito de sédio, 1,0 mL de acido acético glacial e 100 mL de agua destilada paracada 3 g
de amostra a temperatura ambiente (CAMPBELL; KIM; KOCH, 2007; TAMILSELVI et al.,
2019). O procedimento foi realizado por 48 h, onde o fornecimento dos reagentes
(levando em consideracdo a proporg¢do reagente/amostra descrito anteriormente) foi
repetido trés vezes em intervalos de 1 h. Apos 3 h, o procedimento continuou sob agitacao
mecanica até o fim do tempo estipulado. Entdo, a amostra foi neutralizada com agua

destilada e seca em estufa a 45 °C.
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4.4.2 Caracterizagdo Quimica

4.4.2.1 Determinagdo do Teor de Umidade (%TU)

A determina¢do do teor de umidade (%TU) foi realizada utilizando-se um
analisador de umidade modelo i-Thermo 163 L com lampada alégena (Figura 12). As
medidas foram realizadas utilizando-se 1,0 g de folhas trituradas e secas num intervalo

de 25°Ca 105 °C.

Figura 12: Balanca para determinacdo de umidade. Fonte: O Autor.

4.4.2.2 Determinagdo do Teor de Cinzas (%TCZ)

Este procedimento teve como finalidade determinar a quantidade de material
inorganico presente na amostra, seja este material proveniente da prépria amostra ou de
um ambiente externo. O procedimento foi realizado adaptando-se a metodologia da
Norma TAPPI T211 om-02 (2002), reduzindo o tempo de caracterizacdo e riscos
envolvidos. Os cadinhos utilizados no procedimento foram aquecidos em mufla Cienlab
por 1ha 600 °C. Em seguida, foram resfriados no dessecador para posterior determinacao
de suas massas. A massa de 2,0 g de folhas trituradas foi depositada nos cadinhos
previamente tarados e, em seguida, carbonizados em folha de amianto em fogao
industrial. O material carbonizado foi aquecido em mufla a 9,6 °C min-1até atingir 600 °C.

Ao atingir a temperatura desejada, o tempo de 3 h foi cronometrado para andlise. Em
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seguida, a amostra foi resfriada em dessecador até a temperatura ambiente, tendo entao

a sua massa aferida.

Figura 13: No lado esquerdo estdo representados os cadinhos com o material organico carbonizado antes
de ser inserido na mufla. No lado direito estd representado a parte frontal da mufla utilizada. Fonte: O Autor.

Obtendo a massa final da amostra calcinada, o calculo para determinar o teor de
cinzas foi obtido através da Equacdo 3, onde Pc; é a massa da amostra calcinada e P;

representa massa da amostra inicial.

P Eq.3
%TCZ = —= %100 4

l

4.4.2.3 Determinagdo do Teor de Componentes Soliiveis em Agua Fria (%TSAF)

Este procedimento teve como finalidade determinar, em porcentagem, os
componentes da amostra que sao solubilizados em meio aquoso, tais como agucares de
baixa massa molecular, pigmentos, taninos, minerais inorganicos e polissacarideos. Esta
metodologia foi baseada na Norma TAPPI TI m-59 e NBR7988, com adapta¢des. Foram
utilizados 2,0 g de folhas trituradas em uma solug¢ao de agua destilada 1,0 g/100,0 mL sob
agitacdo constante por 48 h. Em seguida, a amostra foi lavada com agua destilada e filtrada
a vacuo para a retirada de materiais soliveis remanescentes. O material resultante da
lavagem foi seco em estufa a 105 °C até atingir massa constante. Em seguida foi resfriado

em dessecador, tendo entao sua massa aferida.
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Figura 14: Procedimento de agitagdo em temperatura ambiente em funcionamento. Fonte: O Autor.

Com o valor da massa final da amostra foi possivel realizar o calculo do %TSAF
através da Equacdo 4, onde P; representa a amostra inicial e Pr é a amostra apds o

procedimento.

PL' - Pf « 100 Eq.4

%TSAF =

4.4.2.4 Determinagdo do Teor de Extrativos

Este procedimento teve como objetivo quantificar os componentes que nao estao
presentes na estrutura da parede celular da amostra e que sdao removidos quando a
mesma entra em contato com solventes polares/apolares. Em geral, os componentes
retirados neste procedimento possuem baixa ou média massas moleculares, tais como
fenois, resinas, glicosideos, acidos e/ou ésteres graxos, ceras, taninos e agucares. O
procedimento foi realizado em triplicata utilizando-se como referéncia a Norma TAPPI

204 cm-97 (2007) adaptada para a obtencao do teor de extrativos.

Foram utilizadas 15 g de amostra pré-tratada e inserida no sistema de extracao
Soxhlet (Figura 15). A primeira etapa consistiu na utilizacdao dos solventes hexano/etanol
(2:1) que foram aquecidos até a temperatura de ebulicdo. Este procedimento teve duragao
de 6 h. Na segunda etapa o solvente utilizado foi apenas o etanol, e o procedimento foi
realizado nas mesmas condi¢des do procedimento anterior, mudando apenas o tempo de
duracao que foi de 4 h continuas. A terceira etapa de extracao consistiu na utilizacao de
agua destilada como solvente, onde a amostra foi imersa em banho maria a 100 °C por 1
h. Em seguida, a amostra resultante foi levada a estufa a (105 = 5) °C e resfriada em

dessecador a temperatura ambiente para posterior afericio de massa.
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Figura 15: Sistema de extragdo soxhlet em funcionamento. Fonte: O Autor.

O calculo do teor de extrativos foi realizado utilizando a Equac¢ao 5, onde P; é a

massa inicial pré-tratada e Pe é a massa final ao fim do procedimento.

Pi - Pe «100 Eq. 5

%TE =

4.4.2.5 Determinagdo do Teor de Lignina (%TL)

A metodologia utilizada para a determinacdo do teor de lignina insolivel presente
na parede celular das folhas da P. hispidum foi baseada na Norma TAPPI T 222 om-22
(2006), com adaptagdes. A massa de 1,0 g de amostra resultante dos processos de
extracdo feitos anteriormente foi adicionada a 17 mL de &cido sulfiirico. A mistura
resultante ficou sob agitacdo mecanica por 3 h a temperatura ambiente. Em seguida,
foram adicionados 425 mL de dgua destilada na mistura para diluicdo de acido sulfirico

a 4%. A mistura foi inserida em um sistema de refluxo por 4 h.

Para a obtengao do valor de lignina insoluvel presente na amostra sem extrativos
(Figura 16), foi realizada a filtragem em funil sinterizado. O material retido foi levado a
estufaa (105 £ 5) °C e resfriado em dessecador a temperatura ambiente para, em seguida,

realizar a pesagem. Este procedimento foi realizado em triplicata.
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.

Figura 16: Sistema de extracao de lignina. Fonte: O Autor.

A obtencgdo do teor de lignina insoltvel foi realizada através da Equagao 6, onde
Pii é a massa obtida ao final do procedimento, enquanto P; é a massa inicial da amostra

sem extrativos.

Pl Eq. 6
%TL = 2t 100

l

4.4.2.6 Determinagdo do Teor de Holocelulose (%THL)

A holocelulose é composta por carboidratos presentes na parece celular dos
materiais vegetais presentes na natureza, dentre eles estdo as cadeias de celulose e a
hemicelulose. Para determinar o teor de holocelulose foi realizado um processo oxidativo
em meio acido para eliminar a lignina presente na amostra através da adaptacao da
Norma TAPPI T223 cm-01 (2001). Foram utilizados 3,0 g de amostra sem extrativos,
inseridas em um erlenmeyer com 120 mL de agua destilada. Para acidificar o meio
reacional foi utilizado 0,1 mL de acido acético e 2,5 g de clorito de sédio para realizar a
oxidacdo da lignina. A reacdo ocorreu a 70 °C por 3 h sob agitacdo mecanica. A mesma
quantidade de acido acético e clorito de sodio foi depositada mais duas vezes em um
intervalo de 1 h, totalizando 3 h de reacao oxidativa. Ap6s o fim do procedimento inicial,

o sistema foi resfriado a 10 °C em um banho de gelo por 30 min, e o material resultante
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foi filtrado e lavado até o pH do material e da agua se aproximarem. Ao atingir a

neutralidade, o material foi lavado com acetona e etanol.

Em seguida, a amostra foi seca em estufa a 90 °C até atingir massa constante e, em
seguida, foi resfriada em um dessecador. A Equacao 7 foi utilizada para determinar o teor
de holocelulose, onde P;i é a massa inicial da amostra sem extrativos e Pn é a massa final

da amostra oxidada e livre de lignina.

P Eq.7
%THL=§*100 q

i

4.4.2.7 Determinagdo do Teor de Celulose (%TC)

A determinacgao do teor de celulose foi realizada em triplicata e baseada na Norma
TAPPIT203 cm-99 (1999), utilizando-se 1,0 g de amostra sem extrativos imersa em uma
solucao de 50 mL de acido nitrico e acido acético, a qual foi preparada utilizando 73 mL
de acido acético e 9 mL de acido nitrico, e completada com agua destilada até atingir 100
mL. A mistura composta pela amostra e solventes foi inserida num sistema de refluxo e
banho mariaa 100 °C (Figura 17). Atingida a ebulicdo, foram cronometrados 30 min para
completar a reagdo, e entdo a mistura foi resfriada em temperatura ambiente e filtrada
com funil sinterizado a vacuo. Por fim, a celulose resultante do procedimento foi lavada
com 500 mL de 4gua destilada e 25 mL de etanol. Apds alavagem, a amostra ainda inserida
no funil foi levada a estufa para secagem até massa constante a 90 °C e entdo resfriada até

atingir a temperatura ambiente, em um dessecador.
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Figura 17: Sistema de extragdo de celulose. Fonte: O Autor.

Para a determinacdo do teor de celulose foi utilizada a Equacao 8, onde P; é a
massa inicial da amostra sem extrativos e Pc é a massa resultante da celulose ao finalizado

o procedimento.

P Eq. 8
%TC = =100 1

l

4.4.2.8 Determinagdo do Teor de Hemicelulose (% THEM)

A determinacdo do teor de hemicelulose (Equacgao 9) se deu pela subtracdo dos
teores de celulose e holocelulose encontrados anteriormente. Essa determinacao é
possivel devido a holocelulose possuir teores tanto de celulose quanto de hemicelulose,

tornando-se possivel estimar o teor de hemicelulose indiretamente.

%THEM = %THL — TC% Eq.9

4.4.3 Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

Os espectros de FTIR, na faixa de 4000 a 400 cm-1, foram obtidos no laboratério
HUB Tecnologia e Informacdo (UEA) utilizando-se o espectrofotometro Shimadzu-IR

Prestige-21, em temperatura ambiente.

4.4.4 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

A andlise microestrutural das folhas in natura de P. hispidum e da holocelulose
extraida e liofilizada foi realizada por Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) no

Laboratério Tematico de Microscopia Optica e Eletronica do Instituto Nacional de
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Pesquisas da Amazonia (INPA). As amostras foram inseridas em fitas de carbono e

recobertas por uma fina camada de ouro. As imagens foram obtidas a 25°C.

4.4.5 Difragdo de Raios X (DRX)

Os padroes de DRX foram obtidos utilizando-se um difratdbmetro Empyrean,
operando com 40 kV, 40 mA e radiacio de CuKa (A = 1,5406 A). Os dados foram coletados

utilizando passo de 0,03° e 3s/passo no intervalo de 10° a 60° em 26.

5 RESULTADOS

Os resultados obtidos estao divididos conforme o diagrama da Figura 18.

Folhas de Fiper hispidiim

Extracio de oleo essencial * Cineticade Extracio
T + Indice de Refragéio
+ Densidade

+  Caracterizaciio Quimica | - Biomassa Residual [ « FRendimento
+ Difracdo de Raio X T - COEM

+ MEV

+ FTIR Extragiio de Holocelulose

Figura 18: Representacdo esquematica das técnicas utilizadas para caracterizacdo dos materiais obtidos.
Fonte: O Autor.

A ordem das extracgdes e a caracterizacdes dos materiais foram guiadas de acordo
com as caracteristicas das amostras. Sendo assim, apos a coleta das folhas in natura e

extracdo do 6leo essencial, a biomassa residual foi tratada como prioridade devido a sua
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suscetibilidade a degradacdo, enquanto o dleo essencial foi armazenado a -18°C para

evitar oxidag¢do ou volatilizacgao.

5.1 Caracterizacdes Fisicas do Oleo Essencial in natura

51.1 Rendimento, Densidade, Indice de Refragdo e Cinética Quimica

O processo de hidrodestilacdo do 6leo essencial foi realizado por 4 h, e a cinética
de extragdo foi determinada e representada pela Figura 19. E possivel observar o inicio
da condensacdo em 0,25 h, e o tempo 6timo de extracdo apés 3,5 h. O indice de refracao

do 6leo essencial foi estimado em (1,49 £ 0,01) e a densidade calculada foi de (0,86 + 0,01)

gcm3,

1.0 @ Cinética de Extracao | ° °
o
0,8 ) Tempo 6timo de extragdo
o
_EI 0,6 [*)
@
e o
=
g 0,4 - )
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Figura 19: Cinética de extracao do 6leo essencial evidenciando o volume (mL) de 6leo essencial extraido
com relagdo ao tempo (h) de extracdo. Fonte: O Autor.

O rendimento de 6leo essencial (% m/m) foi de 1,2 %. Este valor se encontra acima

do intervalo de rendimentos maximos encontrados na literatura. Os rendimentos
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relatados variam de 0,1 a 0,3 %, pois ocorrem influéncias diretas das condi¢des de cultivo
e do periodo de desenvolvimento, além do procedimento de extracdao (BARDELLI;
KIRIZAWA; SOUSA, 2008; POTZERNHEIM; BIZZO; VIEIRA, 2006; SIMEONE et al, 2011).
Os componentes volateis aumentam em temperaturas mais altas e em periodos secos,
entre agosto e novembro, explicando o elevado rendimento. Levando em consideragao o
horario da coleta, as 16h30min, o rendimento superior ao esperado pode ser explicado

devido a reducdo da temperatura, aumentando a concentragdo de constituintes quimicos.

5.1.2 Caracterizacdo Quimica do Oleo Essencial por Cromatografia Gasosa Acoplada a

Espectrometria de Massas (CG-EM)

De acordo com a caracteriza¢do do 6leo essencial da espécie P. hispidum mostrada
na Tabela 1 foram identificados 23 constituintes. Dentre eles, 70,3% sao monoterpenos
hidrocarbonetos, 0,7%  monoterpenos oxigenados, 19,5%  sesquiterpenos
hidrocarbonetos e 3,9% sdo sesquiterpenos oxigenados. Os constituintes majoritarios

identificados foram y-terpineno, a-terpineno e terpinoleno, totalizando 59,1%.

Tabela 1: Constituintes quimicos de 6leo essencial da espécie P. hispidum.

Piper hispidum
IRcat  IRuit Substancia Foérmula A%
925 921 tricicleno C1o0H1e6 0,3
932 932 a-pineno C10H1e 1,1
976 974 pB-pineno Cio0H16 0,8
985 981  6-metil-5-heten-2-ona CsH140 0,7
990 988 mirceno C1o0H1s 1,5
1005 1002 a-felandreno C1o0H1s 0,6
1010 1008 0-3-careno C1o0H1s 0,3
1016 1014 a-terpineno C1o0H1s 17,0
1023 1020 p-cimeno C1o0H1s 53
1027 1025 p-felandreno C1o0H1s 1,3
1058 1054 y-terpineno Cio0H16 34,1

1088 1086 terpinoleno C1o0H1s 8,0
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1373 1374 a-copaeno CisH24 0,3
1416 1417 (E)-p-cariofileno C1sH24 3,9
1435 1439 aromadendreno C1sH24 1,0
1449 1452 a-humuleno CisH24 0,3
1472 1476 p-chamigreno C1sH24 1,0
1482 1489 p-selineno CisH24 5,6
1491 1498 a-selineno CisH24 6,3
1497 1500 a-muuroleno CisH24 0,3
1521 1522 o0-cadineno CisH24 0,8
1637 1638 epi-a-cadinol C15H260 0,7
1650 1658 selin-11-en-4-ol C15H260 3,2
Total Identificados 944

Alguns dos constituintes quimicos presentes no cromatograma sao reportados em
literatura apresentando atividade biolégica. (DA SILVA et al., 2014) utilizaram espécies
de Piper, incluindo a P. hispidum, obtidas na Amazonia, para avaliar atividades citotodxicas,
antifingicas, antioxidantes e anticolinesterasicas. Todos os 0leos extraidos das diferentes
espécies apresentaram atividades bioldgicas, e dentre os constituintes caracterizados
estavam 6-3-careno (9,1%), a-copaeno (7,3%), f-cariofileno (10,5%), a-humuleno (9,5%)
e [-sileneno (5,1%). (EL-AKHAL et al, 2014) observaram que os constituintes
majoritarios da espécie Origanum majorana (Lamiaceae) foram 4-terpineno (28,9%), y-
terpineno (18,6%) e a-terpineno (12,7%). Foram realizados ensaios larvicidas para
avaliar o potencial do 6leo essencial frente a espécie Culex pipiens e foram obtidas
concentracgoes letais CLso e CLoo, respectivamente, de 258,7 ug mL1 e 580,4 pg mL1.
(SANCHEZ PEREZ et al., 2014) avaliaram o potencial do éleo essencial da P. hispidum no
controle de bactérias patogénicas de plantas apresentando atividade antibacteriana
contra X. campestris e X. albilineans. A composicao do 6leo essencial indicou 101
componentes, dentre eles o -pineno (8,2%), a-pineno (4,8%), y-terpineno (0,16%) e a-
humuleno (0,15%). (ZHU; TIAN, 2011) avaliaram a eficacia do 6leo essencial extraido da

Blumea martiniana contra Anopheles anthropophagus e observaram atividades larvicidas
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com CLso préximo a 46,9-29,2 pg mL-1. Dentre os constituintes caracterizados estavam o

linalol (10.4%), germacreno (9,1%), borneol (6,2%) e y-terpineno (5,4%).

5.1.3 Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

Foram obtidos espectros de FTIR do 6leo essencial extraido das folhas da espécie
P. hispidum com objetivo de conhecer o perfil das suas fun¢des organicas através das

bandas expostas na Figura 20.
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Figura 20: Espectro de FTIR (4000 - 400 cm-!) do bleo essencial extraido das folhas da P. hispidum.

No espectro do 6leo essencial in natura foram observadas bandas em diversos
comprimentos de onda, as quais estao relacionadas aos modos vibracionais das ligacdes
moleculares dos constituintes quimicos do 6leo essencial. As bandas encontradas entre
1500 e 1000 cm1 sdo de complexas descri¢coes. Pelo fato de o 6leo essencial apresentar
uma mistura de componentes, algumas bandas podem estar sobrepostas, o que dificulta
a sua interpretacdo. Por outro lado, a riqueza de grupos funcionais presentes nas
pequenas moléculas dos constituintes dos o6leos essenciais traz dificuldades de

interpretacdo. No entanto, foi possivel encontrar bandas gerais, que descrevem os
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principais grupos funcionais presentes. As bandas intensas presentes em 2962 cm-1, 2930
cm1 e 2873 cm 1 sdo referentes a ligacdo -CH do grupo metileno. A banda em 1649 cm-!
indica a vibracao da ligacdo C=C. A ligacao C-OH é detectada na vibracao em 1442 cm1. O
grupo -CHs e indicado pela banda vibracional em 1380 cm-1. Em 1240 cm-! é referente a
vibragdo das ligagdes C-0-C. Os grupos C-0 e C-H sdo observado nas bandas vibracionais
em 1045 cm? e 945 cm'! (ALEMDAR; SAIN, 2008; KAUSHIK; SINGH, 2011; REN et al.,
2006).

5.2 Holocelulose

5.2.1 Caracterizagdo Quimica

Foram realizados procedimentos baseados nas normas utilizadas para a
caracterizagdo quimica de materiais lignocelulésicos e determinacdao dos teores
percentuais dos componentes presentes na parede celular. Tais normas sdo utilizadas, em
geral, para caracterizar madeiras e madeiras macias e, ao compararmos os teores médios
encontrados neste trabalho com aqueles reportados na literatura, foi observada certa

discrepancia, como mostra a Tabela 2.

Tabela 2: Caracteriza¢do quimica das folhas da P. hispidum

Componente Teores médios Desvio (IBACH, 2012)
(%) Padrao

%TU 10,0 +1,0
%TCZ 7,3 +0,1 0,5
%TSAF 20,0 +5,0
%TE 30,0 +4,0 5,2
%TL 6,0 +1,0 28,8
%TC 4,2 +0,6 44,6
%THEM 18,0 *3,0 30,7
%THL 22,0 +3,0 61,5

Teores médios: %TU = percentual de teor de umidade; %TCZ = percentual de teor de
cinzas; % TSAF = percentual de teor de solilveis em dgua fria; %TE = percentual de teor
de extrativos; %TL = percentual de teor de lignina; %TC = percentual de teor de
celulose; % THEM = percentual de teor de hemicelulose; % THL = percentual de teor de
lignina.
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Deve-se ressaltar a possibilidade dos valores de %TSAF serem afetados pela
lavagem prévia das folhas para posteriores analises. As folhas foram lavadas em agua
corrente para a retirada de possiveis microrganismos. Porém, a mesma foi rapida e
superficial enquanto a determinac¢do de %TSAF durou 48 h. O conhecimento deste teor se
faz necessario devido a lignina ser um polimero complexo que possui grande impacto na
extracdo de celulose, ditando a facilidade da extracdo da mesma. Quanto menor o teor de
lignina na parede celular do material vegetal, mais facil é a remo¢do da hemicelulose e
celulose presentes. Embora a diferenca entre os valores encontrados e o reportado em
literatura seja significativa, é facilmente justificada, pois a amostra utilizada tem como
origem folhas, enquanto os valores reportados na literatura se referem a madeira de
troncos de arvores. Logo é esperado maiores teores dos componentes em sua parede
celular. E possivel também que os teores médios de uma mesma espécie se alterem
quando considerada a composi¢do do solo, sazonalidade e clima (REHINAN; RASHID;
SHAH, 2004). Esse resultado extrapola os 100% quando somados, e pode ter sido
influenciado pela presenc¢a de constituintes ainda nao identificados e ndo totalmente
retirados ao longo do processo de extracdo, interferindo nos resultados obtidos. A
presenca dessa fase considerada como impureza foi verificada pela técnica de DRX e

eliminada conforme sera discutido mais adiante.

5.2.2 Extragdo de Holocelulose

A holocelulose foi extraida a partir da biomassa residual. Ap6s a extracdo do 6leo
essencial, a massa do residuo gerado foi de (73,0 + 2,6) g. A partir dessa quantidade de
biomassa foi realizada a primeira etapa para a extracdo de holocelulose e retirada de
lignina em meio basico. A massa de material obtida apos a eliminacao de lignina foi de
(34,7 £ 1,2) g. Em seguida, foi realizada a segunda etapa, que consistiu na retirada de
lignina residual para o branqueamento da holocelulose, resultando em (11,5 + 0,9) g. O
rendimento total encontrado apés estes procedimentos foi de 14,4%. O rendimento
obtido pode ser considerado alto devido a quantidade de material originalmente presente

da biomassa.
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5.2.3 Difragdo de Raios X (DRX)

Atécnica de DRX foi utilizada, principalmente, para verificar a presenca da celulose
contida na holocelulose extraida da biomassa de rejeito, além da verificagdo do halo nao
cristalino presente no padrao de DRX da holocelulose, referente a hemicelulose. A Figura
21 (a) mostra os padrdes de DRX das folhas in natura da P. hispidum (em preto) e da
holocelulose extraida (em vermelho). Observa-se que o padrdao de DRX das folhas in
natura é constituido por um pico alargado entre 26 = 13 - 30° com picos estreitos
distribuidos ao longo de todo padrao, até aproximadamente 26 = 50°. Esse fato sugere que
existe uma fase de elevada cristalinidade nas folhas. A determina¢ao qualitativa da fase
cristalina que compde este padrao de DRX é complexa, uma vez que os materiais in natura
possuem diversos constituintes cristalinos naturais incorporados em suas estruturas,
como por exemplo os macro e micronutrientes (VYAVAHARE et al, 2019). No entanto,
observa-se que estes picos estreitos presentes no padrdao de DRX das folhas in natura
aparecem em menor quantidade e em menores intensidades no padrao de DRX da
holocelulose (Figura 21(b-d)), mostrando que o método de extracdo proposto foi, em

parte, efetivo.
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Figura 21: Difratogramas de Raios X das folhas da P. hispidum (preto) e da holocelulose extraida
(vermelho).

A Figura 21(b-d) evidencia a diminui¢ao das intensidades dos picos localizados
em 20 = 14,8° e 30,0°. Por outro lado, os picos localizados em 20 = 24,4°, 36,0° e 38,0°
desapareceram no padrdao de DRX da holocelulose. A diminuicdo de intensidade e o
desaparecimento de picos de difracdo do padrao de DRX estdo relacionados com a
eficiéncia do método de extracdo da holocelulose. Observa-se que o método proposto

apresentou eficiéncia moderada de extracdo da holocelulose. Qutra observacao é o

surgimento do padrgo de DRX caraﬁégisti(‘o da ¢elulose (em vermelho) na holpcelulose
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Figura 22: Padrdes de DRX da celulose (a) em p6 adquirida comercialmente e (b) extraida das cascas da X.
sorbifolia através de tratamentos quimicos. Fonte: (Fonséca et al., 2015; Hai & Sugimoto, 2018).

A Figura 22(a) mostra os padroes de DRX da celulose em p6 adquirida
comercialmente da empresa Wako Pure Chemical Industry Ltda., com modificacdo
superficial através da introducao de 3-hexiltiofeno em diferentes concentragdes
(FONSECA et al., 2015), e a Figura 22(b) mostra o padrido de DRX da celulose extraida
das cascas da X. sorbifolia através de tratamentos quimicos convencionais (HAI;

SUGIMOTO, 2018).
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Sabe-se que a hemicelulose e a lignina possuem estrutura ndo cristalina e, entao,
sua contribui¢do no padrdo de DRX pode ser observada através do background abaixo dos
picos de difragdo. Por outro lado, a celulose possui estrutura semicristalina, com picos
bem definidos e localizados em 20 = 16°, 22° e 35°, como mostra a Figura 22 (a-b). Dessa
forma, ao compararmos os difratogramas da folha in natura e da holocelulose extraida, é
possivel observar o surgimento do perfil de DRX caracteristico da celulose. Porém, o
padrao de DRX da holocelulose ainda mostra a presenca de fase(s) cristalina(s) naturais
referentes aos constituintes residuais como, por exemplo, macro e micronutrientes. O
perfil da celulose no padrao de DRX, embora mascarado, apresenta os dois picos
caracteristicos, dos trés comumente reportados na literatura (FRENCH, 2014;
MELIKOGLU; BILEK; CESUR, 2019). O terceiro pico, que deveria aparecer em torno de 26

= 35°, ainda esta mascarado pelas impurezas residuais que permanecem no material.

Dessa forma, a pr6xima etapa desta analise consistiu em uma nova adaptacao desta
mesma metodologia afim de modificar alguns parametros, tais como a concentracdo de
clorito de sédio, temperatura e tempo de procedimento, utilizados na etapa final, para
verificar o impacto na redugao das impurezas residuais apresentadas nos difratogramas
anteriores. Ao mudarmos os parametros da etapa final de 1g para 2g de clorito de sd6dio
para cada 1g de amostra e a retirada a etapa de aquecimento, porém com o
prolongamento do tempo que antes era totalizado em 3h foi aumentado para 48h no total.

O resultado obtido desta adaptagdo pode ser avaliado na Figura 23.
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Figura 23: Padrdes de DRX das folhas da P. hispidum e da holocelulose tratada por 48 h.

O padrdao de DRX da holocelulose mostrado na Figura 23 é o resultado da
adaptacdo da etapa final na metodologia de extragdo. Ao avaliarmos este difratograma e
compararmos ao difratograma das folhas in natura, podemos concluir o sucesso da
adaptacao uma vez que os picos intensos e estreitos relativos a presenga de impureza nao
sdo mais visualizados. E possivel observar os picos caracteristicos da celulose em 26 = 5-
15°, 16-30° e 35-45° Devido ao desaparecimento dos picos referentes as impurezas
apresentadas nos difratogramas anteriores foi possivel dar continuidade a pesquisa e
utilizar a holocelulose extraida como material para desenvolvimento das pastilhas com

propriedades biodefensivas.

5.2.4 Microscopia Eletrénica de Varredura - MEV

A microscopia eletronica de varredura é uma técnica versatil que possibilita a
observacao das morfologias que constituem os materiais. Aqui, especificamente, foi
possivel avaliar o impacto da metodologia de extracdo da holocelulose através da analise
morfoldgica das folhas secas e do material resultante do processo de extracdo, conforme

mostram as Figuras 24 e 25.

600 pm SEM MAG: 167 x
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Figura 24: Imagens de MEV das folhas pré-tratadas da P. hispidum em diferentes resolucdes.

A Figura 24 (500 um; 167X) mostra a morfologia da folha seca, revelando uma
superficie rugosas, além de poros na superficie lateral (Figura 24(b)) (BHARDWA] et al.,
2018; GANCEDO et al., 2018; SUN et al., 2018). A Figura 24(c) (50 pum; 1,67kX) apresenta
a vista frontal dos estdmatos presentes na folha, dispostos ao longo de uma superficie ndo

plana resultante do procedimento de secagem (GANCEDO et al., 2018).

A partir das imagens do material resultante do processo de extragdo, foi possivel

verificar mudangas significativas em sua morfologia, quando comparada com as folhas

secas (Figura 25).
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Figura 25: Morfologia da holocelulose obtida apds extracdo em diferentes resolucoes.

A Figura 25(a) (500 pum; 167x) mostra uma superficie irregular com diversas
fissuras, indicando a elimina¢do de impurezas que constituem o material (eliminacao
parcial, conforme mostrou os dados de DRX), expondo as cadeias de celulose e
hemicelulose (PHINICHKA; KAENTHONG, 2018; WANG et al., 2018). Esta exposicao esta
relacionada com a formacao de fibras, conforme observado na Figura 25(c). Tais fibras
podem ser formadas pelo entrelagamento entre os constituintes celulose e hemicelulose
(PENG et al, 2012). Nao foi possivel observar com clareza a presenca de macro ou

micronutrientes nas imagens observadas, mesmo sendo detectados pela técnica de DRX.

Ap0és a otimizacdo do método de extracdo da holocelulose foram realizadas novas

caracterizac6es morfologicas, como mostra a Figura 26.

Figura 26: Morfologia da holocelulose obtida apés extragao com método otimizado.
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AFigura 26(a) (10 um; 2.50 kX) mostra uma superficie sem padrao organizacional
definido, caracteristica de materiais amorfos. No entanto, ainda é possivel observar a
presenca de fibras de celulose. Ao aumentarmos a resolu¢dao, notou-se que o mesmo
padrao se repetiu na Figura 26b (1 pum; 10 kX). No entanto, as fibras de celulose ficaram
mais nitidamente observadas, estando entrelacadas e camadas de hemicelulose. Dessa
forma, a técnica de MEV permitiu sugerir a presenca das duas fases (celulose e
hemicelulose) no material recuperado da biomassa de rejeito do processo de extracao do
6leo essencial. Esse resultado corroborou com as informagdes obtidas anteriormente pela

técnica de DRX.

5.2.5 A Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

Foram obtidos espectros de FTIR tanto para a folha seca quanto para a

holocelulose extraida, conforme ilustra a Figura 27.
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Figura 27: Espectro de FTIR (4000 - 400 cm1) da folha de P. hispidum e holocelulose extraida.
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Ambos os espectros apresentaram uma banda alongada em 3400 cm-1, indicando
a presenca de grupos hidroxilas referentes as ligacbes de hidrogénio inter- e
intramoleculares e a presenca de umidade na amostra (ALEMDAR; SAIN, 2008; REN et al,,
2006; SHAHABI-GHAHFARROKHI et al, 2015). Porém, como a holocelulose extraida foi
submetida ao processo de liofilizacao, observou-se em seu espectro uma banda mais
definida, corroborando com a retirada parcial da umidade, além da verificacdo de bandas
pouco intensas, as quais sdo atribuidas aos estiramentos dos grupos -OH da celulose
(SHELTAMI et al., 2012; YADAV; SAINI; MAJI, 2017).

A eliminacdo parcial da lignina pelo processo de extracdo foi observada a partir da
diminuicdo das intensidades do ombro localizado em 1730 cm-1, referente a ligagao dos
grupos carboxilicos trans-coniferilicos e trans-p-cumarilico (ALEMDAR; SAIN, 2008; REN
et al., 2006). A banda em 1636 cm! indica, geralmente, a presenca de grupos hidroxilas,
que constituem a estrutura molecular da celulose (KAUSHIK; SINGH, 2011; XIAO; SUN;
SUN, 2001). Observou-se a banda referente a ligacdo glicosidica em 898 cm-, a qual
tornou-se mais definida apds o processo de extracdo, indicando a exposi¢do da celulose e
hemicelulose ao longo da extracao (ALEMDAR; SAIN, 2008; REN et al., 2006; XIAO; SUN;
SUN, 2001). O mesmo aconteceu para as bandas em 1162 cm! e 1116 cm-! indicando,
respectivamente, o estiramento assimétrico do grupo C1-0O-C5 e C-O presentes nas
cadeias laterais das arabinoxilanas e cadeias de celulose (REN et al., 2006). As bandas em
1420 cm e 1380 cm-! apontaram os estiramentos de CH2 e O-H presentes na estrutura
molecular da celulose (ALEMDAR; SAIN, 2008; XIAO; SUN; SUN, 2001). Em 1320 cm! a
celulose foi observada a partir do estiramento CHz no C-6 das unidades de glicose (REN
et al, 2006). A presenca da celulose e lignina também foi apontada em 2920 cm,
indicando os estiramentos C-H presentes em suas estruturas. As bandas entre 1540 e
1420 cm! sdo referentes as vibragdes aromaticas presentes na lignina da folha seca, as
quais tiveram suas intensidades reduzidas apos o processo de extracao (ALEMDAR; SAIN,

2008; KAUSHIK; SINGH, 2011; REN et al,, 2006).
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CAPITULO 2 - Microencapsulacio do Oleo Essencial

6 REVISAO BIBLIOGRAFICA

6.1 Microencapsulacao

A encapsulagao é um procedimento que esta correlacionado a duas fases, uma
interna (core) e uma externa (shell). A fase interna esta relacionada ao material que
devera ser encapsulado, geralmente um ativo (MARISA RIBEIRO; ESTEVINHO; ROCHA,
2019). A fase externa é referente ao material que ird encapsular a fase interna, conhecida
como material de transporte, agente encapsulante, material de parede ou agente
carreador. Uma vez formado o sistema encapsulado, temos como resultados micro ou
nanocapsulas. Particulas formadas que tenham tamanho médio entre 10 a 1000 nm sao
denominadas como nanocapsulas, enquanto particulas com tamanho médio entre 1 a

1000 um sdo denominadas microcdpsulas (NASRI et al., 2020; RAZA et al., 2020).

As microparticulas sdo divididas em dois tipos devido as suas caracteristicas
internas e morfologicas: microcdpsulas e microesferas. As microesferas podem ter as

substancias ativas encapsuladas e adsorvidas tanto no interior da particula quanto na
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parede da mesma. As microcapsulas podem ser mononucleares, quando constituidas por
uma particula simples, ou polinucleares, quando existe um grupo de particulas no interior
das particulas revestidas. Para formacao de microparticulas sao usados materiais
conhecidos como agentes encapsulantes, tais como: naturais (isolado protéico, gelatina,
cera, sacarose e quitosana), semissintéticos (derivados de celulose e glicerol, gliceril
mono ou dipalmitato) e sintéticos (polimeros de acido acrilico e copolimeros) (YE;
GEORGES; SELOMULYA, 2018). Algumas caracteristicas importantes no momento de
decidir quais materiais utilizar como agente encapsulante sdo baixa viscosidade a
temperaturas elevadas, facil manuseio, baixa higroscopicidade, boas caracteristicas
organolépticas, baixo custo e facil acesso (RAZA et al, 2020). Quanto aos agentes
encapsulados, sdo utilizados comumente para microencapsulacdo vitaminas, corantes,
farmacos, extratos e Oleos essenciais que possuam alguma atividade biologica de

interesse (RAZA et al., 2020).

O principal motivo de realizar o processo de microencapsulacdo é a protecdo do
ativo encapsulado, prolongando sua vida udtil e armazenamento. Quanto ao encapsulado,
o agente ativo é protegido de tal forma que evita a volatilizacao e oxidagao, efeitos que
sofreriam quando expostos em outras condi¢des. Outra vantagem importante da
microencapsulagdo é o controle da liberacdo do ativo ao longo do tempo, permitindo

diversas aplicagdes (NASRI et al.,, 2020; OZKAN et al, 2019; RAZA et al., 2020).

Os métodos para realizar a microencapsulacao sao diversos. Além disso, a escolha
dos agentes encapsulantes e ativo afetam diretamente a estabilidade, funcionalidade e
estrutura das microparticulas. Os métodos mais utilizados na literatura sao divididos

conforma e a Tabela 3:

Tabela 3: Métodos disponiveis na literatura para microencapsulagdo (JYOTHI et al., 2010; LUCAS et al,
2020; MAULIDNA et al., 2020; OZKAN et al., 2019; TARONE; CAZARIN; MAROSTICA JUNIOR, 2020).

Métodos de Microencapsulac¢io

Métodos Fisicos Métodos Fisico- Métodos Quimicos
Quimicos
Spray drying, Pan coating, Separacao de fases, Inclusdao molecular e
Leito fluidizado e Extrusdo  Emulsificacdo seguida polimerizacdo
centrifuga com multiplos da evaporacao do

orificios solvente
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6.2 Soro Proteico

A industria de laticinios geralmente tem como subproduto o soro do leite, sendo a
parte aquosa da coagula¢do que ocorre durante a producdo de queijo e caseina. E um
liquido opaco de coloragdo amarelada (GUIMARAES; TEIXEIRA; DOMINGUES, 2010). O
soro do leite possui um alto grau de substancias organicas presentes em sua composic¢ao,
sendo caracterizado como um poluente de 4gua devido a demanda bioldgica de oxigénio
(PRAZERES; CARVALHO; RIVAS, 2012). Com o objetivo de evitar o descarte deste material

ha um amplo desenvolvimento em aplicacdes na industria alimenticia.

O soro do leite contém cerca de 20% das proteinas totais do leite bovino. As duas
principais fra¢des proteicas do soro do leite sdao a f-lactoglobulina e a-lactoalbumina,
contidas em maior concentracdo e constituem, aproximadamente, 70% das proteinas
totais do soro (ATRA et al.,, 2005). Em menores quantidades sdo encontradas também
imunoglobulina, glicomacropeptideo, lactoferrina, lisozima e lactoperoxidase
(METSAMUURONEN; NYSTROM, 2009). Existem alguns produtos derivados do leite
disponiveis comercialmente, como o concentrado proteico de soro de leite (Whey Protein
Concentrate - WPC) obtido pela remoc¢do dos constituintes ndo proteicos do soro do leite
formando um produto seco, contendo de 35% até 80% do teor proteico; e o isolado
proteico de soro de leite (Whey Protein Isolate - WPI) que é a forma mais pura das
proteinas de soro do leite e contém entre 80 e 95% de proteinas. 0 WPC e WPI possuem
otima aplicagdes industriais devido a alta solubilidade, ampla faixa de pH,
higroscopicidade e caracteristicas geleificantes (BAUMAN et al., 2006; WANDREY, C,;
BARTKOWIAK, 2010).

Devido as suas propriedades promissoras, o soro de leite é usado como objeto de
estudo em industrias, pois sdo altamente emulsificantes e podem ser aplicados em
microencapsulagdo (BAUMAN et al, 2006). (ZHANG et al, 2020) produziram
microcapsulas a partir de WPI e clorofila através do método de pulverizacao. Foram
utilizadas diferentes proporg¢des de WPI com o intuito de otimizar a solubilidade em agua.
(SHI; LEE, 2020) realizaram a microencapsulacdo da tributirina revestida com WPI

utilizando o método de spray drying, modificando as propriedades do material seco.
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7 METODOLOGIA

7.1Microencapsulacdo contendo Isolado Proteico de Soro de Leite - WPI

Foram pesados 20 g de material de parede (WPI) e hidratado em 75 g de agua
destilada por 12 h. Uma vez hidratado o WPI, foram pesadas 5 g de 6leo essencial da
espécie P. hispidum, e em seguida misturado ao WPI. A mistura resultante foi submetida a
homogeneizagdo em um agitador mecanico ultra Turrax Gehaka (modelo ULTRA DU-15)
por 10 min a 18.000 rpm. Apds a formacdo da emulsdo, a mesma foi armazenada em tubos
plasticos (50 mL) e congelados. Uma vez congelada a emulsdo, o material passou pelo
processo de secagem no por liofilizacdo em um Liofilizador Terroni (modelo Enterprise I)

por 36 h.

7.2 Estabilidade das Emulsoes

A estabilidade da emulsdo formada pela mistura de WPI e 6leo essencial da P.
hispidum foi avaliada para observar em quanto tempo ocorreu desestabilidade indicada
por separacao de fases. O teste foi realizado em triplicata, e as emulsdes foram inseridas
em provetas de 5 mL e armazenadas em capela com baixa luminosidade por 24 h para

observacao.

7.3 Teor de Oleo Superficial e Eficiéncia de Encapsulacio

A estimativa da Eficiéncia de encapsulacdo (EE) do 6leo essencial pelo agente
carreador WPI foi adaptada a partir do método descrito por (BAE; LEE, 2008). Em um
tubo falcon de 15 mL foi inserida 1 g de material microencapsulado e 10 mL de hexano.
Foram realizadas trés lavagens utilizando 10 mL de hexano com a massa de material
microencapsulado constante. Para cada 10 mL de hexano foi aplicado um processo
mecanico no vortex por 2 min. Apds o processo mecanico, a solucao foi retirada e inserida
na placa de Petri. Uma vez finalizada a terceira lavagem e inserg¢do na placa, o solvente foi
evaporado em capela e entdo a placa de Petri foi teve sua massa aferida para a

determinacdo do teor de Oleo superficial. A determinagdo da EE foi realizada pela
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diferenca de massa entre a quantidade total de 6leo utilizado na sintese e o teor de dleo

superficial de acordo com a Equagao 10 (NASRI et al, 2020; ZHANG et al., 2020).

EEy= oT-oL x 100 Eq. 10
oT

onde EE é a eficiéncia de encapsulacao em porcentagem; OL a quantidade de 6leo livre

nos sistemas e OT é a quantidade de 6leo total.

7.4 Higroscopicidade

A higroscopicidade das microparticulas foi determinada de acordo com a
adaptacdo do método proposto por (CAI; CORKE, 2000). Cerca de 1 g em p6 das
microparticulas foram colocadas num recipiente contendo uma solugao saturada de NaCl
(75,29% de humidade relativa), a 25 °C durante 80 h. Em seguida, as amostras tiveram
suas massas aferidas, e a higroscopicidade foi determinada como a massa, em gramas, da

humidade adsorvida.

7.5 Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

Os espectros de FTIR, na faixa de 4000 a 400 cm1, foram obtidos no laboratério
HUB Tecnologia e Informac¢do (UEA) utilizando o espectrofotometro Shimadzu-IR

Prestige-21, em 25°C.

7.6  Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Micrografias das folhas in natura da P. hispidum e da holocelulose extraida e
liofilizada foram obtidas por MEV no Laboratério Tematico de Microscopia Optica e
Eletronica do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia (INPA). As amostras foram
inseridas em fitas de carbono e recobertas por uma fina camada de ouro. As imagens

foram obtidas a 25°C.
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8 RESULTADOS

8.1 Microparticulas Encapsulantes

As emulsdes produzidas para a obtencao das microparticulas tiveram suas
estabilidades testadas em até 24 h, uma vez que esta estabilidade é necessaria até o
congelamento das mesmas para posterior liofilizagdo. A Figura 28 mostra o teste da

estabilidade da emulsdo formada apds o processo mecanico.

Figura 28: Teste da estabilidade da emulsdo formada ap6s o processo mecanico. Fonte: O Autor.

As emulsoes apresentaram boa estabilidade por um periodo de 24 h. Caso as
emulsdes desestabilizassem poderiam ser observados eventos como floculacdo e
sedimentagdo, onde o ativo encapsulado seria liberado e as microparticulas perderiam
sua eficacia apo6s a liofilizacdo. Porém, foi possivel realizar a liofilizagdo com o material

estavel, sendo obtidas as microparticulas mostradas na Figura 29.
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Figura 29: Microparticulas obtidas ap6s a liofilizacdo das emulsdes formadas a partir de WPI e P. hispidum.
Fonte: O Autor.

As microparticulas obtidas apresentam coloracdo amarelada e eram inodoras. Foi
obtido um rendimento de 15,5% das microcapsulas liofilizadas em relacdo a emulsdo

produzida anteriormente.

8.2 Eficiéncia de Encapsulacio e Teor de Oleo Essencial

Apés a producdo da emulsao formada por WPI e 6leo essencial da P. hispidum foi
realizado o procedimento de secagem por liofilizagcdo. Para confirmar o sucesso na
obtencdo das microparticulas e encapsulacdo do ativo foi estimada a eficiéncia de

encapsulacdo e o teor de 6leo superficial, como mostra a Tabela 4.

Tabela 4: Eficiéncia de encapsulagido e teor de dleo superficial das microparticulas de WPI contendo dleo
essencial da espécie P. hispidum.

Amostra EE (%) = DP Teor de OS (g) + DP
Microparticulas 1 98,4 + 0,01 0,0783 £ 0,01
Microparticulas 2 98,2 +0,01 0,0896 + 0,01
Microparticulas 3 99,7 +0,01 0,0124 £ 0,01

EE(%) = eficiéncia de encapsulacdo em porcentagem; OS = 6leo superficial; DP = desvio padrao.

De acordo com a Tabela 4, podemos concluir que todos os sistemas desenvolvidos

apresentaram valores elevados de EE. Este resultado esta relacionado ao baixo teor de



49

6leo superficial, pois quanto maior os valores de EE, menor a quantidade de 6leo ndo
encapsulado. Os valores altos de EE apontaram a eficicia do WPI como agente
encapsulante, além dos valores proximos a 98% indicarem a reprodutibilidade do método
de produg¢do das microparticulas. (ZHANG et al., 2020) realizaram a microencapsulagdo
de clorofila utilizando 15% de WPI como agente encapsulante e obtiveram EE entre
98,34% e 99,76 %. Embora tenham usado 5% a menos na concentracao de WPI, os valores
de EE foram bem préximos aos encontrados neste presente trabalho. (MEHYAR et al.,
2014) realizaram a microencapsulacdo do 6leo essencial de cardamomo utilizando 15%
e 30% de WPI como agente encapsulante e obtiveram EE = 98,5%. Os valores elevados
de EE quando utilizado o WPI como material de parede podem estar relacionados a
algumas regides hidrofébicas em sua estrutura. De acordo com os resultados deste
trabalho e dos resultados dos trabalhos aqui citados, a EE elevada utilizando WPI como
agente encapsulante pode estar relacionada as caracteristicas hidrofébicas do agente
encapsulado. Devido estas caracteristicas ocorre interacdo apolar entre o agente
encapsulado e regides hidrofébicas da proteina que atua como agente encapsulante

(MEHYAR et al.,, 2014; ZHANG et al., 2020).

8.3  Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

A Figura 30 mostra as bandas referentes aos grupos funcionais do WPI.
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Figura 30: Espectros de FTIR das microparticulas de WPI contendo os dleos essenciais da espécie P.
hispidum.

A banda em 1660 cm-! indica o estiramento da vibracdo do grupo -C=0 referente
a amida I. A presenca da amida Il e indicada pela banda em 1540 cm-! referente ao
estiramento da vibragao -N-H, enquanto a amida III é indicada pela banda em 1300 cm-1.
A banda em 1450 cm! indica a presenca da fungdao 6-CHz2. A banda em 1400 cm-! pode ser
referente tanto a funcdao -O0C quanto ao estiramento —CHs. Em 1230 cm-1! é indicada a
presencga do grupo -C-C, e em 1074 cm! o grupo -C-N (TAN; ZHONG; LANGRISH, 2020;
ZHANGetal.,2019,2020). As bandas acima de 3000 cm-! podem ser referentes a presenca
de dgua tanto na atmosfera quanto na amostra devido a sua facilidade em absorver agua,
como também pela presenca de grupos amina caracteristicos do WPI. A presenca de
grupos —-CH foi verificada pela presenca da banda na regido entre 2900 cm1 e 2970 cm-1

(GHALESHAHI; RAJABZADEH, 2020).

8.4 Higroscopicidade

O modelo utilizado para o calculo da higroscopicidade foi o de primeira ordem [q

= ge(1- e’kt)] e, levando em consideragao os valores obtidos de R2 préximos de 1, o ajuste
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foi bem sucedido. Os valores de ge estdo relacionados as umidades absorvidas em

microparticulas no equilibrio (SILVA et al., 2018b).

Tabela 5: Coeficientes para a adsorcdo de agua das microparticulas de WPI a 25 °C em umidade relativa de
75%.

Parametros Microparticulas1 Microparticulas 2

gex DP 7,6 £0,5 1,034 + 0,004
K+ DP 0,083 £ 0,008 17+2
R?+ DP 0,98+0,02 0,98 +0,01

g = quantidade de agua adsorvida no equilibrio; k = constante do modelo.

A Figura 31 mostra o grafico da absorc¢do de agua das microparticulas ao longo do
tempo, sendo possivel observar que as microparticulas apresentaram rapida absorg¢do de
agua nas primeiras 25 h e reducao antes de 35 h. Porém, houve um equilibrio apds 40 h
de experimento. E possivel observar que a curva rapida adsor¢do de 4gua na primeira

hora, com reducao da taxa até o equilibrio (SILVA et al., 2018b).
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Figura 31: Perfil de higroscopicidade de microparticulas a 25 °C e umidade relativa de 75%.

Inicialmente, a absor¢do de umidade ocorreu devido ao preenchimento dos poros
na superficie das microparticulas, enquanto a etapa de reducao da velocidade por volta

de 35 h foi devido a captacdo maxima de dgua nas microparticulas. (SILVA et al., 2018b)
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avaliaram a higroscopicidade, em atmosfera com umidade relativa em 75%, de diferentes
biopolimeros usados como materiais de parede. Foram observados maiores valores de ge
para goma arabica em 21,95 e menores valores para dextrin, 11.67. (PEREYRA-CASTRO
et al, 2018) utilizaram isolado de proteina de soja para encapsular Salvia hispanica e
avaliaram a higroscopicidade do material obtido por diferentes métodos. Foram
observados valores de ge maximo de 14,04 e minimo de 11,29. As caracteristicas das
microparticulas obtidas neste trabalho possuem valores de g menores que os observados
na literatura em condi¢cdes semelhantes. Valores menores de g indicam boas
caracteristicas das microparticulas para armazenamento, tais como tamanho de
particulas, baixa rugosidade e diferenca de porosidade. Por outro lado, valores altos de ge
indicam um provavel intumescimento das microparticulas e aglomeracdo, levando ao
processo de oxidacao lipidica e perda do ativo encapsulado (FERNANDES et al., 2013;
PEREYRA-CASTRO etal, 2018; SILVA et al., 2018b). Valores baixos de ge, como os obtidos
neste trabalho, podem indicar uma prolongacdo de vida ttil do material formado a partir

das microparticulas obtidas, desde que bem armazenadas.

8.5 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A microscopia eletrénica de varredura foi utilizada para observar as morfologias

das microcapsulas formadas. E possivel avaliar a formacdo das microparticulas de WPI

contendo 6leo essencial na Figura 32.

Figura 32: Microcapsulas de WPI com 6leo essencial da P. hispidum encapsulado.
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A Figura 32a (1 pm; 25kX) mostra uma superficie contendo diversas particulas
formadas, porem ha uma variacao em seus formatos e didametros. Esta variagdo pode ser
avaliada de maneira mais precisa na Figura 32b. Nesta, as particulas se dispdem em
diferentes maneiras, algumas possuem regularidade em diametro e estdo isoladas,
enquanto outras possuem didmetros variados e formam pequenos aglomerados. Os
aglomerados formados podem ser resultado da desfiguracdo da amostra visto que a

mesma é formada de material organico pouco resistente a altas temperaturas.

CAPITULO 3 - Avaliacio da Eficiéncia Larvicida das Pastilhas

Contendo Oleo Essencial Encapsulado

9 REVISAO BIBLIOGRAFICA

9.1 Aedes aegypti
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O aumento do desmatamento no Brasil nas ultimas décadas intensificou a
adaptacdo na area urbana de mosquitos vetores de doencas, incluindo a Aedes aegypti. A
Organizagao Mundial de Saude (OMS) aponta o A. aegypti como o principal vetor na
transmissdo da zika, dengue, chikungunya e febre amarela. Esta espécie esta em contato
com mais da metade da populacgdo mundial devido a caracteristica dita como
“oportunista”, pois este vetor se adapta de acordo com as mudancas feitas pelo ser
humano em ambientes naturais. Estas adaptag¢des estdo relacionadas ao acimulo de agua,
tais como fossas sépticas, pocas criadas a partir da chuva, materiais descartados, pratos
sob vasos de plantas, canteiros de obra, calhas e outros. Além disso, o estagio larval pode
ser estendido ou acelerado de acordo com a temperatura da 4gua e o volume disponivel

onde o ovo foi depositado.

O A. aegypti é o principal vetor de transmissdo da dengue. A transmissao do virus
para seres humanos ocorre através de picadas de mosquitos fémeas infectados. Até o
momento ndo ha vacina para combater o virus da dengue. No entanto, é possivel controlar
a reproducao do mosquito e diminuir a densidade populacional da espécie (GUBLER,
2011; KLOWDEN, 2007). Um dos meios comumente utilizados para o controle do
mosquito é o uso de inseticida, e dentre os disponiveis estd o organofosfato temefos
utilizado em programas de saude publica. Embora efetivo, seu uso continuo acarreta na
contribuicdo para o desenvolvimento de cepas resistentes (DIAS; MORAES, 2014;
KONISHI, 2011; POLSON et al, 2011; WORLD HEALTH ORGANIZATION (WHO), 2009).
Uma alternativa para contornar este problema é a utilizacdo de materiais tecnolégicos a
base de produtos naturais que sejam ecoldgicos, sustentaveis, econd0micos e com baixa
toxicidade em mamiferos. Dentre as abordagens disponiveis na literatura estdo os
meétodos de origem botadnica usados no controle de vetores, tais como a utilizagdo de 6leos

essenciais (DIAS; MORAES, 2014).

9.1.1 Ciclo de Vida

O A. aegypti possui um ciclo de vida em quatro etapas: ovo, larva, pupa e adulto.
Cada estagio possui caracteristicas unicas adquiridas devido a sua facilidade em se

adaptar para sobreviver em ambientes adversos. Os fatores que podem afetar os ciclos
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sdo temperatura, disponibilidade de alimentos e quantidade de larvas disponiveis no local

de reproducgao.

Ovo

Larva1

Figura 33: Ciclo da vida do A. aegypti Fonte: http://plagas-urbanas.com/.

9.1.1.1 Ovo

Os ovos do A. aegypti possuem forma alongada, medindo cerca de 0,4 mm. Sao
depositados préximos a agua, em geral na parede do ambiente escolhido para inicio do
ciclo da espécie. Quando depositados, sua coloracdo é embranquecida e escurecem

rapidamente até adquirirem uma cor escura mostra a Figura 34 (SUMAN et al.,, 2011).

Figura 34: Ovos do A. aegypti em meio aquoso. Fonte: http://www.dnpm.gov.br/


http://plagas-urbanas.com/
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Os ovos depositados sdo resistentes a baixa umidade, possuindo capacidade de
resistir em ambientes secos por até 450 dias e eclodem quando em contato com agua.
Devido a resisténcia dos ovos, a espécie pode ser dispersa facilmente, processo conhecido

como dispersao passiva (SUMAN et al., 2011).

9.1.1.2 Larvas

A fase larval do A. aegypti é responsavel pelo periodo de alimentagao e crescimento
da espécie. E uma fase que possui quatro etapas, e o periodo pode variar dependendo das
condi¢des onde se encontra, tais como temperatura, disponibilidade de alimento e
quantidade de larvas no mesmo espaco. Em baixas temperaturas e com alimentos
reduzidos, o quarto estagio pode ser prolongado por semanas antes de entrar no estagio

de pupa.

Figura 35: Larva do A. aegypti em meio aquoso. Fonte: http://www.dnpm.gov.br/

Esta é a fase do ciclo na qual a espécie é mais vulneravel, fato evidenciado pela sua
fotofobia: uma vez em contato com luz, a larva se locomove pra o fundo do ambiente

buscando reftgio.

9.1.1.3 Pupa

A fase de pupa é o estagio de transicdo entre a fase larval e a fase adulta, podendo
ser observada na Figura 36. A espécie nessa fase € bastante resistente, ndo se alimenta e
se mantem na superficie da agua utilizando tubos respiratérios para se manter viva e

facilitar o escape no momento em que entrar na fase adulta.
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Figura 36: Pupa do A. aegypti em meio aquoso. Fonte: http://www.dnpm.gov.br/

9.1.1.4 Adulto

A fase adulta é responsavel pela reproducdo da espécie, dispersao e transmissao
de doencgas, embora a dispersdo da espécie seja mais efetiva nas fases enquanto ovo e
larva, tornando mais eficiente o combate nestas fases. O espécime adulto é bem

caracteristico devido a sua coloragdo escura com faixas brancas, como mostra a Figura

37.

Figura 37: Fase adulta do A. aegypti. Fonte: http://www.dnpm.gov.br/

O macho se distingue da fémea, pois possui antenas plumosas e palpos mais longos.
As fémeas se alimentam de seiva e mais frequentemente de sangue mostrando
preferéncia pelo homem (antropofilia). O A. aegypti adulto pode ficar vivo por até 35 dias

na natureza.
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9.2 Liberacao Controlada

Estudos voltados para producdo de tecnologia envolvendo principios ativos sao
cada vez mais explorados e seu desenvolvimento esta nos diferentes métodos de liberagao

com intuito de melhorar sua precisao e facilitar sua aplicagdo (DARMAWAN et al., 2016).

O sistema convencional de liberacdo de principios ativos pode ser descrito por
drogas em formas de pilulas, onde uma vez ingeridas a concentracdo do ativo aumenta
significativamente. O aumento abrupto da concentragdo pode fugir do nivel de eficicia e
atingir niveis de toxicidade. A variagcdo de concentragdo que ocorre neste sistema podera
levar a concentra¢des que estariam abaixo da necessaria para acao terapéutica. Porém,
em sistemas de liberacdo controlada, a concentracao do ativo atinge o nivel necessario
para sua efetividade e se mantém sem grandes varia¢des na concentracdo. Os estudos
envolvendo farmacos e principios ativos, em geral, utilizam sistemas de liberacdo
controlada com o intuito de otimizar e prolongar sua agao terapéutica ou mesmo liberar

uma concentragdo minima ou maxima (ARIFIN; LEE; WANG, 2006).

Dentre os varios sistemas estudados para liberagcdo controlada estdo os que
possuem matrizes baseadas em ativo/polimero, apresentando 6timos resultados além de
possuirem diversidade em aplicacdes e mecanismos de liberacdo. Os mecanismos de
liberacdo sao diversos e podem variar de acordo com o sistema em que esta sendo
aplicado o produto. Fatores como temperatura, pH, concentragcdo e agitacdo possuem

impacto direto nos resultados da liberacao, podendo alterar o mecanismo de liberacao.

Para entender os mecanismos de liberacdo estao disponiveis alguns modelos
matematicos e cinéticos que auxiliam na previsao de como ocorre a liberagdo dos
principios ativos a partir dos agentes carreadores. A liberacao a base de polimeros pode
ser condicionada por alguns mecanismos, tais como intumescimento da matriz
polimérica, difusdo do ativo através do polimero intumescido e/ou erosdo do polimero. O
intumescimento da matriz polimérica ocorre quando ha um relaxamento das cadeias do
polimero em contato com o meio aquoso (LOPES; LOBO; COSTA, 2005). A superficie
deformada pelo contato com o meio aquoso é responsavel pelas mudancas fisicas de

erosao, difusio e intumescimento.
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E possivel propor qual mecanismo de liberagdo esta ocorrendo através de modelos

matematicos. Alguns deles sao:

10

il.

iil.

iv.

Ordem Zero: Neste modelo sdo representadas dissolucdes de principios
ativos que nao se dissociam e sdo liberados lentamente, uma vez que a area
da particula ndo se modifica (DASH et al, 2010).

1° Ordem: Este modelo indica a possivel absorcao de substancias ou sua
eliminacdo. A liberagdo do ativo a partir das microcapsulas liberam uma
determinada quantidade de principio ativo proporcional a quantidade
restante no seu interior, ao longo do tempo, de modo que a quantidade de
principio ativo liberada vai diminuindo com o tempo (DASH et al., 2010) .
Higuchi: Neste modelo sdo representados os sistemas de liberacdo de
principios ativos hidrossoluveis e pouco soluveis, integrado em matrizes
semissolidas e/ou so6lidas (DASH et al., 2010).

Korsmeyer e Peppas: Este modelo representa a liberacao de principios
ativos de matrizes poliméricas, quando o mecanismo de liberacdao nao é
bem conhecido ou quando possa estar envolvido mais de um tipo de
mecanismo de liberacdo (transporte Fickiano e/ou difusdo anémala)

(RITGER; PEPPAS, 1987).

METODOLOGIA

10.1 Producao de Pastilhas

Foram produzidos protétipos de pastilhas a base de holocelulose com 0,6 g de

material e aplicando 0,5 ton por 3 min a 25 °C. As pastilhas finais foram desenvolvidas

numa propor¢ao 1:1 com massa final de 0,6 g por 3 min a 25 °C, porém com ajustes de

forga aplicada de acordo com a estrutura do pastilhador utilizado (modelo EZ Presses).
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Figura 38: Pastilhador. Fonte: O Autor.

10.2 Teste de Dispersao

As pastilhas foram inseridas em solucoes com trés pH diferentes (6, 7 e 8) e
aliquotas foram retiradas para avaliar a turbidez da solucdo. O experimento foi realizado
em triplicata e o equipamento utilizado para a avaliagdo foi um turbidimetro digital

microprocessado de bancada modelo ITTB1000.

10.3 Bioensaio Piloto

Os bioensaios investigativos das atividades larvicidas foram realizados seguindo o
protocolo da World Health Organization, (2005) com modificagdes do Laboratério de
Malaria e Dengue (LMD) - INPA. Para a realiza¢do dos bioensaios pilotos com as larvas do
A. aegypti foram preparadas separadamente solugdes estoques utilizando 30 mg do 6leo
essencial solubilizado 1 mL de dimetilsulf6xido, posteriormente agitadas em vortex por 1
min.

Os estudos foram realizados em sala climatizada com temperatura de (22,6 + 3) °C
e 81% de umidade relativa. Primeiramente, foram utilizados grupos de 10 larvas de 2°
instar (n = 150) e concentragdes pilotos de 500 a 31,25 pg mL-1. O controle negativo foi
constituido de 9 mL de agua e 1 mL de DMSO e 10 larvas (n = 30), enquanto o controle
positivo continha 9,95 mL de agua de torneira, 0,5 uL de temefds e 10 larvas (n = 30). Os

testes foram realizados em triplicata.
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10.4 Bioensaio Dose-Resposta

Os bioensaios foram realizados conforme a descricdo do bioensaio piloto, porém
com algumas alteragdes. Grupos de 50 larvas (n = 250) foram distribuidas separadamente
em seis copos (300 mL) contendo inicialmente 10 mL de 4gua de torneira, com ajuste de
volume final 250 mL contendo as concentracdes de dose-resposta de 130 a 55 pg mL-1. O
controle negativo foi constituido de 249 mL de agua e 1 mL de dimetilsuféxido e 50 larvas
(n = 250), enquanto o controle negativo continha 249,95 mL de dgua de torneira, 0,5 uL
de temefds e 50 larvas (n = 250). Os testes foram realizados em quintuplicada com cinco

repeticoes.

10.5 Liberacao Controlada Qualitativa

A verificacdo da liberacdo controlada do o6leo essencial foi avaliada
qualitativamente por FTIR. Os espectros de FTIR, na faixa de 4000 a 400 cm-1, foram
obtidos no Centro de Células a Combustivel e Hidrogénio - CCCH (IPEN) utilizando o
espectrofotometro Nicolet 6700 com detector de MCT refrigerado com N2 liquido e
acessorio de Reflexdo Total Atenuada (ATR) MIRacle Pike com cristal SeZn recoberto com

diamante.

Figura 39: Espectrofotometro de FTIR/ATR. Fonte: O Autor.
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10.6 Liberacdo Controlada Quantitativa

0 ensaio de liberac¢do controlada quantitativa foi avaliada em trés sistemas com pH
6, 7 e 8. Cada sistema consistiu em uma solu¢do tampao ajustado para o pH de interesse
cujo volume foi de 250 mL em erlenmeyer. O experimento foi monitorado a partir do
momento em que a pastilha contendo o ativo de interesse foi inserido no sistema sob
agitacdo. Foram coletadas amostras em diferentes intervalos de tempo até 24 h. Os dados
a partir das amostras retiradas dos diferentes sistemas foram avaliados no

espectrofotometro UV-vis (Global Trade Technology).

11 RESULTADOS

11.1 Bioensaios

Os resultados do teste piloto apds 72 h de avaliacao da atividade larvicida do 6leo
essencial da espécie P. hispidum apresentaram concentracao de 125 pg mL-1, sendo letal
para 21 larvas (70%), enquanto a dose de 62,5 pg mL-1 foi letal para apenas 1 larva (3%),

como mostra a Tabela 6.

Tabela 6: Resultado do teste piloto com 6leo essencial da P. hispidum apés 72 h.

Teste Piloto
Concentragdes (pug mL1) Total de mortos (%) + DP

500 100+ 0

250 100+ 0

125 70+ 0

62,5 3+x0

31,25 00
CN 0+0
CP 100+ 0

DP = desvio padrdo; CN = controle negativo (1 mL DMSO0); CP = controle positivo
(0,5 puL temefos).

A partir desses resultados, novas concentragdes de 130 a 50 pg mL-1 foram usadas
para os testes de dose-resposta e os resultados de 24 h e 48 h estao mostrados na Tabela

7 e 8. Nao houve mortalidade em 72 h.
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Bioensaios utilizando o 6leo essencial da P. hispidum avaliando a letalidade frente
as larvas do A. aegypti foram realizados em concentragdes definidas a partir dos
resultados indicados no teste piloto. Atividades larvicida podem ser observadas em 24 h
e 48 h a partir de concentragdes em 55 pg mL-1 com letalidade de 1,6% das 50 larvas. Em
concentracdes de 70 ug mL-! foram observadas atividades baixas atingindo letalidades de
22,0% em 24 h, e 25,2% em 48 h. A atividade atingiu 100% de letalidade em 48 h com
concentracdes de 100 pg mL-1, enquanto em 24 h na mesma concentragao foi observada
letalidade em 97,0%. Em concentracoes de 130 pg mL-! as letalidades em 24 h e 48 h
foram 100%.

(DIAS; MORAES, 2014) definem que as amostras sao consideradas efetivas (ativas)
quando capazes de matar aproximadamente 100% das larvas a 100 ug mL-1. Se levarmos
esta informacdo como parametro, é possivel classificar o 6leo essencial de P. hispidum

como ativo e 6timo em desempenho como larvicida (Tabela 7).

Tabela 7: Resultado dos bioensaios de dose resposta com 6leo essencial da P. hispidum ap6s 24 h.

Bioensaios
24 h 48 h
Concentracgoes (ug mL-  Total de mortos (%) + DP  Total de mortos (%) * DP

1
130 100+ 0 100+ 0
115 1000 100+ 0
100 97 +1 100+ 0
85 711 79+1
70 22+1 25+2
55 1,6 +0,8 2+1
CN 00 0+0
CP 100+ 0 100+ 0

DP = desvio padrao; CN = controle negativo (1 mL DMSO); CP = controle positivo (0,5 uL temefds).

Os bioensaios ap0s 24 h indicaram CLso e CL9oo maiores que os resultados em 48 h,
porém a diferenca nao foi significativa. Os resultados baixos de CLso e CL9o indicam que ha
uma suscetibilidade das larvas, e que o 6leo essencial possui elevada toxicidade. Os
valores do intervalo de confianca sao baixos, acarretando pouca variacdao no valor das
concentracoes letais. Os valores de maximos no intervalo de confiabilidade ainda ficaram

abaixo de 100 pg mL-1 tanto para a CLso quanto para a CLoo.
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Tabela 8: Concentragdes letais a 50% (CLso) e 90% (CL90) no controle de larvas de A. aegypti com 6leo
essencial da P. hispidum ap6s 24 h e 48 h.

Concentracgoes Letais (ug mL1)

24 h 48 h
CLso 77,7 75,8
I1C95% 75,9 -79,6 73,3-78,3
CLoo 93,3 89,4
I1C95% 90,5 -96,9 85,9 - 94,5
X2 4,7 9,2

CL = concentragao letal; IC = intervalo de confianca; x2 = qui-quadrado.

(DIAS; MORAES, 2014) afirmam que um 6leo essencial ou um constituinte quimico
presente em sua constituicdo podem apresentar atividade larvicida forte (CLso <50 pg mL-
1), moderada (50 pg mL-1 < CLso <100 pg mL-1) ou atividade fraca (CLso> 100 pg mL-1). Na
busca para entender a relacdo entre a atividade dos 6leos essenciais e seus constituintes,
alguns autores realizaram testes isolando constituintes majoritarios de diferentes
espécies e observaram que na maioria dos casos os 6leos essenciais eram tdo ativos
quantos seus constituintes majoritarios. Também observaram maior atividade larvicida
em espécies ricas em constituintes fenilpropandides e hidrocarbonetos monoterpenos.
Ao observamos os resultados de CG-EM do 6bleo essencial extraido a partir das folhas da
espécie P. hispidum reportados no Capitulo 1, é possivel concluir que os constituintes
majoritarios sdo predominantemente monoterpenos totalizando 70,3 %. Dentro eles
estdo o y-terpineno (34,1 %) e a-terpineno (17,0 %) apresentando maior porcentagem na
composicdo quimica entre monoterpenos e sesquiterpenos.

Cheng e colaboradores (2009) avaliaram a variacao da atividade inseticida através
do 6leo essencial extraido das folhas da espécie Cryptomeria japonica e observaram que
6-3-careno (CLso = 25,3 pg mL-1), terpinoleno (CLso = 32,1 pg mL-1), a-terpineno (CLso =
28,1 pg mL-1) e y-terpineno (CL50 = 26,8 pg mL-1) contribuiram para a atividade inseticida
do dleo essencial devido as suas presencas na composicao quimica e grande potencial
larvicida.

E possivel sugerir a partir dos resultados apresentados que o 6leo essencial da P.
hispidum possui uma efetiva atividade larvicida com possivel origem na quantidade de
monoterpenos em sua composicdo, dos constituintes majoritarios com 6tima atividade
larvicida ja testada em trabalhos reportados na literatura e/ou pelo sinergismo dos

constituintes majoritarios e minoritarios em sua composicao otimizando sua atividade.
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Com resultados favoraveis, é possivel empregar este 6leo essencial em uma tecnologia
possibilitando a preservacao de sua qualidade, armazenamento e efetividade a longo

prazo, visando sua empregabilidade como agente biodefensivo.

11.2 Pastilhas

As pastilhas contendo 6leo essencial microencapsulado foi o objetivo final desta
pesquisa. Sua producdo foi esquematizada e refinada ao longo de todo o trabalho e houve
diversas alterac¢des. Inicialmente, a produc¢do das pastilhas foi feita em protétipos antes
da producdo do material microencapsulado, contando apenas com a holocelulose extraida
do rejeito das folhas de P. hispidum apoés a extragdo do 6leo essencial. O primeiro prototipo
foi a desenvolvido a base unicamente de holocelulose, utilizando 0,6 g de material e
aplicando 0,5 tonelada de for¢a por 3 min a 25 °C.

Foram realizados testes de dispersdo para verificar o tempo da dispersao das
pastilhas de holocelulose em meio aquoso, considerando diferentes pH. Os testes foram

realizados em triplicata e os resultados podem ser observados na Tabela 9.

Tabela 9: Teste de dispersdo da holocelulose em diferentes pH.

Média da Turbidez (NTU)

Tempo(h) pHS8 pH7 pH 6 DP

1 0,33 0,14 0,20 +0,01

2 0,36 0,30 0,24 0,01
24 0,38 0,30 0,24 +0,01
48 0,38 2,00 1,71 +0,01
72 0,40 3,40 3,30 +0,01
288 0,40 3,40 3,90 +0,01
312 0,41 3,40 4,10 0,01

DP = desvio padrao.

Os resultados foram avaliados de acordo com a turbidez dos sistemas ao longo do
tempo, a qual esta relacionada com a dispersado das particulas de holocelulose em agua.
As pastilhas, quando inseridas na solu¢do sob agitacdo, sofrem intumescimento
resultando em uma variacdo de volume que chega a ser até trés vezes superior ao seu
tamanho original, como apresentado na Figura 40. Porém, sua dispersao ao longo do
tempo é lenta, especialmente em pH = 8. Em até 24 h a pastilha em solu¢ao de pH 8 é a

que melhor se dispersa segundo os valores de turbidez, pois em 1 h a turbidez que era
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0,33 NTU passou para 0,38 NTU em 24 h. No entanto, a pastilha em solu¢dao de pH 7
apresentou apenas 0,14 NTUem 1 h e 0,24 NTU em 24 h. Porém, apds 24 h, os valores de
turbidez se modificaram, e a pastilha em pH 6 passou a apresentar melhor dispersao, com
valores de turbidez entre 0,24 NTU e 4,1 NTU. Até 312 h a pastilha em pH = 6 continuou
apresentando os melhores valores de turbidez e, neste intervalo, todas as pastilhas

estavam dispersas no sistema.

Figura 40: Pastilha de holocelulose em solugao.

Embora os resultados de dispersdao com a pastilha em meio acido tenham sido
promissores quando comparados com as inseridas em meio neutro e basico, o tempo para
sua dispersao em agua ainda é elevado. Como alternativa, optou-se por inserir glucose na
holocelulose extraida, na proporcao 1:1. As pastilhas produzidas estdo mostradas na

Figura 41.

Figura 41: Pastilhas produzidas com holocelulose e glucose (1:1).

A glucose foi utilizada como um facilitador na dispersado da pastilha em solu¢do. O
tempo maximo de dispersdo foi observado para 0,5 h sem agitacdo do sistema,

independente do pH da solugdo. As etapas posteriores visaram a incorporacao dos
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bioativos microencapsulados nas pastilhas para avaliar a liberacdo dos mesmos. O tempo
de dispersdo mais curto foi otimizado devido a escolha do agente encapsulante.

Devido ao limite de volume no pastilhador para a producdo das pastilhas, foi
escolhido um material para encapsular o ativo que apresentasse propriedades tdo boas
quanto as da glucose em solucdo no que se refere a boa dispersao das pastilhas. O material
ideal foi WPI, pois apresentou propriedades funcionais como geleificacao, formacdo de
espuma e alta emulsificacdo (XIAO; QI; WICKHAM, 2018). Levando em considerag¢do suas
propriedades emulsificantes e capacidade de retencdo de agua, a glucose foi entao
excluida da producdo da pastilha e o WPI substituiu seu papel na otimizacado de dispersao
das pastilhas.

Quando aplicada 0,5 ton para formar a pastilha contendo holocelulose e ativo
microencapsulado, ocorria a ruptura das microparticulas encapsulantes, acarretando a
exposicao do 6leo essencial. A producao das pastilhas continuou em uma proporgao de
1:1 e em 25 °C, porém a aplicacdo de forca no pastilhador foi alterada até condigdes ideais.

As pastilhas ap6s otimizacao do pastilhador podem ser observadas na Figura 42.

Figura 42: Pastilhas contendo proporgao 1:1 de holocelulose e ativo microencapsulado.

As patilhas apresentaram eficiente homogeneizacao dos componentes ao longo da
sua superficie. E possivel observar (Figura 42) duas coloracdes ao longo das pastilhas, as
regides de coloracdo amarelada representam a holocelulose e as regides de coloragao
branca representam as microparticulas contendo dleo essencial encapsulado. A ideia por
tras das disposicdes dos componentes estd na caracteristica antes observada da

holocelulose de intumescimento, onde a pastilha ird multiplicar seu tamanho e o ativo
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microencapsulado sera liberado progressivamente desde a superficie até o ntucleo da
pastilha devido a emulsificacdo do agente encapsulante. Por fim, foi avaliado o tempo de
dispersdo das pastilhas em diferentes pH (6, 7 e 8). As pastilhas ndo apresentaram
varia¢Oes significaticas no tempo de dispersdao quando o pH foi modificado. Todas as
pastilhas atingiram dispersao total em 1,5 h. Houve um aumento de 1 h no tempo total de
dispersdo em comparagdo com o prototipo anterior (utilizando glucose), porém essa

varia¢do ndo afeta negativamente a eficiéncia da aplicacdo das pastilhas.

11.3 Liberacao Controlada Qualitativa

Para avaliar qualitativamente o perfil de liberacdo do ativo encapsulado foi
empregada a técnica de FTIR, montando-se um sistema in situ para que a avaliacao
ocorresse em tempo real e com fotoexposicdo (Figura 43). Na Figura 43a esta
demonstrado o suporte para lampada germicida compacta (7.5 W e 254 nm) enquanto na
Figura 43b esta presente o suporte impresso em 3D onde esta fixo uma dupla camada de

Nylon com 200 fios por polegada para armazenar o ativo microencapsulado.

Figura 43: (a) suporte PVC para acoplar lampada UVC; (b) suporte impresso em 3D para fixar no
equipamento espectroscépico.

A liberacao foi avaliada em trés condi¢des diferentes, porém todas tiveram uma
duracdo total de 4 h:
1) Primeiramente foi realizada a liberacao in situ em condigdes ambientes: 10 mL de

agua deionizada e 0,1 g de ativo microencapsulado.
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2) Foi realizada a liberagdo in situ em trés pH (6, 7 e 8) ajustados utilizando-se
tampoes fosfato.
3) Foirealizada a liberacdo in situ em trés pH (6, 7 e 8) ajustados utilizando tampdes

fosfato com fotoexposigao.

No Capitulo 1 estd presente o espectro de FTIR do 6leo essencial da P. hispidum
evidenciando as bandas caracteristicas e suas fungdes organicas presentes
especificamente na regido entre 1700 a 800 cm1. No Capitulo 2 esta presente o espectro
de FTIR do WPI, em especial as bandas referentes as aminas primaria e secundaria em
sua composi¢do (1660 cm! e 1540 cm1). A partir destas bandas, foi possivel avaliar a

progressao dos perfis tanto do 6leo essencial quanto do WPI ao longo do tempo.
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Figura 44: Espectros de FTIR da libera¢do controlada in situ em condi¢des ambientes.

A liberagdo em condigdo ambiente estd demonstrada na Figura 44. A duragdo da
liberacao ocorreu durante 4 h seguidas, avaliando-se ao longo do tempo a exposicao do
0leo essencial em solugdo. Em 0,03 h ndo foi possivel observar nem o perfil do dleo
essencial e nem do WPI, pois foi realizada a limpeza do perfil da solucdao. Em 0,16 h foi
possivel ver as bandas das aminas de WPI, indicando a emulsificacdo do material na

solucdo. No entanto, as bandas apresentaram ruido excessivo devido a sobreposicao de
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materiais no detector. Estes ruidos sao provenientes do 6leo essencial que esta sendo
liberado, causando sobreposi¢do de bandas. A partir de 0,33 h nao foi mais possivel
identificar de forma clara o perfil das aminas, mas apenas os ruidos causados pela
deteccdo do 6leo essencial. E possivel sugerir através dos espectros que, ao entrar em
contato com a soluc¢ao, o intervalo de tempo que ocorreu a emulsificacdo do material de
parede e a liberagdo do ativo foi curto.

Com o intuito de avaliar o comportamento da liberacdo do ativo em diferentes
meios foram empregados trés sistemas com diferentes pH (Figura 45). Diferente do
sistema em condi¢des ambientes onde foi utilizada 4gua deionizada, foi empregada agora

solugdes tampoes ajustadas em pH 6, 7 e 8.
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Figura 45: Espectros de FTIR da liberagdo controlada in situ em diferentes pH.

A liberacdo em pH 6, 7 e 8 em 0,03 h apresentou o perfil das aminas primaria e
secundaria (1660 cm! e 1540 cm1), de forma distinta aos espectros observados na
liberagcdo em condi¢des ambientes, onde estdo isentas as bandas de interesse. Na regido
entre 3500 cm! e 3200 cm-! para todos os pH estdo presentes vales que se intensificam
ao longo do tempo. Este evento esta relacionado ao consumo das espécies antes presentes
na superficie do cristal. No caso, pode ter ocorrido a homogeneizag¢do do 6leo essencial e
material de parede na solugao substituindo as espécies anteriores, fato que é corroborado
pelas bandas caracteristicas do WPI presentes entre 0,03 h a 0,66 h onde é possivel

observar os perfis das aminas. Apds 0,66 h o ativo de interfere no perfil das aminas se faz
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presente. Nos espectros do sistema em pH 6 ocorreu uma transi¢do menos ruidosa dos
perfis em comparagdo aos outros sistemas. Porém, para todos os sistemas é possivel
observar os desaparecimentos dos perfis de WPI e bandas em 1230cm- e 1040 cm!
referentes ao 6leo essencial surgem de forma progressiva. E possivel observar que houve
nos trés sistemas um intervalo maior entre a emulsificacio do material de parede e
liberacdo do 6leo essencial em solucdo. Em 1 h o 6leo essencial estava presente em solugdo
em quantidade suficiente para ocultar o perfil caracteristico do WPI.

Para avaliar o comportamento da liberacdo do 6leo essencial em diferentes meios
e condi¢cdes foram empregados trés sistemas com diferentes pH e com fotoexposi¢do

(Figura 46).
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Figura 46: Espectros de FTIR de libera¢do controlada in situ em diferentes pH e com incidéncia de luz
ultravioleta C (UVC().

O sistema em pH 6 com fotoexposi¢do é bem distinto quando comparado com os
outros sistemas. Entre 0,03 h e 0,16 h nido houve a ocorréncia de nenhuma banda
caracteristica dos perfis do material de parede e ativo. Apds 0,33 h na regido entre 3500
cm1 e 3000 cm ! surgiu uma banda que se tornou intensa ao longo do experimento. Sua
origem pode estar diretamente relacionada a uma possivel interacdo ou mesmo ligacao
quimica entre os componentes presentes no sistema devido o fornecimento energético

por fotoexposicdo. O perfil das aminas primdaria e secundaria nao foi observado e as
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bandas referentes ao ativo sdo pouco intensas ou inexistentes. Assim, uma possivel
degradacdo pode ter ocorrido para o nao aparecimento dos perfis esperados.

Em pH 7 com fotoexposicdo o espectro em 0,03 h apresentou as bandas
caracteristicas das aminas primaria e secundaria e sao possiveis de observar sem
descaracterizacao até 0,33 h. Apds esse intervalo, a detecgdo do ativo interferiu no perfil
do WPL. Entre 3600 cm1 e 3200 cm! ocorreram dois eventos ao longo do tempo, além do
surgimento de uma banda intensa em até 2 h. Porém, apds este intervalo, a banda foi
substituida por um vale até o fim do experimento. E possivel que, com o fornecimento
energético, ocorresse interacdo ou ligacao entre os componentes no sistema e ap6s 2 h o
resultado desse evento tenha sido degradado. As bandas do 6leo essencial sdo possiveis
de serem observadas em 1400 cm1, 1230 cmt e 1040 cm'1, porém pouca intensas.

Diferentemente do sistema em pH 6, o sistema em pH 8 apresentou eventos de
consumo de espécies na regido entre 3600 cm-! e 3000 cml. E possivel que o
fornecimento energético tenha acelerado o processo de emulsificacdo e liberagao do 6leo
essencial, acarretando a substituicdo das espécies presentes na superficie do cristal. As
bandas de WPI referentes as aminas presentes em sua composicdo sdo observadas desde
o inicio do experimento até 1 h. Apds esse intervalo ocorreu uma descaracteriza¢do do
seu perfil. O perfil do ativo em 1040 cm-! foi observado desde o primeiro espectro e se
tornou bastante intenso ao longo do tempo.

Dentre os sistemas com fotoexposicdo, o que apresentou melhor perfil de liberacao
controlada foi em pH 8, pois foi possivel observar tanto o perfil do agente encapsulante
quanto do 6leo essencial durante o experimento em intervalos longos de tempo, embora
tenha ocorrido uma aceleragdo da liberagdo do ativo apontada pela banda em 1040 cm-!

que se tornou bastante intensa em 4 h.

11.4 Liberacao Controlada Quantitativa

Os dados de liberagdo controlada quantitativa foram mensurados por UV-vis
empregando-se uma curva de calibragdo do 6leo essencial da P. hispidum. A reta obtida

através das dilui¢gdes apresentou R2 = 0,9992.
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Figura 47: Curva de calibracdo do dleo essencial da P. hispidum utilizado na liberagdo controlada.

As liberagdes do dleo essencial da P. hispidum microencapsulado por WPI foi
realizada em diferentes pH e medida dinamicamente em diferentes momentos. Todos os
dados obtidos nos perfis de liberacdes levam em consideracdo a eficiéncia de

encapsulacdo das microparticulas utilizadas nas pastilhas (Figura 48).
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Figura 48: Liberacdo controlada em diferentes pH do 6leo essencial da P. hispidum microencapsulado por
WPI.
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Os sistemas no ponto inicial apresentaram diferentes concentragdes, indicando
que o pH do sistema influenciou diretamente na velocidade em que o ativo foi liberado. O
sistema em pH 7 é o que apresentou menor concentracao de 6leo liberada, cerca de 75 pg
mL-1 no ponto inicial. O sistema com pH 8 apresentou concentracdo de 200 pg mL1 no
ponto inicial. Todos os sistemas apresentaram uma rapida liberagdo na primeira hora de
monitoramento e atingiram um ponto de equilibrio apés 2 h de liberacao e se

prolongaram até 8 h. No entanto, os equilibrios ocorrem em diferentes concentragoes.

O sistema em pH 6 manteve seu equilibrio em aproximadamente 250 pg mL-1. Em
pH 7 o sistema entrou seu equilibrio em cerca de 240 pug mL-1. O sistema em pH 8 foi o0 que
apresentou maiores valores de concentracdo desde o inicio da liberagdo e alcangou o
pseudo-equilibrio em 290 ug mL-! e aumentou progressivamente até 300 ug mL-1 e entdo
se manteve estavel, o que pode ser confirmado pela concentracdao no tempo de 24 h. O
sistema em pH 7 apresentou uma faixa de equilibrio até 8 h e um salto nas concentragdes
em 23 h e 24 h. Diferentemente dos sistemas em pH 7 e pH 8, o sistema em pH 6
apresentou menor progresso ap6s 8 h de liberacgdo, atingindo a contracdo de 255 pg mL-!
ap6s 24 h. Levando em consideracdo os outros dois sistemas, é possivel supor que o
sistema de pH 6 atingiria uma concentracao de 300 pg mL-1 em sua liberagao, assim como
os outros sistemas, indicando que o sistema em pH mais 4cido apresentou liberacao mais
lenta que em meios neutros e basicos. Esta afirmacao se refor¢ca quando avaliamos o perfil
de liberacdo do sistema em pH 8, apresentando elevada concentra¢do desde o primeiro

ponto de coleta.

Embora tivessem sido verificadas diferencas nas concentragdes durante a
liberacao dos diferentes sistemas, todos apresentaram concentragdes acima de 100 pg
mL-1 apés 24 h de liberagdo do ativo. Estes sao dados que possibilitam ampla aplicacdo
das pastilhas no controle das larvas do A. aegypti, visto que o mesmo apresentou CLso =

77,7 uyg mL1 e CLoo = 93,3 pug mL-1 em 24 h, de acordo com os bioensaios.

Para entender o mecanismo de liberagdo de principios ativos encapsulados sdo
realizados estudos para avaliar os parametros cinéticos da liberacao e determinar um
modelo que melhor se encaixa no material. A liberacao do 6leo essencial da P. hispidum a
partir das pastilhas produzidas foi ajustada a alguns modelos matematicos, conforme

mostra a Tabela 10.
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Tabela 10: Modelos e coeficientes de liberacdo controlada do 6leo essencial da P. hispidum.

Modelos de Liberacao Controlada

pH
Modelos Coeficientes 6,0 7,0 8,0
Korsmeyer-Peppas k 203,9 210,0 271,2
n 0,11 0,10 0,05
R2 0,70 0,82 0,93
Higuchi k 89,2 88,8 104,5
R2 0 0 0
12 ordem k 333,9 333,3 374,5
R2 0 0 0
Ordem zero k 18,2 18,2 21,2
R2 0 0 0

n = expoente de liberacao; R2 = coeficiente de regressao.

0 modelo que melhor se ajustou ao mecanismo de liberacao controlada de acordo
os dados dispostos na Tabela 10 foi o modelo de Korsmeyer e Peppas, pois apresentou
valores de R mais préximos de 1. Dentre os diferentes sistemas que se encaixaram no
modelo de Korsmeyer e Peppas, destacou-se o sistema em pH 8, apresentando um alto
valor de R? = 0,93. Quando avaliamos os valores do parametro expoente difusional (n), é
possivel estimar o mecanismo de liberacdo dos sistemas. Os valores encontrados para
todos os sistemas em diferentes pH estdo abaixo de 0,45. Valores de n < 0,45 sdo regidos
pelos mecanismos de difusao classica ou Fickiana (RITGER; PEPPAS, 1987; SAHOO;
CHAKRABORTI; BEHERA, 2012). Liberagoes controladas de ativos que se encaixam no
modelo Fickiano possuem cinética caracterizada pela difusividade, onde o relaxamento
das cadeias poliméricas do material de parede € menor que a velocidade de difusdao do
solvente. Como resultado, ocorre uma rapida liberacdo do ativo e, em seguida, o equilibrio
é atingido. Este fendmeno correspondeu ao perfil de liberacdo demonstrado pelos trés
sistemas na Figura 48. Os demais modelos matematicos ndo demonstraram nenhuma
correspondéncia com as curvas experimentais de liberagdes do ativo a partir das

pastilhas, uma vez que os valores do coeficiente de regressdo foram iguais a zero.
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12  CONCLUSOES

Apés a extracdo do 6leo essencial foi possivel recuperar a biomassa de rejeito
produzida a partir das folhas da espécie P. hispidum e aplica-las na pesquisa através da
extracdo da holocelulose e do desenvolvimento de um sistema de microparticulas
contendo 6leo essencial para liberacao controlada e agdo larvicida. O 6leo essencial foi
extraido das folhas e teve suas propriedades fisicas e quimicas caracterizadas, assim como
a holocelulose. A partir da extracdo do 6leo essencial e holocelulose foram obtidos os

rendimentos de, respectivamente, de 1,2% e 14,4%.

A etapa de caracterizacdo dos constituintes da folha foi a que demandou maior
investimento de tempo devido a complexidade da metodologia de bancada. Observou-se
que os valores percentuais dos constituintes da folha seca ultrapassaram 100% devido a
presenca de impurezas naturais. Esse fato foi confirmado através da técnica de DRX,
sendo possivel verificar que a metodologia proposta para a extracdo da holocelulose foi
moderadamente eficaz, uma vez que o padrao de DRX do material extraido ainda
evidenciava uma fase cristalina desconhecida, mas que provavelmente pode ser atribuida
aos macro e micronutrientes naturais existentes na folha. Portanto, foi realizada a
modificagdo da metodologia de extracdo e as impurezas residuais foram retiradas

totalmente.

Os bioensaios do 6leo essencial apresentaram resultados CLso e CL9o abaixo de 100
ug mL1 em 24 h e 48 h. Estes resultados indicam uma 6tima atividade larvicida e

confirmam a eficadcia do mesmo para aplicacdo em tecnologias frente ao vetor A. aegypti.

Foram desenvolvidos sistemas baseados em WPI para agirem como agentes
carreadores do Oleo essencial. Em seguida, essas microparticulas sélidas foram
incorporadas a holocelulose previamente extraida para o desenvolvimento das pastilhas.
Foram também realizados testes preliminares de dispersao de pastilhas de holocelulose
em agua. Esses testes foram importantes pois mostraram que a holocelulose pura ndo
apresentou boa dispersao, sendo necessario um tempo demasiadamente grande para que
isso acontecesse. A alternativa escolhida foi a adicdo de um agente encapsulante (WPI)

que apresentou caracteristicas hidrofilicas, otimizando a dispersao.
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A liberacao controlada do 6leo essencial presente nas pastilhas foi monitorada ao
longo do tempo e indicou, através do coeficiente de regressao, que o modelo tedrico mais
adequado para explicar o sistema foi o modelo de Korsmeyer e Peppas e através dos
valores do expoente de liberacao foi possivel afirmar que a cinética foi regida através do
modelo Fickiano. Ao atingir 24 h de liberagao foi observado um total de aproximadamente
300 pg mL-1 para todos os sistemas. Levando em consideragdo as concentragdes letais
obtidas nos bioensaios com o dleo essencial puro, é possivel afirmar que o material

desenvolvido apresenta eficacia para agir como um biodefensivo larvicida no controle de

A. aegypti.
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