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RESUMO

CONDE, Débora Teodoro, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, junho de 2021. Obtencao
pela técnica de microfluidica de microcapsulas de alginato de calcio contendo o dleo
essencial do cravo-da-india e avaliacido de atividade larvicida. Orientadora: Renata Pereira
Lopes Moreira. Coorientadores: Alvaro Vianna Novaes de Carvalho Teixeira e R6bson Ricardo
Teixeira.

Os oleos essenciais (OEs) possuem aplicagdes diversas como, por exemplo, atividade
antibacteriana, antifingica, entre outras. Porém, sdo suscetiveis a oxidacdo na presenca de ar,
luz e umidade e sdo sensiveis ao calor. Neste sentido, faz-se necessario o desenvolvimento de
técnicas de microencapsulamento para aumentar o tempo de vida util dos OEs. Neste trabalho,
o OE foi obtido a partir do cravo-da-india (OEC) por hidrodestilacdo e caracterizado por
cromatografia gasosa (CG), RMN, Raman, FTIR. Os compostos majoritdrios encontrados na
analise feita pela técnica CG, foram o eugenol (83%), acetato de eugenol (9%) e B-cariofileno
(8%), respectivamente. O OEC foi encapsulado por extrusdo utilizando um dispositivo
microfluidico. Para fazer as microcdpsulas, foram utilizados solu¢do de alginato de sédio
(0,0150 g mL") como material de parede, a solugdo surfactante dodecil sulfato de sédio - SDS
(0,0288 g mL"!) para formacio de emulsdes contendo o éleo, e solucio de CaCl, (0,0147 g mL-
1) como agente reticulante. Foram avaliados diferentes pardmetros na formaco das cépsulas,
como massa de OEC, volume de solucdo de alginato, volume de solucdo de SDS e volume de
solucdo de CaCl,, que foram, respectivamente, iguais a 0,0751 g, 20,00 mL; 4,00 mL e 20,00
mL para OEC-CapA, 0,0751 g, 20,00 mL; 4,00 mL e 40,00 mL para OEC-CapB, 0,0375 g,
10,00 mL; 1,00 mL e 40,00 mL para OEC-CapC e 0,1500 g, 10,00 mL; 1,00 mL e 40,00 mL
OEC-CapD. Os tamanhos das cdpsulas foram de 197,2 + 0,04 um, 222,4 + 0,05 um, 227,6 +
0,08 um e 164,7 £ 0.03 um para OEC-CapA, OEC-CapB, OEC-CapC, OEC-CapD
respectivamente, com rendimento de encapsulacao de (55,0 £ 6,3) %, (29,0 £7,2) %, (59,9 +
11,2) % e (63,7 £ 14) %, respectivamente. A cdpsula de maior rendimento € menor tamanho
(OEC-CapD) foi selecionada para os demais ensaios. Grupos funcionais caracteristicos do OEC
presentes na cdpsula foram identificados por Espectroscopia na regido do Infravermelho e
Raman. Por andlise termogravimétrica, observou-se que a cdpsula aumentou a estabilidade
térmica do 6leo essencial de 162 para 230 °C. Foi realizado a liberagdo controlada da cépsula
(OEC-CapD), sendo possivel observar um perfil de liberagdo com comportamento exponencial
(R?=0,997), com tempo de equilibrio de 72 h e libera¢do de 54 % de OEC. Por fim, foi feita

uma aplicacdo do OEC puro em larvas de Aedes aegypti nos quais, o CLso foi de 74,4 ppm e



CL 90 de 106,2 ppm. As capsulas também foram avaliadas, podendo-se observar seu efeito
téxico contra Aedes aegypti. Pode-se concluir, portanto, que as cdpsulas apresentam potencial
de aplicagdo no controle de das larvas de Aedes aegypti, porém melhorias devem ser efetuadas

para aplicagdo.

Palavra-chave: Microencapsulacdo. Aedes aegypti. Liberacdo controlada. Constituintes

volateis. Eugenia caryophyllata.



ABSTRACT

CONDE, Débora Teodoro, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, June, 2021. Obtainment
by microfluidics technique of calcium alginate microcapsules containing the essential oil
of clove and evaluation of larvicidal activity. Adviser: Renata Pereira Lopes Moreira. Co-
advisers: Alvaro Vianna Novaes de Carvalho Teixeira and Rébson Ricardo Teixeira.

Essential oils (EOs) have different applications, such as antibacterial and antifungal activities,
among others. However, they are susceptible to oxidation in the presence of air, light and
moisture and are sensitive to heat. In this sense, it is necessary to develop microencapsulation
techniques to increase the useful life of EOs. In this work, EO was obtained from cloves (OEC)
by hydrodistillation and characterized by gas chromatography (GC), NMR, Raman, FTIR. The
major compounds found in the analysis performed by the GC technique were eugenol (83%),
eugenol acetate (9%) and B-caryophyllene (8%), respectively. The OEC was encapsulated by
extrusion using a microfluidic device. To make the microcapsules, sodium alginate solution
(0.0150 g mL") was used as a wall material, the surfactant solution sodium dodecyl sulfate -
SDS (0.0288 g mL) to form emulsions containing the oil, and CaCl; solution (0.0147 g mL1)
as crosslinking agent. Different parameters were evaluated in the formation of the capsules,
such as OEC mass, alginate solution volume, SDS solution volume and CaCl; solution volume,
which were, respectively, equal to 0.0751 g, 20.00 mL; 4.00 mL and 20.00 mL for OEC-CapA,
0.0751 g, 20.00 mL; 4.00 ml and 40.00 ml for OEC-CapB, 0.0375 g, 10.00 ml; 1.00 ml and
40.00 ml for OEC-CapC and 0.1500 g, 10.00 ml; 1.00 mL and 40.00 mL OEC-CapD. The
capsule sizes were 197.2 + 0.04 um, 222.4 + 0.05 um, 227.6 £ 0.08 um and 164.7 £ 0.03 um
for OEC-CapA, OEC-CapB, OEC- CapC, OEC-CapD respectively, with encapsulation
efficiency of (55.0 £ 6.3) %, (29.0 = 7.2) %, (59.9 £ 11.2) % and (63.7 + 14) %, respectively.
Therefore, the capsule with the highest yield and the smallest size (OEC-CapD) was selected
in the other trials. Functional groups characteristic of the OEC were observed in the capsule by
spectroscopy in the infrared and Raman region. By thermogravimetric analysis, it was found
that the capsule made it possible to increase the thermal stability of the essential oil from 162
to 230 °C. The controlled release of the capsule (OEC-CapD) was performed, and it is possible
to observe a release profile with exponential behavior (R?=0.997), with an equilibrium time of
72 h and a release of 54% of OEC. Finally, an application of pure OEC was made in Aedes
aegypti larvae in which the LC50 was 74.4 ppm and LC90 of 106.2 ppm. The capsules were

also evaluated, and their toxic effect against Aedes aegypti could be observed. It can be



concluded, therefore, that the capsules have application potential in the control of Aedes aegypti

larvae, but improvements must be made for application.

Keywords: Microencapsulation. Aedes aegypti. Controlled release. Volatile constituents.

Eugenia caryophyllata.
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CAPITULO 1

INTRODUCAO, REVISAO DA LITERATURA E
OBJETIVOS
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1.1 Introducao

Os 6leos essenciais (OEs) sdo misturas complexas de compostos orginicos volateis
lipofilicos com caracteristicas odoriferas e consisténcia oleosa obtidos a partir da extracao de
sementes, folhas, flores e cascas de plantas. A comercializacdo desses 6leos vem sendo
importante para a economia de vdrios paises, uma vez que podem ser aplicados para diversas
finalidades como, por exemplo, nas industrias de cosméticos (SARKIC; STAPPEN, 2018),
alimenticia (RIBEIRO-SANTOS et al., 2017) e farmacéutica (KHALIL et al., 2017).

Matérias-primas como manjerona (Origanum majorana L.), manjericado (Ocimum
basilicum), canela (Cinnamomum zeylanicum Blume), coentro (Coriandrum sativum L.), cravo-
da-india (Eugenia caryophyllata), alecrim (Rosmarinus officinalis L.), louro (Laurus nobilis
L.), entre outros, sdo algumas das fontes de OEs que sdo constituidos por compostos
constituidos por diferentes classes de compostos organicos, tais como: terpenos,
fenilpropanoides, compostos oxigenados, aldeidos, cetonas, ésteres e outros. Diferentes
propriedades tém sido descritas para os OES, dentre elas, antibacterianas, antifingicas,
antioxidantes, ovicidas, adulticidas, fungicidas, podendo ainda, ser utilizados na protecao de
alimentos armazenados (PAVELA et al., 2019; VEIGA et al., 2019; KHORSHIDIAN et al.,
2018)

Alguns 6leos essenciais também tém mostrado elevado potencial inseticida como, por
exemplo, o 6leo essencial do cravo da india. Para que uma substancia seja utilizada como
inseticida, ela precisa ter algumas caracteristicas como: biodegradabilidade, eficicia em
pequenas concentragdes, auséncia de fitotoxidade e ndo ser tOxico para outros animais.

(SANTOS et al., 2020).

Dentre os 6leos essenciais que contém atividades larvicida, antioxidante, antimicrobiana
comprovadas, destaca-se o 6leo proveniente do cravo-da-india. O 6leo essencial do cravo da
india (OEC) vem sendo estudado por conter alta toxidade aos vetores das larvas do Aedes
aegypti (SOONWERA; PHASOMKUSOLSIL, 2016). Os principais componentes quimicos
desse 6leo essencial s@o o eugenol e o [-cariofileno, sendo que o eugenol representa

aproximadamente 80% da composi¢ao do 6leo (SINGH; CHANDEL; MANOHAR, 2018).
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OEs sao suscetiveis a oxidacdo na presenga de ar, luz e umidade e sdo sensiveis ao calor
(VEIGA et al., 2019). Geralmente, os constituintes dos 6leos essenciais apresentam baixa massa
molar e grande volatilidade. Tais caracteristicas dificultam as aplicagdes dos OE:s,

comprometendo as suas propriedades e a sua composi¢ao (HOYOS-LEYVA et al., 2018).

Diante disso, uma das solugdes desenvolvidas para preservar ou reter compostos
volateis é a microencapsulacdo. Por meio dessa técnica, a liberacao do OEs pode ser controlada,
protegendo os compostos das condi¢des adversas do meio ambiente (MANAF et al., 2015). A
microencapsulacdo € uma técnica nas quais goticulas, ou particulas muito pequenas, de material
liquido ou sdlido sdo envolvidas, ou revestidas, com uma pelicula continua de material
polimérico, ceramico, entre outros, obtendo-se pequenas cdpsulas. Essa técnica permite alterar
propriedades coloidais e de superficie dos OEs, fornecendo prote¢do ambiental, controlando as

caracteristicas de liberac@o ou a disponibilidade de materiais revestidos (VEIGA et al., 2019).

Neste contexto, buscou-se neste trabalho realizar a microencapsulacao do 6leo essencial
do cravo-da-india pela técnica de microfluidica. Primeiramente, o OE foi extraido da matéria-
prima, que foi caracterizado por diferentes técnicas analiticas, descrevendo as principais
caracteristicas do material obtido. Na sequéncia, o OE foi encapsulado pelo material de parede,
o alginato. Parametros de microencapsulacido do OE foram avaliados. As microcdpsulas obtidas
também foram caracterizadas por diferentes técnicas e a liberacdo do 6leo também foram
avaliadas. Por fim, as microcdpsulas foram avaliadas quanto a uma possivel aplicacdo no
controle de Aedes aegypti. Finalmente, foi realizada uma avaliagdo das vantagens e

desvantagens da técnica empregada.
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1.2 Objetivo Geral

O objetivo geral deste trabalho consistiu em obter e caracterizar microcdpsulas de

alginato de cdlcio contendo o 6leo essencial do cravo-da-india pela técnica microfluidica.

1.2.1 Objetivos especificos

e Extrair o 6leo essencial do cravo-da-india e caracteriza-lo pelas técnicas: Cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG/EM), ressondncia magnética nuclear
(RMN), andlise termogravimétrica (TGA), ultravioleta visivel (UV-Vis), Infravermelho
(FTIR), Raman.

e Obter as microcdpsulas de alginato de célcio contendo o 6leo essencial de cravo-da-
india pela técnica microfluidica;

e (aracterizar as microcdpsulas por diferentes técnicas analiticas: Ressonancia magnética
nuclear (RMN), termogravimetrica (TGA), ultravioleta visivel (UV-Vis), infravermelho
(FTIR), Raman e microscopia 6ptica;

e Avaliar a eficiéncia de encapsulamento do 6leo essencial;

e Avaliar o controle de liberagc@o do 6leo essencial das microcédpsulas;

e Avaliar a aplicagdo das microcdpsulas contendo dleo essencial do cravo-da-india no

controle do Aedes aegypti.
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1.3 Revisao da literatura

1.3.1 Composicao quimica dos 6leos essenciais

Os OEs sdo misturas complexas constituidas principalmente de mono e sesquiterpenos
e de fenilpropanoides (PANDEY; SINGH, 2017; VEL; SAMPERS; RAES, 2019). Os terpenos
sdo compostos organicos de cheiro forte, com odores caracteristicos, comumente agraddveis e
corresponde a maioria das moléculas que constituem os 6leos essenciais (MATOS et al., 2019;

SALHA; ABDERRABBA; LABIDI, 2019).

Os terpenos sdo hidrocarbonetos simples, enquanto os terpendides sdo terpenos que
contem oxigénio (HANUS; HOD, 2020). Destaca-se um ndmero variado de atividades
bioldgica dos terpendides, como a prevengdo ao cancer (TETALI, 2019), atividades
antifingica (SCHRODER et al., 2018; TEIXEIRA et al., 2018), antimicrobiana (REYES-
JURADO et al., 2019), antiviral, antiparasitiria (BROCHOT et al., 2017) e anti-inflamatdria
(NASCIMENTO et al., 2018). Além disso, podem apresentar melhorias na penetragdo de
algumas formulacdes médicas na pele de humanos, além de ajudar na preven¢do de doengas

inflamatérias (JIANG et al., 2017).

Os terpenos podem ser sintetizados por meio de metabdlicos primérios. Sdo formados
por rotas da sintese do metileritritol fosfato e do dcido mevalonico (BORGES,
AMORIM,2020). As estruturas isoprenicas (C5), se unem por meio das ligacdes cabeca-cauda,
formando diversos grupos de terpenos. Desse grupo, os mais importantes sao os tetraterpenos
(Ca0), triterpenos (Cszp), diterpenos (Czo) sesquiterpenos (Cis), monoterpenos (Cio) €
hemiterpenos (Cs), que representam cerca de 90% dos OEs (CHAVEZ-GONZALEZ;
RODRIGUEZ-HERRERA, 2016; BROCHOT, 2016).

Figura 1- Férmula estrutural do isopreno

P

Fonte: Elaborada pela autora.
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A biossintese de monoterpenos ocorre devido a combinacdo de dimetil alil difosfato e
isopentenil difosfato. Essa interacdo possibilita a formacdo de pirofosfato de linalila e
pirofosfato de nerila, o que possibilita a formacdo de outros monoterpenos (BORGES,
AMORIM,2020). Os principais componentes dos 6leos essenciais aromaticos sao encontrados
em folhas, flores, cascas e frutas (LONE; YUN, 2016). O limoneno, encontrado em mais de
300 vegetais (JIjNIOR; PASTORE, 2007), por exemplo, ¢ um monotepeno derivado do
isopreno. Existem dois enantidmeros do limoneno. O mais utilizado industrialmente € o d-
limoneno (Figura 2), que tem o cheiro forte de laranja como sua principal caracteristica e,
normalmente, usados como ingrediente na produ¢do de produtos de limpeza (HAUENSTEIN

etal., 2016; SOULIMANI; BOUAYED; JOSHI, 2019).

Figura 2 - Formulas estruturais de alguns monoterpenos encontrados em 6leos essenciais

CH, CHg
HaC
= CH,
HZC/\% HyC CH,
R-limoneno f-felandreno sabineno
HaC CH,
A
ERE
CHg
H,C” CH
CHj ¢ :
mirceno a-terpineno trans-6xido de limoneno

Fonte: Elaborada pela autora.

O p-felandreno (Figura 2) ¢ um composto encontrado em diferentes espécies vegetais,
sendo utilizado como barreira fisica e quimica contra ataques de patégenos e insetos em arvores
coniferas (FORMIGHIERI; MELIS, 2018). O sabineno (Figura 2) é um produto quimico fino
biciclico, muito utilizado como aromatizante, como aditivo em biocombustiveis avancados e
aditivo de perfumes (CAO et al., 2018). O mirceno e o a-terpineno (Figura 2) possuem odor
agraddvel e caracteristicas antioxidantes (ORLANDO et al., 2019; QUIROGA; NEPOTE,;
BAUMGARTNER, 2019).
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Compostos aromdticos também estdao presentes nos OEs e sdo denominados de fenil
propandides (Figura 3). Este termo € usado para se referir a composi¢cdo contendo uma cadeia
de trés carbonos ligado a um anel aromético de seis carbonos, como o fenil propano. Os fenil
propandides, porém, estdo em menor concentragdo em relagdo aos terpenos. Esses compostos
aromdticos apresentam diferentes fungdes organicas como dlcoois, aldeidos, fendis e éteres. Na
Figura 3 sdo mostrados alguns exemplos destes compostos aromaticos (MESQUITA et al.,

2019; VEL; SAMPERS; RAES, 2019).

Figura 3 - Férmulas estruturais de compostos aromdticos encontrados em 6leos essenciais.

H,C O— HaC H3C
o \ 3 \ 3 \O
— H,C—O (o]
o]
0 )
/
H;C (0]
(0] OH
\ \ = N
CHj CH, H,C CHj

Eugenol Cinamaldeido Elemicina Apiol

Fonte: Elaborada pela autora.

O eugenol e o cinamaldeido sdo reconhecidos por suas atividades antimicrobiana e
antifingica. S3o os principais compostos dos 6leos essenciais do cravo-da-india e da canela,
bastante utilizados em industrias alimenticias (EDRIS, 2020; HERRERA et al., 2019). A
elemicina € encontrada em plantas como citronela, sendo muito utilizada na composi¢ao de
medicamentos, devido as suas propriedades antioxidante, antimicrobiana e antiviral (WANG et
al., 2019). Assim como a elemicina, o composto apiol apresenta atividade antioxidante e esta
presente na composicdo do 6leo extraido da planta endro, que € muito utilizado como planta
medicinal (WANG et al., 2019). Além do dleo essencial do cravo-da-India, outros 6leos sio
destaques, devido a suas propriedades. Na Tabela 1 sdo mostradas as principais composi¢oes

de dleos essenciais obtidas a partir de diferentes espécies de plantas.
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Tabela 1 - Principal composi¢ao dos 6leos essenciais obtidos por diferentes espécies de plantas
(matéria-prima)

Matéria prima Composicao Referéncia

Cravo-da-india Eugenol; p-cariofileno; a-copaeno; a-humuleno; 2- (CANBAY-GOKCE
metoxi-4-(2-propenil) acetato; J-cadineno; o6xido de al., 2019)

cariofileno; aromadendrene.

Citronela Citronelal; geraniol; citronelol; acetato de geranila; citral. (WANG et al., 2019)

Manjericao linalol; eugenol; 1,8 cineol; epi-a-cadinol; a-trans- (MILENKOVIC et
bergamoteno. 2019)

Tomilho Carvacrol; y -terpineno; p—cimeno; S-cariofileno; timol. (GEDIKOGLU;

et

al.,

SOKMEN; CIVIT, 2019)

Hortela Carvona; limoneno; 8-cineol; germacreno D; p- (CHRYSARGYRIS et al.,
carilofileno; S-pineno; a-pineno. 2019)
Alecrim o-pineno; 1,8-cineol; canfora; canfeno; limoneno; (VERMA et al., 2019)

borneol; verbenona; acetato de bornila; a-terpineol.

Canela Cinamaldeido; a-pineno; canfeno; p-cimeno; (MUHAMMAD et
limonene;1,8-cineol; linalol; a-copaeno 2019)
Coentro Hidroxilamina;  1,2,4-trimetoxi-5-1-propenil;  4cido (ARASU et al., 2019)

dodecandico; éster 1,2,3-propanetriilico.

al.,

Fonte: Elaborada pela autora

1.3.2 Aplicacoes dos 6leos essenciais

A produ¢do mundial no mercado de 6leo essencial foi de 226.800 toneladas em 2018
(IRSHAD et al., 2019, sendo que a demanda desses 6leos nas industrias cresce a cada ano.
Estima-se que a Taxa Anual de Crescimento Composta (Compound Annual Growth Rate -
CAGR) seja de 8,6% entre 2019 e 2025 (IRSHAD et al., 2019). A comercializacdo de OEs é
muito importante para economia de vérios paises como, Brasil e India, uma vez que podem ser
aplicados para diversas finalidades como em industrias de cosméticos (SARKIC; STAPPEN,

2018), alimenticia (CHRYSARGYRIS er al., 2019) e farmacéutica (TARIQ et al., 2019).

Na industria de cosméticos, os OEs oferecem uma variedade de beneficios devido as
suas atividades bioldgicas tais como analgésica, antimicrobiana, antisséptica, dentre outras.
Porém, a principal razdo para a utilizagdo dos EOs em cosméticos € o aroma agraddvel. Os

cosméticos sdo constituidos por surfactantes, acidos graxos, entre outros compostos, que
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contém um perfume desagradavel. Assim, os 6leos essenciais também sdo adicionados para

mascarar o cheiro desses constituintes (SARKIC; STAPPEN, 2018). Os terpenos e fenil

propandides presentes nos OEs tem uma grande aplicagdo na drea biomédica, sendo

amplamente utilizados na indudstria farmacéutica por conterem ac¢ao contra patogenos de origem

viral e bacteriana (TARIQ et al., 2019).

Os OEs também sdo aplicados como agentes aromatizantes em alimentos como iogurte,

temperos, entre outros. Também sao incorporados aos materiais de embalagem para controlar

o crescimento de patégenos de origem alimentar (FALCO et al., 2019). Na Tabela 2 sio

mostradas diferentes aplicagdes dos EOs.

Tabela 2 - Propriedades bioldgicas de 6leos essenciais e aplicagdes

Matéria-prima  Espécie Vegetal Aplicacoes do 6leo essencial Referéncia
Laranja Citrus sinensis  Agente Antimicrobiano (TOSUN et al.,
(L.) Osbeck contra a bactéria Salmonella.  2018)
Menta japonesa Mentha arvensis O Oleo tem um efeito inibidor (MYODA et al,
var. piperascens contra o &cido isovalérico, 2018)
Malinv. ex Holmes que €é um dos principais
compostos responsaveis pelo
mau odor humano.
Citronela Cymbopogon Propriedade antimicrobiana, ¢ (ALMEIDA et al.,
winterianus Jowitt utilizado para limpeza de 2016)
e C. nardus (L.) dentaduras.
Rendle
Limao Citrus limon (L.) Efeitos antioxidantes e (LEEetal.,2018)
N.L. Burm redutores do colesterol.
Eucalipto (tipo Eucalyptus Impede o desenvolvimento de (MERGHNI ef al.,
cineol) globulus  Labill., biofilme formado pelas cepas 2018)
E. polybractea resistentes a meticilina.
RT. Baker e
Eucalyptus spp.
Cravo-da-india  Syzygium Utilizado  como  agente (NIRMALA et al.,
aromaticum  (L.) quimiopreventivo na 2019)(SOONWERA
Merr. e L. M. medicina, tem propriedades ;
Perry antivirais, antibacterianas ¢ PHASOMKUSOLSI
anticancer e atividade L, 2016)

larvicida contra Aedes aegypti
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Matéria-prima  Espécie Vegetal

Aplicacoes do dleo essencial

Referéncia

Lavanda Lavandula
intermedia Emeric
ex Loise

Canfora Cinnamomum
camphora (L.) J.
Presl.

Coentro Coriandrum
sativum L

Reduz a ansiedade
perioperatéria e pode ser
considerada
prospectivamente em estudos
futuros por suas
caracteristicas sedativas em
pacientes  submetidos a
procedimentos cirtrgicos sob
anestesia local.

Induzem alteragdes
bioquimicas por causar uma
reducdo drastica no total de
proteinas e carboidratos nas
larvas tratadas nas larvas de

Spodoptera littoralis
(Boisduval)
Potente anticonvulsivante

ativador de canal de potdssio

(KARAN, 2019)

(ALI; IBRAHIM,
2018)

(MANVILLE;
ABBOTT, 2019)

Fonte: Elaborada pela autora

1.3.3 Oleo essencial do cravo-da-india

O dleo essencial do cravo-da-india (OEC) (Syzygium aromaticum L.) € extraido dos

brotos da planta e tornou-se um produto muito procurado devido as suas atividades bioldgicas,

muito utilizada na aromaterapia e na medicina (JENTZSCH; GUALPA; RAMOS, 2018). Além

de sua atividade antioxidante e antimicrobiana, como comentado anteriormente, apresenta

propriedades ovicida e larvicida. Sua instabilidade diante das condi¢des ambientais (luz,

oxigénio e temperatura) e volatilidade, limita o seu uso industrial (PANDIYAN; MATHEW;
MUNUSAMY, 2019; RADUNZ et al., 2019).

Segundo Canbay-gokce et al., (2019), o principal OEC é majoritariamente constituido

pelo eugenol (=80-60%), seguido do f—cariofileno (=7-4%). Na Tabela 3 sdo mostrados outros

componentes do OEC, que foram detectados por meio da andlise por cromatografia gasosa

acoplada a espectrometria de massas (CG-EM) por dois diferentes autores.
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Tabela 3 - Composicao do dleo essencial do cravo-da-india (OEC)

Composto % * Y0 **

Eugenol 81,84 62,88

a-Copaeno 0,14 0,17

p-Cariofileno 6,94 15,60

a-Humuleno 0,74 1,86

Acetato de 2- metox-4-alil fenila 9,88 18,69
aceteugenol

o-Cadineno 0,17 0,10

Oxido de cariofileno 0,20 0,34

Aromadendrene 0,09 -

Fonte: Adaptado de *CANBAY-GOKCE et al., 2019, ** OLIVEIRA et al., 2016

As diferentes porcentagens, encontradas na literatura dos compostos majoritdrios e
minoritdrios, podem estar relacionadas ao método de extragdo, ou outros fatores como a
variedade de planta, variacdo genética, oferta de fertilizantes, localiza¢do geografica e a forma
de armazenamento. Tais condi¢cdes podem provocar alteracdes relevantes na composicao

quimica dos OEs (RADUNZ et al., 2019).
1.3.4 Métodos de extracao dos d6leos essenciais

Diferentes métodos sdo utilizados para extracdo de Oleos essenciais de plantas e

discutidos nos proximos itens.

1.3.4.1 Extracao por arraste vapor

A extragdo por arraste a vapor € um processo de obtencdao de OEs que proporciona as
vantagens de altos rendimento e qualidade. A extracido pode ser realizada por vapor seco ou
vapor umido, isto €, o material pode ficar imerso ou ndo na 4dgua. Na destilagdo por arraste a
vapor € utilizado um prato perfurado, no qual é colocado o material que serd destilado. A
caldeira € preenchida com dgua pela parte superior e colocada em ebulicdo, o vapor gerado
arrasta os compostos voléteis por meio de um condutor, que passa por um condensador. Entdo,
a mistura de 6leo-agua é condensada, necessitando fazer posteriormente uma separagdo. Porém,
a desvantagem ao utilizar esse sistema para obtencao de 6leos essenciais consiste na possivel

decomposicio de componentes do 6leo (JUNIOR e al., 2006).
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1.3.4.2 Extracao por hidrodestilacao

A hidrodestilagdo € um processo bastante simples, além de ser economicamente vidvel
e possibilitar o isolamento de compostos a partir de vegetais utilizando temperaturas inferiores
a 100 °C. Também € muito usado no isolamento de produtos naturais, que nao sdo soliveis em
meio aquoso e com elevada temperatura de ebulicdo. O processo consiste em embeber o
material vegetal em &4gua, mantendo a temperatura de ebulicdo da dgua, evitando o
superaquecimento do 6leo. O vapor arrasta os compostos voldteis, que sdo condensados
formando o hidrolato (mistura de uma fase organica e uma fase aquosa). Utilizando um solvente
organico extrator, como por exemplo o diclorometano, é possivel extrair o 6leo essencial. Na
sequéncia, o solvente organico € eliminado resultando na obtencdo do 6leo essencial extraido.
A principal desvantagem da hidrodestilagdao, comparado com outros métodos, é o tempo de

extracdo (AZIZ et al., 2018).
1.3.4.3 Extracio por solvente

O processo de extracdo por solvente é utilizado em materiais florais, considerados
materiais frageis ou delicados que nao podem ser extraidos usando calor ou vapor fornecido.
Esse processo tem como objetivo extrair materiais lipofilicos da planta por meio de solventes
como etanol, metanol dentre outros. Primeiramente, ocorre a mistura do material vegetal com
o solvente. Apds a obtencdo do 6leo, aquece-se a mistura para eliminacdo do solvente. O
sistema € entdo filtrado, obtendo-se a resina, o 6leo essencial e sua fragrancia. Esse filtrado é
colocado em mistura com o dlcool (etanol, metanol) e, logo em seguida, € destilado em
temperatura branda para a obtencdo do 6leo essencial. Comparando os métodos de extracao,

esse € o mais complexo e tem o custo mais elevado e € mais demorado (AZIZ et al., 2018).
1.3.4.4 Extracao por micro-ondas

O processo de extracdo por micro-ondas € um método de extragdo sem solvente
organico 2 pressdo atmosférica. E baseado no efeito da irradiacdo por micro-ondas da dgua e
moléculas in situ, aquecendo o material da planta imediatamente. O aumento da temperatura e
pressao dentro das células da planta causa ruptura fisica e hidrodifusao de 4gua e metabdlitos

de dentro para fora da célula. Suas principais vantagens sdo: alta qualidade dos compostos
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obtidos e a rapidez da extragdo. Comparado a extracao por hidrodestilacdo, mantem o ambiente

seguro e limpo (BENMOUSSA et al., 2019).
1.3.4.5 Extracao Supercritica

A extragdo supercritica (ESC) é um processo muito utilizado para obtencdo de
compostos volateis de matéria prima vegetal. O processo é caracterizado por utilizar solvente
como CO; em estado supercritico, ou seja, temperaturas e pressoes acima do seu do seu ponto
critico, para solubilizar produtos desejados. Quando comparado com os demais processos de
extracdo, a ESC proporciona vantagens, como facilidade de separar o soluto do solvente, além
de ser possivel realizar o controle da temperatura e pressao do sistema, permitindo assim, um
produto completamente isento de solvente (MEIRELES, 2006). Como desvantagem, apresenta
baixa eficiéncia de extracdo de 6leos essenciais comparado com a hidrodestilacdo, além de ter

um alto custo (AZIZ et al., 2018).
1.3.5 Microencapsulacio dos dleos essenciais

A reducdo das atividades apresentadas pelos OEs pode estar associada a sua
volatilizagcdo e decomposi¢do quando exposto ao ar, calor ou irradiagdo. Dessa forma, técnicas
de protecao do dleo sdo essenciais para manter as suas caracteristicas quimicas, sendo a
microencapsulagdo uma alternativa atraente (RADUNZ et al., 2019). A microencapsulagio
pode ser pensada como uma técnica em que particulas, ou goticulas, de um determinado
composto de interesse sdo envolvidas em uma matriz encapsulante, que € usada para proteger
o material encapsulado, permitindo a sua liberacdo em diferentes momentos, regides e

condi¢des (MARQUEZ-GOMEZ et al., 2018).

O encapsulamento fisico de Oleos sensiveis em pequenas capsulas pode impedir a
oxidacdo provocada pela umidade, fons metdlicos, oxigénio e calor. Resumidamente, a
microencapsulacdo pode ser definida como um processo de constru¢do de uma barreira
funcional entre o nicleo e o material de parede para evitar reagdes quimicas e fisicas e manter
as propriedades bioldgicas, funcionais e fisico-quimicas dos materiais do niicleo (BAKRY et
al., 2016). Na Figura 4 € mostrado um desenho esquemdtico de um material de parede

encapsulando um 6leo essencial.
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Figura 4 - Esquema de uma cépsula obtida pela técnica de microencapsulacao

Material do nucleo Material de parede
(Oleo)

Fonte: Adaptado (BAKRY et al., 2016)

Ha vérias aplicagdes no meio industrial da técnica de microencapsulagdo, a qual é
utilizada para proteger fragrancias (BAKRY et al, 2016; CARVALHO; ESTEVINHO;
SANTOS, 2016), ou outros agentes ativos (BEZERRA et al., 2016), da oxida¢do que podem
ser causadas pela luz, calor, umidade e contato com as demais substancias. Pode ser utilizada
também para evitar a evaporagcdo do composto de interesse, controlando a sua taxa de liberagao.
Segundo Martins et al., (2014) existem algumas possibilidades de usar a microencapsulacao
como técnica para obter produtos com alto valor agregado. Pode-se observar na Figura 5 o
campo de aplicacdo da técnica de encapsulagdo, sendo os setores da industria farmacéutica
(68%) e alimenticia (13%), as dreas que mais possuem trabalhos publicados com o tema de

microencapsulacdo e aplicacdo referente a abril de 2014 (MARTINS et al., 2014).

Figura 5 - Campos de aplicacdo da técnica de microencapsulacio em diferentes setores

9% 1% 2% 30,

u Téxtil mEletrdnicos mAgricultura m Biomedicina
= Alimenticia = Cosmeéticos mFarmacéutica

Fonte: Adaptado (MARTINS et al., 2014)
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1.3.5.1 Técnicas de microencapsulacao utilizadas em o6leos essenciais

Escolher o método mais adequado para o encapsulamento depende do material a ser
encapsulado, do tipo de nicleo, para qual finalidade serd aplicada a microcdpsula, o tamanho,
as propriedades fisicas e quimicas do 6leo e da cédpsula. Além disso, depende também do

mecanismo de liberacio que serd necessdrio e principalmente do custo.

Os principais processos de encapsulamento sdo: Secagem por aspersao (Spray Drying),
Revestimento de suspencdo a ar (Air Suspension Coating), Extrusdo centrifuga (Centrifugal
Extrusion), Pan Coating, Evaporacdo de solvente/extracio de solvente (Solvent
Evaporation/Solvent Extraction), Expansdo de fluido supercritico (Supercritical Fluid
Expansion), Coacervagdo (Coacervation) e microfluifica (microfluidic). Na Tabela 4 estdo

apresentados os principais métodos utilizados e suas caracteristicas (LUCY et al., 2014).

Tabela 4 - Os principais processos utilizados para obten¢do de microencapsulacio e as suas

principais caracteristicas

Técnica de Principios da técnica Referéncia
microencapsulacao
“Spray drying” Tem como principio a maximizacdo da area de (VEIGA eral.,

troca de calor e massa durante a secagem. Esse 2019)
método permite a remog¢do de umidade.

“Air Suspension Tem como principio a cobertura com suspensdo a (AYOUB et

Coating” ar de particulas por arranjos ou por fusdo; oferece al., 2019)
melhor controle e adaptabilidade.

“Centrifugal Os liquidos s@o encapsulados usando uma cabeca (VASHIST;

extrusion” de extrusio rotativa contendo bocais concéntricos. CHANDEL,

Um jato de liquido central € envolvido por uma 2018)
bainha de solucdo de parede ou fundido. A medida

que o jato se move pelo ar, ele se quebra, em
goticulas de nucleo, cada uma revestida com a
solucdo de parede.

“Pan coating” O processo de revestimento de pan, as particulasdo (VASHIST;
agente a encapsular sofrem rotagao e, sobre elas, o CHANDEL,
material de revestimento é aplicado lentamente. A 2018)
medida que o agente encapsulante € langado, uma
corrente de ar quente passa, por meio do material
encapsulado a fim de remover o solvente da
solucdo e do agente encapsulante.
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Tabela 4- (Continuagao)

Técnica de Principios da técnica Referéncia
microencapsulacio

“Solvent Nesse método, o revestimento da microcdpsula é (NAG; AND
Evaporation/Solvent primeiro disperso em um solvente voldtil e ¢ BIPUL
Extraction” imiscivel com a liquida fase volatil de fabricacdo. NATH, 2018)

O material do nicleo a ser microencapsulado é
dissolvido na solucao do polimero de revestimento.
“Supercritical Fluid Os processos supercriticos de CO2 permitem o (VASHIST;
Expansion” projeto e o controle do tamanho das particulas. Essa CHANDEL,
técnica consiste basicamente num processo de 2018)
extrag@o supercritica de um substrato de interesse,
seguido de uma répida despressurizagdo através de
um bocal.
“Coacervation” Coacervacao complexa € um processo de separacdo (ALIL
de fases causado pela interacdo de dois coldides IBRAHIM,
com carga oposta, geralmente proteinas e 2018)

polissacarideos.
“Mirofluidic” O dispositivo produz emulsdes com baixa (BOGGIONE
dispersdo de tamanhos. etal.,2017)

Fonte: Elaborada pela autora

1.3.5.2 Materiais utilizados em encapsulamento de 6leos essenciais

H4 muitas variedades de materiais que foram estudados para a sua adequacdo como
material encapsulante. A escolha desse material é importante para a caracteristica das
microcdpsulas obtidas, sendo necessario seguir alguns critérios como, por exemplo, o material
tem que ser quimicamente compativel e ndo reativo aos materiais do nicleo. Além disso, deve
proteger o nucleo contra condi¢des adversas do ambiente. Na Tabela 5 sdo apresentados alguns

materiais utilizados para encapsular 6leos essenciais.



Tabela 5 - Principais materiais utilizados em encapsulamento de 6leos essenciais

Material da Material do niicleo: éleo Referéncias
carcaca essencial
Goma Arabica Sucupira (Pterodon emarginatus), (ALVES et al, 2014) ;
Maltodextrina  Lima (Citrus aurantiifolia) (BRINGAS-LANTIGUA;
VALDES; PINO, 2012)
Alginato Cravo-da-india (Eugenia (EMAD et al., 1992)
caryophyllata); Tomilho (Thymus
vulgaris); Canela (Cinnamomum
zeylanicum )
Quitosana Citronela (EMAD et al., 1992)
(Cymbopogon winterianus)
Gelatina Manjericdo sagrado (Manjericilo (SUTAPHANIT;
sagrado) CHITPRASERT, 2014)
Etilcelulose Alecrim  (Salvia rosmarinus), (VONCINA er al., 2009);

Formaldeido de

Lavanda (Lavandula)
Alecrim (Rosmarinus officinalis);

(WANG, 2008)
BOH; KNEZ, 2006)

melamina Lavanda (Lavandula hybrida);
Salva (Salvia officinalis)
PMMA Jasmim (Jasminum) (BOH; KNEZ, 2006)
(polimetacrilato
de metila)

Fonte: Adaptado (CARVALHO; ESTEVINHO; SANTOS, 2016)

1.3.5.3 Alginato
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O alginato € um polissacarideo anidnico natural derivado de algas marinhas marrons,

como Macrocystis pyrifera, Sargassum spp e Ascophyllum nodosum (QUESADA et al., 2020).

Esse polissacarideo também pode ser produzido por fermentagdo microbiana utilizando

bactérias especializadas. O alginato pode ser encontrado na forma de alginato de magnésio,

potdssio e sédio, desempenhando o papel de fortalecimento da parede celular das algas. Porém,

o composto obtido pela extracdo a partir das algas marinhas € o alginato de s6dio (GUO et al.,

2020).

O alginato de sédio foi descoberto em 1883 e, desde entdo, foram realizadas varias

pesquisas sobre o seu valor prético. A produgdo em grande escala comecou nos Estados Unidos
em 1929. Em 1983, o alginato de sédio foi aprovado para ser adicionado aos alimentos, usado
para revestir vegetais e frutas, como produto de protecdo viral e microbiana (PUSCASELU et

al., 2020). Em industrias farmacéuticas o alginato € usado em produtos que precisardo ser
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solubilizados em dgua quente antes do consumo, como misturas de ingredientes para tratar
resfriados, coquetéis de vitaminas, dores de cabeca, tonturas ou como sistemas de liberacao de

medicamentos antirrefluxo (GUO et al., 2020; UYEN et al., 2020).

Quimicamente, o alginato de sédio € classificado como um sal de sédio do &cido
alginico, que é solivel em &dgua. Esse dcido é formado por 4cido a-gulurdnico (G) e B-D-
manurdnico (M), como mostrado na Figura 6 (AGUERO et al., 2017). Esses dcidos G e M se
agrupam em blocos sequenciais do tipo GG-block, GM-block e MM-block, devido as ligagdes
entre os carbonos C-1 e C-4 (GUO et al., 2020). O estdgio de crescimento da alga, a partir da
qual foi extraido o alginato, interfere nas propor¢des e distribui¢des dos dois dcidos da cadeia

polimérica, podendo acontecer variacdes nas porcentagens desses dcidos (OZEL et al., 2020).

Figura 6 - Estrutura de subunidades do 4cido alginico.

HO,C OH HO.C

HO,C |
HO A
~ g w Ow
HO,C L I
HO,C
— :C OH .C  OH

\_&_T.__‘J L ] — L T J

G-Block GM-Block M-Block

Fonte: (GUO et al., 2020)

O alginato pode formar um gel ao interagir com cations divalentes como, por exemplo,
o Ca*?. As cadeias G alinham-se lado a lado, tomando a forma similar de um diamante, que tem

o tamanho ideal para acomodar um ion divalente, como mostrado na Figura (7).

A explicagdo da gelificacdo do alginato, proposta por Grant e colaboradores (1973),
ocorre devido a modificagdo do alginato ao entrar em contato com fons divalentes. Ocorre,
portanto, a formacdo de uma rede tridimensional, possibilitando que outros fons divalentes
sejam complexados, tonando a estrutura cada vez mais complexa. Esse modelo foi denominado

por Grant como modelo “ casca de ovo” (GRANT et al., 1973).
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Figura 7- Representagdo esquematica da estrutura da “caixa de ovo” pela complexacao

de fons Ca?* com fons carboxilato de unidades G de alginato

ca* c:‘o " c;c> i
ﬁ ¥ 1 :F{%'a‘r_l " ) : Z"&'#H
/é‘;/ \%jy Room temperatore ?‘(:
%:

M-blocks

—
G-blocks H.o OH
H
HOY HO

“ego box"

. Fonte : (AGUERO et al., 2017)

Para a obten¢do do gel, primeiramente deve-se hidratar o alginato em p6 formando uma
solucdo de concentracdo desejada. Quando essa solu¢do entra em contato com a solucao
catidnica, os blocos MG, MM e GG formario a rede tridimensional, mencionada anteriormente.
Pode-se perceber na Figura 7 a importancia das subunidades G na formacao do gel do alginato.
Uma maior fracdo dos blocos GG possibilita a formagdo de um gel mais resistente, enquanto
maiores fracdes dos blocos MM possibilita a formagao de géis mais frageis (ROMERO et al.,

2000).
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2. Metodologia

2.1 Padroes e reagentes

Os reagentes utilizados na realizacdo deste trabalho sdo listados na Tabela 6.

Tabela 6 - Reagentes utilizados no trabalho

Reagente Marca Pureza / %
Diclorometano Quimica 99,5 %
Moderna
Alginato de Sédio PA Dinamica -
Cloreto de Calcio Isofar -
Dodecil Sulfato de sédio (SDS) Merck -
Acetonitrila Merck 99.5%
Hidroxido de S6dio Proquimios -

Fonte: Elaborada pela autora

2.2 Preparo de solucdes de alginato de sédio e cloreto de calcio e SDS

Na realizacdo desse trabalho, foram preparadas trés solucdes, a solucdo de alginato de
sodio, dodecil sulfato de sodio (SDS) e cloreto de célcio. Para a solugcdo de alginato
0,0694 mol L'}, pesou-se 7,500 g de alginato em um béquer, sendo acrescido 500 mL de dgua
destilada. O sistema foi submetido a agitacdo a 580 rpm e aquecimento na temperatura de
30 °C por 2 h até a dissolu¢do completa do alginato. Para a solucdo de dodecil sulfato de sédio
(SDS) 0, 100 mol L', pesou-se 1,400 g em um béquer, que foi dissolvido em dgua destilada e
transferido para um baldo volumétrico de 50,00 mL, e que teve o volume completado com dgua
destilada até a marca de aferi¢do. Para solucdo de cloreto de célcio 0,1 mol | pesou-se 7,350
g de cloreto de célcio, dissolvido em dgua e transferido para um baldo volumétrico de 500,00

mL, sendo o volume completado com dgua destilada até a marca de afericao.
2.3 Obtencao do material vegetal

O material vegetal utilizado para obtencdo do dleo essencial foi o cravo-da-india
(Eugenia caryophyllata), obtido em mercado local na cidade de Vicosa, Minas Gerais. O

material foi utilizado sem pré-tratamento prévio.
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2.4 Obtencao do 6leo essencial do cravo-da-india

O 6leo essencial foi obtido por hidrodestilacdo. Foram pesados 30,000 g do cravo-da-
india em um baldo de fundo redondo e adicionados 400 mL de dgua tipo 1, purificada por
sistema Milli-Q (Millipore Corporation). O sistema foi aquecido a temperatura de 100 °C, sem
agitacdo, durante 3 horas. O vapor gerado foi condensado e recolhido, obtendo-se um hidrolato.
O hidrolato (250 mL) foi submetido a trés sequéncias de extrac¢ao liquido-liquido, utilizando o
diclorometano (100 mL). Finalmente, o solvente foi removido sob pressao reduzida em rota
evaporador por 40 min a temperatura de 22 °C, sendo esta temperatura selecionada para que
ndo ocorresse a degradacdo do 6leo essencial. O 6leo essencial foi recolhido e armazenado em

frasco de vidro, envolvido por papel aluminio e armazenado sob refrigeracdo a 4 °C.
2.4.1 Caracterizacao do dleo essencial do cravo da india
2.4.1.1 Rendimento da extracao do 6leo essencial

O rendimento do 6leo foi calculado pela razdo da quantidade de 6leo que se obteve em
relacdo a massa de botdes florais usada, conforme mostrado na Equacdo 1 (KAPADIYA;

DESAI 2017).

. M,
Rendimento = ﬁx 100 (Eq. 1)

4

Onde, M, é a massa de 6leo essencial obtida e M; é a massa de botdes florais utilizada.
2.4.1.2 Densidade do éleo essencial do cravo da india

A densidade do 6leo foi calculada de acordo com a Equagdo 2. Foi utilizado uma pipeta
volumétrica calibrada, ajustada em um volume de 10 uL. Na sequéncia, o 6leo pipetado foi

pesado. O procedimento foi realizado em quadruplicata.
¢== (Eq.2)

Em que, ¢ € a densidade, m € a massa e v € o volume.
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2.4.1.3 Caracterizacdo do oleo essencial por cromatografia gasosa acoplada a

espectrometria de massas

O ¢leo essencial foi caracterizado por cromatografia a gas acoplada a espectrometria de
massas (GC-MSQP2010 Ultra espectrometro, Shimadzu, Kyoto, Japdo). As condi¢des
empregadas foram: He como gés de arraste, com fluxo de 1,80 mL min™!; temperatura do injetor
foi de 220 °C na razao split de 1:10; coluna capilar de silica fundida Ultra Alloy® (30 m x 0,25
mm) contendo fase estaciondria Rtx®-5MS (0,25 um de espessura do filme). A temperatura do
forno teve a seguinte programacao: temperatura inicial de 40 °C, permanecendo por 2 minutos,
em seguida a temperatura foi aumentada com uma taxa de aquecimento de 3 °C min’! até atingir
240 °C, em que permaneceu por 5 minutos. O tempo total de andlise foi de 73,67 min. A
temperatura utilizada no detector MS foi de 240 °C. O preparo da amostra consistiu na mistura

de 10 mg de 6leo em 1 mL de hexano 95%.

A identificacdo dos componentes do 6leo essencial foi realizada por comparagdo dos
espectros de massas obtidos com os disponiveis no banco de dados da espectroteca (Wiley 7,
NIST 05 e NIST 05s). O percentual relativo de cada composto, identificado no 6leo essencial,
foi calculado por meio da razdo entre a drea integralizada de cada pico e a drea total de todos
os constituintes da amostra como mostra na Equagdo 3. Os compostos com drea relativa acima
de 1% foram identificados. As andlises foram feitas no departamento de Quimica da UFV,

Vigosa, MG.
Pr = A;/A; (Eq. 3)

Em que, Pr é o percentual relativo, A; € area integrada de cada pico e A; € a drea total de

todos 0s constituintes.
2.4.1.4 Caracterizacao do dleo essencial por analise termogravimétrica

A estabilidade térmica do 6leo essencial do cravo da india foi avaliada pelo método
termogravimétrico usando um TGA, modelo DTG- 60H (Shimadzu, Japao). Para isso, 3,1904
g do dleo foi aquecido em cadinho de alumina a 600 °C a uma taxa de aquecimento de
10 °C/min, em atmosfera de nitrogénio com um fluxo de 50 mL min!. As anlises foram feitas

no Departamento de Engenharia de Alimentos no laboratério LABEM da UFV, Vigosa, MG.
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2.4.1.5 Caracterizacio do dleo essencial por Espectroscopia de Absorcao Molecular
UV/Vis

Para as andlises realizadas empregado espectroscopia UV/Vis foi utilizado um
espectrofotometro modelo UV 1800 (Shimadzu, Japao) no modo de varredura na faixa de 190
a 800 nm. Utilizou-se uma cubeta de quartzo de 1 cm de caminho 6ptico. Para o preparo das
amostras, 0,198g do 6leo essencial foram diluidos em 10,00 mL de acetonitrila. A andlise foi
realizada no Departamento de Engenharia de Alimentos no laboratério LABEM da UFV,
Vicosa, MG.

2.4.1.6 Caracterizacao do dleo essencial por ressoniancia magnética nuclear (RMN)

Os espectros de ressonincia magnética nuclear de 'H foram obtidos em espectrometro
Varian Mercury 300 MHz, sendo utilizado CDCl3 deuterado como solvente e acetonitrila como
padrdo interno. O pulso de 45° (pw45) foi determinado para todas as amostras usando a
sequéncia de calibracdo implementada pelo programa VnmrJ4.2 da Agilent Technologies. O
tempo de relaxagdo longitudinal (T1) foi determinado experimentalmente pela sequéncia de
inversdo recuperacdo para todos os hidrogé€nios da amostra. O mais longo T1 obtido para
validacdo e para quantificacio das amostras de 6leos essenciais foi de 4 s. O nimero de
transientes (nt) de 16, tempo de aquisi¢do (aq) de 4,55 s, tempo de atraso (d1) foi de 20 s. A
andlise foi realizada no Departamento de Quimica da UFV, Vicosa, MG. As andlises foram

realizadas em triplicata(CERCEAU et al., 2020).

Foi utilizada a Eq. 4 para calcular o teor de eugenol no 6leo essencial do cravo da india.

ILug N M
_ g acet eug
Meyg = i X X

Xm (Eq.4)
acet Neug Macet acet

Em que:

meye = quantidade de eugenol encontrada (g); leug = integral do sinal do eugenol no espectro de
RMN de 'H; Icet = integral do sinal do padrio interno acetonitrila (1000); Nacer = niimero de
hidrogénios da acetonitrila (3); Neyz = nimero de hidrogénios do sinal do eugenol escolhido
(3); Meug = massa molar do eugenol (164,204 g/mol); Macet = massa molar da acetronitrila

(41,053 g/mol); macer = massa de acetonitrila (0,04293 g).
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2.4 Ensaios preliminares de obtencao de capsulas

Foram obtidas cdpsulas em que se misturaram 10,00 mL da solucdo de alginato
0,0694 mol L sob o qual foram adicionados adicionado 3,300 g de 6leo essencial e 1,00 mL
da solugio de SDS 0,1 mol L'!. O sistema foi submetido 2 agitacdo por 10 minutos a 580 rpm.
Posteriormente, a mistura foi gotejada manualmente sob uma solucdo de cloreto de célcio
0,1 mol L ! com auxilio de uma pipeta Pasteur. Todo o procedimento foi realizado 2

temperatura ambiente (~25 °C).
2.5 Obtencao de capsulas contendo dleo essencial do cravo-da-india por microfluidica
2.5.1. Montagem do dispositivo microfluidico para o encapsulamento do 6leo essencial

O dispositivo foi montado com um compressor de ar (Olidef cz, Brasil), uma bomba de
seringa (PHD2000, Harvard Apparatus, EUA), uma agulha (0,80 mm x 25 mm - 21 G, Becton
Dickinson, Brasil) e um capilar de 1 mm (1B100-6). O fluxo de ar e a vazao do liquido foram
regulados pelo compressor de ar e pela bomba de seringa, respectivamente, de acordo com a

metodologia adaptada de Batalha, (2017).
2.5.2. Preparo de solucoes para obtencao das capsulas por microfluidica

Para obtenc¢do das cdpsulas por microfluidica, a solu¢do de alginato 0,0694 mol L"! foi
transferida para um béquer contendo o 6leo essencial do cravo da india, cujas massas sdo
descritas na Tabela 7, seguida da adi¢do de um determinado volume de solu¢do do surfactante
SDS 0,1 mol L!, também descrita na Tabela 7. O sistema foi mantido sob a agitaciio por mais
10 min a 580 rpm. A solugio de cloreto de cdlcio 0,Imol L' foi reservada para coleta das
capsulas no processo de encapsulagdo por microfluidica, cujos volumes utilizados sdo descritos
na Tabela 7. Foram preparadas quatro amostras distintas, que foram intituladas OEC-CapA,
OEC-CapB, OEC-CapC e OEC-CapD. As quantidades utilizadas em cada amostra sdo descritas

na Tabela 7. Posteriormente essas amostras foram congeladas a -27,1 °C e liofilizadas.
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Tabela 7 - Quantidades utilizadas na obtencdo de microcdpsulas de 6leo essencial de cravo-da-

india por microfluidica

Amostra OEC* Alginato SDS*#* CaClz
(8) (mL)* (mL)" (mL)*

OEC-CapA 0,0751 20,00 4,00 20,00
OEC-CapB 0,0751 20,00 4,00 40,00
OEC-CapC 0,0375 10,00 1,00 40,00
OEC-CapD 0,1500 10,00 1,00 40,00

OEC*= 6leo essencial do cravo da india; SDS**= dodecil sulfato de sédio; solucdo de alginato (0,0150 g/mL);
solucdo de SDS (0,0288 g/mL); solucdo CaCl, (0,0147 g/mL).

Fonte: Elaborada pela autora.

2.5.3. Obtencao das capsulas por microfluidica

Para obtencao das cédpsulas foi necessario a montagem do sistema como esquematizado

na Figura 8. Em uma seringa de 10 mL foi adicionada a mistura contendo a solucao de alginato,

6leo essencial e SDS 0,1 mol L! (as quantidades utilizadas de cada componente estdo descritas

na Tabela 7). Essa seringa foi acoplada a bomba de seringa (1), que foi configurada para ser

operada na vazao de 1000 uL/min. A bomba de seringa e a bomba de ar (2) foram ligadas

simultaneamente. A solucdo passou pela agulha e pelo micro capilar de 1 mm (A), formando

as pequenas gotas que foram recolhidas no recipiente contendo a solugao de cloreto de calcio

(0,1 mol L") descrita também Tabela 7, formando as cépsulas.

Figura 8 - Esquema do sistema de encapsulamento montado com bomba de seringa (1),

compressor de ar (2) e agulha (3). Detalhe do bocal de saida da solucdo pela agulha e capilar

(A). Recipiente com cloreto de célcio (B).

Fonte: (BATALHA,2017)




41

2.5.4. Eficiéncia do encapsulamento

Para avaliar a eficiéncia do processo de encapsulamento, preparou-se uma curva
analitica. Preparou-se uma solucio estoque de OEC, em que se pesou a massa de 6leo 3,3 mg,
que foi dissolvida em 25,00 mL de acetonitrila. A partir dessa solu¢do, foram preparadas as
solucdes de trabalho em diferentes concentracdes, variando de 6,60 a 46,8 ug mL!. Todas as
solucdes foram realizadas em triplicata. Para cada concentracdo foi realizada uma andlise
utilizando a Espectroscopia no UV-Vis, monitorando-se o comprimento de onda de 280 nm.
Todas as leituras foram preparadas em triplicata. A partir dos dados de absorbancia para cada
concentracdo, fez-se a regressdo linear dos pontos obtidos pelo método dos Minimos
Quadrados. A qualidade do ajuste foi avaliada pelo coeficiente de determinacao (MENDES et
al., 2017).

As capsulas obtidas OEC-CapA, OEC-CapB, OEC-CapC, OEC-CapD foram armazenas
em freezer -27,1°C por 72 h. Na sequéncia elas foram liofilizadas em um equipamento
Liofilizador L101 por 48 h a temperatura de -51 °C e pressdo 80 de uHg. Para o calculo da
eficiéncia, todo o material liofilizado foi pesado. A partir dessa massa, pesou-se 0,0400 g da
capsula em um béquer, sob a qual, foram adicionados 2,00 mL de uma solucdo de NaOH
(0,0400 g mL!) e 18,00 mL de acetonitrila. O sistema foi submetido a agitacdo por 24 h a
temperatura ambiente. Posteriormente, uma aliquota dessa solu¢@o foi analisada por meio da
Espectroscopia UV-Vis, monitorando-se o comprimento de onda de 280 nm. A absorbancia
dessa anélise foi utilizada para o cdlculo de concentragdo final do 6leo essencial encapsulado,
utilizando a curva analitica, possibilitando determinar a quantidade de O6leo essencial

encapsulada. A eficiéncia de encapsulagdo foi calculada por meio da Equagao Eq.5.

massa de 6leo encapsulado
E% = —— x 100 (Eq.5)
massa de 6leo inicial

2.5.5. Microscopia 6ptica das capsulas

A morfologia e o tamanho das cdpsulas foram determinados utilizando microscépio
optico (Carl Zeiss, Alemanha). Foram analisadas 30 esferas de cada lote. A andlise foi realizada

no Departamento de Fisica da UFV, Vigosa, MG.
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2.5.6. Espectroscopia Raman

Os espectros Raman foram obtidos usando um sistema MicroRaman — InVia Renishaw
e o laser utilizado possuia comprimento de onda de 785 nm. Em uma resolugdo espectral de 4
cm’!, foram obtidas relagdes sinal-ruido com 730 e 3000 cm™ varreduras de interferograma
acumuladas, utilizando poténcias a laser de 3 mW para o 6leo de cravo e seus formulados. Cada
amostra foi adicionada em uma cubeta de quartzo de 10 mm de comprimento de caminho. Os

espectros coletados foram tratamento dos por meio do programa Origin® versao 8.0.

A mistura contendo o 6leo essencial 0,1500g e 10 mL da solucdo de alginato 0,0694
foram analisados sem preparo da amostra. As cdpsulas obtidas nos ensaios preliminares (item
2.4), no entanto, teveram a sua superficie lavada com 4gua tipo 1 e analisada. Posteriormente,
a capsula foi cortada com um bisturi para que fosse analisado o material contido em seu interior.
As capsulas obtidas por microfluidica, foram pressionadas utilizando duas laminulas para serem
pressionadas e posteriormente analisadas. As andlises foram realizadas no Departamento de

Fisica da UFV, Vigosa, MG.
2.5.7. Espectroscopia no Infravermelho

Os espectros no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) foram adquiridos
empregando-se a técnica reflectancia total atenuada (ATR), em equipamento Varian 660-IR
com acessorio GladiATR com cristal de diamante, no modo transmitancia com varredura de
400 a 4000 cm™!. As andlises foram realizadas no Departamento de Quimica da UFV, Vicosa,

MG.

2.6 Liberacao controlada das capsulas de alginato de calcio contendo dleo essencial do

cravo da india.

A liberacdo do 6leo essencial do cravo da india foi realizada seguindo a metodologia
adaptada de Babaoglu et al. (2016). Foram dispersos 100 mg de cédpsulas liofilizadas ontendo
o 6leo essencial do cravo da india em 1,00 mL de solucio de NaOH (0,04 ¢ mL!) em um
Elernmeyer, e adicionados 200,00 mL de acetonitrila. A solu¢do permaneceu sob constante
agitacdao 580 rpm, sendo retiradas aliquotas em diferentes intervalos de tempo para realizagao

da leitura no Espectrofotometro UV-vis. Os tempos selecionados foram 0,25; 0,5; 1,1; 5,2; 2,5;
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3,5;4,5;5,5;6,5; 8,5; 10; 13; 16; 24; 32; 40; 48; 56; 72 e 88 horas de experimento.

Todas as aliquotas retiradas para andlise foram devolvidas ao Erlenmeyer para dar
sequéncia ao experimento. Os dados foram coletados e as concentracdes de OEC nas aliquotas
foram calculadas por meio da Equagdo 6. Em que 0,013 e 17,61 representam, respectivamente,
os coeficientes linear e angular da curva de analitica obtida conforme descrito no item 2.3.4, e
Abs a absorbancia da aliquota. A partir desse resultado, a massa expressa em porcentagem de

6leo essencial removida acumulada foi calculada de acordo com a Equacao 7.

_ Abs — 0,013

17,061 Eq.6

CxVe
MocC

%=( )*100 Eq.7

Em que:

%= massa de 6leo essencial removida acumulada (%); C= concentracdo de OEC nas aliquotas,
resultado da Equacdo 6; Ve= volume total de (acetonitrila e NaOH) colocado no Erlenmeyer;

MOC= massa de 6leo essencial do cravo da india em 100 mg de cdpsulas liofilizadas.

A partir dos dados obtidos, construiu-se um grafico de porcentagem de 6leo essencial

liberado em fung¢do do tempo utilizando o software Origin.Pro 8.5.

2.7 Aplicacao do éleo essencial do cravo da india e das capsulas obtidas por microfluidica

em larvas Aedes aegypti

Os ensaios larvicidas foram realizados de acordo com a metodologia descritas por Souza
et al., 2017. Para os ensaios realizados com o 6leo essencial do cravo da india, foi utilizado o
solvente dimetilsulféxido DMSO 1% (v/v). Foram preparadas solugdes de dleo essencial em
DMSO nas concentragdes de 10 a 130 yg/mL, com intervalo de 10 em 10 yg/mL. As larvas
foram cedidas pelo laboratério de biologia da UFV. Utilizaram-se 25 larvas em cada solugao,
as quais foram separadas com auxilio de uma pipeta Pasteur. Em seguida, as larvas foram
distribuidas em frascos de vidro contendo 50,00 mL das dilui¢des. Apds 24 horas foi realizada
a contagem das larvas mortas de cada pote. Os dados foram anotados e posteriormente tratados

com auxilio do software Minitabe, versido 17.
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Para os ensaios feitos com a cépsula obtidas por microfluidica, as cdpsulas liofilizadas
foram pesadas nos frascos de vidro em que o experimento foi realizado. Levando em
consideracdo a eficiéncia das cédpsulas, calculou-se as concentracdes do OEC em pyg/mL. As
concentracdes foram de 80 a 180 yg/mL, com intervalo de 10 em 10 pg/mL. Para cada
concentracdo foram realizadas quatro repeticdes. Em seguida, foram adicionadas 50,00 mL de
dgua Milli-Q em cada frasco. Utilizaram-se 25 larvas em cada soluc¢do, as quais foram separadas
com auxilio de uma pipeta Pasteur. Em seguida, as larvas foram distribuidas nos frascos de

vidro. Apds 24 horas foi realizada a contagem das larvas mortas de cada frasco.
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CAPITULO 3

CARACTERIZACAO DO OLEO ESSENCIAL OBTIDA
POR EXTRACAO DO CRAVO DA INDIA
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3 Caracterizacao do 6leo essencial
3.1. Avaliacao das caracteristicas fisico-quimicas do dleo essencial

O 6leo essencial investigado neste trabalho foi obtido a partir de extragdo de botdes
florais do cravo-da-india por processo de hidrodestilagdo. Inicialmente, o rendimento da
extracdo foi calculado de acordo com a Eq. 1, obtendo-se um rendimento de 10,6 % m/m. Esse
resultado foi semelhante ao obtido por outros autores como Khalil er al.(2017) e Kapadiya e

Desai (2017), que obtiveram 11,35 e 11,5 % m/m, respectivamente.

De modo geral, a qualidade dos Oleos essenciais depende de parametros como,
densidade, pureza, entre outros. Dessa forma, foram determinados alguns parametros fisico-
quimicos do 6leo de cravo da india, que sdo mostrados na Tabela 8. O 6leo obtido apresentou-
se transparente, com odor caracteristico e densidade de 1,150 g mL"! £0,001. Resultados

semelhantes foram obtidos por Gomes et al. (2018).

Tabela 8 - Caracteristicas fisico-quimicos do 6leo essencial do cravo-da-india

Parametros Fisico-quimicos Cravo da india
Densidade (g mL') 1,15 0,001
Coloracao Transparente
Aparéncia Limpido
Odor Caracteristico

Fonte: Elaborada pela autora

3.2. Identificacio dos constituintes quimicos presente no é6leo essencial obtido a partir

dos botoes florais do cravo da india.

O o¢leo essencial também foi caracterizado por cromatografia a gis acoplada a
espectrometria de massas, sendo o cromatograma mostrado na Figura 9. Pode-se observar a
presenca de trés picos, com tempos de retencdo de 29,9; 32,2 e 37,0 minutos, que foram
atribuidos aos compostos (1) eugenol, (2) p-cariofileno e (3) acetato de eugenol, com base na
comparacdo da biblioteca de espectros de massa disponivel no equipamento utilizado para a

analise de CG/MS. Foram observadas mais de 95 % de similaridade.
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Figura 9 - Cromatograma obtido por cromatografia a gas acoplada a espectrometria de massas
(CG-MS) correspondente a andlise do 6leo essencial do cravo-da-india. Legenda: (1) eugenol,

(2) p-cariofileno e (3) acetato de eugenol.
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Fonte: Elaborada pela autora.

O teor relativo de cada componente, calculado de acordo com a Eq.3, € mostrado na Tabela 9.

Tabela 9 - Composicdo quimica do Oleo essencial do cravo-da-india determinada por
cromatografia a gds acoplada a espectrometria de massas

n* Composto Tempo de retencao Arel
(min) (%)
1 eugenol 29,9 83
2 p-cariofileno 32,2 8
3 acetato de eugenol 37,0 9
Total identificado 100

*n= nimero do composto no cromatograma da Figura 8.
Fonte: Elaborada pela autora.

O teor para cada componente foi de 83% para eugenol, 8% para f-cariofileno e 9% para

acetato de eugenol. Os componentes com a area relativa inferior a 1% foram desconsiderados.
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Resultados similares também foram descritos por Tun¢ e Koca (2019) e Hadidi et al.(2020),

que obtiveram 82,69 e 11,11% para o eugenol e o acetato de eugenol, respectivamente.
3.3 Andlise do Oleo essencial do cravo da india por RMN

O 6leo essencial obtido também foi caracterizado por Ressonancia Magnética nuclear
de hidrogénio ("H- RMN) e o espectro é mostrado na Figura 10. Sdo apresentados 9 sinais
referentes aos hidrogénios quimicamente diferentes (A-K), cujos sinais sdo coerentes com 0s

hidrogénios destacados no inserto da Figura 10.

Figura 10 - Espectro 'H- RMN do éleo essencial do cravo da india. Inserto: (1): férmula

estrutural do eugenol (2): férmula estrutural da acetonitrila
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Fonte: Elaborada pela autora.

A quantificacdo do eugenol foi feita por padronizacdo interna, adicionando-se
acetonitrila a2 amostra. Pode-se observar a presenca de um sinal em & 3,806 ppm com integragdo
de 227,65. Esse sinal € atribuido aos hidrogénios da metila do grupo éter da molécula do
eugenol, como mostrado no inserto da Figura 10, representado pela letra H. O sinal proximo a

0 2 ppm, com integracdo de 1000 € atribuido ao hidrogénio da acetonitrila, representado pela
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letra J (Inserto da Figura 10). O teor de eugenol foi calculado de acordo com a Eq. 4, e os
resultados sao mostrados na Tabela 9. Pode-se observar que o 6leo essencial obtido apresentou
um teor de eugenol de 88,4 + 0,1 %. Este teor estd de acordo com o que foi quantificado por
cromatografia a gas, cujo teor obtido foi de 83%. Kemprai et al.(2020) e Fajrin, Mariliana e
Handayani. (2018) encontraram, respectivamente, picos em 3,8 e 3,90 ppm nos espectros RMN,

0 que corrobora as atribui¢des realizadas para os hidrogénios do eugenol.

Tabela 10 - Dados obtidos da analise RMN

Ieug* Massa da Massa de Teor de Teor médio DP** (%)
amostra (g) eugenol da eugenol de eugenol
amostra (g) na (%)
227,86 0,04421 0,0391 88,5
227,14 0,04421 0,0390 88,3
227,65 0,04421 0,0391 88,5 88,4 0,1

*leug = integral do sinal do eugenol no espectro de H1-RMN ** DP: Desvio padrao

Fonte: Elaborada pela autora

3.4 Analise termogravimétrica do dleo essencial do cravo da india

A estabilidade térmica do 6leo essencial foi determinada por anélise termogravimétrica

(TGA), cujo resultado € mostrado na Figura 11.

Figura 11 - Termograma do 6leo essencial do cravo da india
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Fonte: Elaborada pela autora.
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Pode-se ver que o 6leo essencial do cravo da india tem uma perda de massa que se inicia
em temperaturas abaixo de 100 °C. Porém, observa-se um evento térmico em 162 °C na curva
DTGA, que resulta em perda de massa de 99,5%. Resultados semelhantes foram obtidos por

Fang et al.(2020), que observaram uma decomposicao do 6leo em 160 °C.
3.5. Andlise de absorcao no UV/Vis do dleo essencial do cravo da india

Outra caracterizac¢do consistiu na andlise do 6leo essencial por espectroscopia no UV-
Vis, e o espectro € mostrado na Figura 12. Pode-se observar trés bandas caracteristicas na regidao
do ultravioleta, uma proxima a 210 outra em 230 e uma terceira em 280 nm, que podem ser
atribuidas a C=C do eugenol, grupo éster do acetado de eugenol e a fun¢do fenol do eugenol,
respectivamente (PRETSCH; BUHLMANN; BADERTSCHER, 2020). Como observado
anteriormente, o 6leo essencial do cravo da india tem como seus compostos majoritirios o
eugenol seguido do acetato de eugenol. Antunes et al. (2021) e Jacumazo et al. (2020)
obtiveram espectros semelhantes para 6leo essencial do cravo da india, com um pico em 280

nm.

Figura 12 - Espectroscopia UV- vis do 6leo essencial do cravo da india. Solucdo preparada pela

mistura do 6leo em acetonitrila (0,0198 mg mL).
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Fonte: Elaborada pela autora.
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3.6. Caracterizacdo por Espectroscopia na regiao do infravermelho (FTIR) do dleo

essencial do cravo da india

O espectro no infravermelho do 6leo essencial do cravo-da-india (Figura 13) apresentou
os bandas caracteristicos do eugenol, seu composto majoritario como foi mostrado nos itens 3.2
e 3.3. A banda em 3516 cm’! corresponde ao estiramento do grupo hidroxila (O-H) ligado ao
benzeno (GONZALEZ-RIVERA et al., 2021). O estiramento da ligacdo C-H do anel benzenico
aparece em 3068 cm™'. As bandas em 2900 e 2834 cm™! podem ser atribuidas aos estiramentos
—CH, relacionada ao alongamento -CH alifitico nos grupos -CHz e -CH3 (BOYAS et al., 2017).
A banda em 1612 cm™ pode ser atribuida ao estiramento C=C de compostos arométicos
(MAHAPATRA; ROY, 2014). As bandas em 1513 e 1431 cm™' indicam o anel fenil (KIM et
al.,2016). A banda de 1639 cm™! é atribuida a ligagdo C=C; 1265 cm™! 2 C-O do grupo fendlico;
1231 cm™ a deformacio do éter C-O-C; e em 1148 e 1033 cm ! 2 ligacdio C-O éter aromético

(PRETSCH; BUHLMANN; BADERTSCHER, 2020).

Figura 13 - Espectro de infravermelho (FTIR) do 6leo essencial do cravo-da-india

1612

1431

1033

Transmitancia / %

1148

1231
1265

1513

T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

Numero de onda / cm’

Fonte: Elaborada pela autora.



52

3.7. Raman do oleo essencial do cravo da india

O 6leo essencial foi caracterizado por Espectroscopia Raman e o resultado é mostrado
na Figura 14. A banda em 1275 cm™! pode ser atribuida ao estiramento do grupo éter (Ar-O)
(JENTZSCH et al., 2018). A banda em 1300 cm™ pode ser atribuida ao anel benzénico do
eugenol (CHOWDHRY et al., 2015). A banda em 1440 cm ! pode ser atribuida aos modos de
flexdo dos grupos CHsz e CH, (JENTZSCH et al., 2018). O sinal intenso em 1650 cm™ pode
ser atribuida a vibragdo de alongamento da ligagdo C=C (CHOWDHRY et al., 2015). No
entanto, a banda mais fraca em 1740 cm™ pode ser atribuida ao acetato de eugenol (Modo de

alongamento C = O de um éster) (JENTZSCH et al., 2018).

Figura 14 — Espectro Raman do 6leo essencial do cravo-da-india
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Fonte: Elaborada pela autora.

3.8. Conclusao parcial

Por meio dos resultados obtidos neste capitulo, pode-se concluir que o 6leo essencial do
cravo da india foi extraido com sucesso a partir dos botdes florais de cravo-da-india. Os
componentes principais presentes no 6leo foram identificados como eugenol, acetato de

eugenol e B-cariofileno, os quais foram identificados por diferentes técnicas analiticas. O teor
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de eugenol foi confirmado por meio das andlises de CG/MS e H! RMN. Por meio da anilise
termogravimétrica, foi observado uma estabilidade do OEC até 100°C. As técnicas Raman e
FTIR possibilitaram identificar os grupos funcionais presentes nos compostos do OEC. A
técnica UV-vis permitiu a observagao de trés bandas, sendo a mais sensivel em 280 nm. Por
andlise fisico-quimica foram observadas caracteristicas como, odor e aparéncia que evidenciam

a obtencao do OEC.
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OBTENCAO DE CAPSULAS CONTENDO OLEO
ESSENCIAL DO CRAVO DA INDIA POR
MICROFLUIDICA
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4.1 Encapsulacao do éleo essencial do cravo-da-india

4.1.1 Ensaios preliminares

Ensaios prévios foram conduzidos para avaliar a possibilidade de encapsulag¢ao do 6leo
essencial de cravo da india por microfluidica. Os resultados de microscopia Optica sdao
mostrados na Figura 15. Pode-se ver na Figura 15(A) a imagem da emulsdo constituida de
alginato, 6leo essencial e dodecil sulfato de sddio (SDS). A presenca do surfactante permite que
a emulsio fique dispersa de forma mais homogénea. Na Figura 15(B) sdo mostradas as cdpsulas
de alginato formadas por gelificac@o rdpida na presenca de ions célcio, que sdo transparentes.
O ¢leo encapsulado, obtida por gotejamento, é mostrado na Figura 15(C), em que se observa
cépsulas brancas. E importante mencionar que a coloracio da cdpsula obtida, esbranquicada, é

decorrente do encapsulamento do dleo.

Figura 15 - Imagens dos materiais obtidos (A) Emulsdo constituida de alginato, 6leo essencial
e dodecil sulfato de sédio (B) Cépsula de alginato, gelificada em solucdo de CaCl,, sem 6leo

essencial (C) 6leo essencial encapsulado com alginato, gelificado em solugdo de CaCl,

Fonte: Elaborada pela autora.

4.1.1.1 Caracterizacao por Espectroscopia Raman das capsulas dos ensaios preliminares

Os materiais sintetizados nos ensaios preliminares foram caracterizados por
Espectroscopia Raman e os resultados sdo mostrados na Figura 16. O espectro do 6leo essencial
apresentou cinco picos que foram devidamente identificados no Capitulo 3, item 3.7. Os picos
identificados foram 1275 cm™ (éter (Ar-0)), 1300 cm! (atribuido a benzeno do eugenol), 1440
cm’! (atribuido a grupos CH3 e CHa), 1650 cm™ (atribuido a C=C) e 1740 cm! (atribuido a

modo de alongamento C = O de um éster). Esses picos também foram identificados na
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superficie das capsulas, como pode ser observado na Figura 16, indicando que uma quantidade
residual de OEC nao € encapsulado. Para certificar que o 6leo estava presente no interior da
capsula, foi utilizado um bisturi para cortar a capsula ao meio e feita a andlise em uma das
bandas cortadas. Como pode ser observado na Figura 16 (curva em azul), a presenca dos picos
caracteristicos do 6leo essencial confirma a sua presenca no interior da capsula. Os picos
caracteristicos do OEC sdo observados na emulsdo de alginato e 6leo essencial (curva na cor
verde), porém, com uma intensidade inferior. Os espectros do alginato de sddio (curva na cor
roxa) e cdpsulas sem 6leo (curva na cor laranja), ndo apresentaram os picos caracteristicos do

OEC, confirmando o encapsulamento do dleo.

Figura 16 — Espectro Raman do 6leo essencial do cravo-da-india puro (preto), cdpsula superficie
(amarelo), interior da cdpsula (azul), emulsdo (alginato, 6leo essencial e SDS) (verde), cdpsula

sem 6leo essencial (laranja) e alginato de s6dio (roxo).
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Fonte: Elaborada pela autora.
4.1.2 Capsulas obtidas por microfluidica
Como mencionado no item 2.5.2, foram obtidas diferentes capsulas empregando

diferentes condicdes. A quantidade de OEC, soluc¢ao de alginato, solucdo de SDS e de cloreto

de célcio foram respectivamente:
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e OEC-CapA: 0,0751 g; 20 mL; 4,00 mL e 20,00 mL
e OEC-CapB: 0,0751 g; 20 mL; 4,00 mL e 40,00 mL
e OEC-CapC: 0,0375 g; 10 mL; 1,00 mL e 40,00 mL
e OEC-CapD: 0,150 g; 10 mL; 1,00 mL e 40,00 mL

As emulsdes para obtencdo das cdpsulas por microfluidica sdo mostradas na Figura 17.
Todas as emulsdes ficaram com aspecto homogéneo inicialmente. Porém, no momento da
agitacdo, a emulsdo OEC-CapD apresentou bastante espuma devido ao surfactante e uma maior
quantidade de 6leo, apds deixar a emulsdo sem agitacdo, toda a espuma foi absorvida como

mostra a Figura 18.

Figura 17 - Emulsao do 6leo essencial, SDS e solucdo de alginato (a) OEC-CapA, (b) OEC-
Cap B, (c) OEC-CapC e (d) OEC-CapD

Fonte: Elaborada pela autora.

Figura 18 - Emulsdo do 6leo essencial, SDS e solucdo de alginato, amostra OEC-CapD sem

agitacao

Fonte: Elaborada pela autora.
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As cépsulas OEC-CapA, OEC-Cap B, OEC-CapC e OEC-CapD produzidas por
microfluidica também foram analisadas por Microscopia optica (Figura 19), sendo possivel
observar a uniformidade das cdpsulas, que apresentaram um tamanho de
197,2 £ 0,04 um, 222,4 + 0,05 um, 227,6 + 0,08 um e 164,7 £ 0.03 um, para as amostras OEC-
CapA, OEC-Cap B, OEC-CapC e OEC-CapD, respectivamente. Pode-se observar que OEC-
CapD Figura 19(d) apresentou uma coloracdo mais intensa, possivelmente devido a maior

quantidade de 6leo presente.

Figura 19 - Imagem de Microscopia Optica dos materiais obtidos por microfluidica(a)

OEC-CapA, (b) OEC-Cap B, (c) OEC-CapC e (d) OEC-CapD

Fonte: Elaborada pela autora.

4.1.4 Caracterizacao por Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier

(FTIR)

Os materiais obtidos por microfluidica foram analisados por Espectroscopia na regiao
do infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) e os resultados sdo mostrados na Figura
20. Na Figura 20(a) é mostrado o espectro do 6leo essencial, em que foram observadas bandas
em 3516 cm!  (atribuida O-H ligado ao  benzeno), 3068 cm’
(C-H do anel de benzeno), 2900 cm™! ( atribuido a— CH, e CH3), 2834 cm™' (atribuida ao -CHy),
1612 cm™! (atribuidos ao C=C), 1513 e 1431 cm™ ( atribuido ao anel fenil), a banda 1639 cm™
(atribuido ao C=C), 1265 cm! (atribuido ao C-O do grupo  fendlico),
1231 cm! (atribuida a deformacio do éter C-O-C), 1148 cm™ e 1033 cm™! (atribuido ao éter

aromatico).

As cédpsulas contendo 6leo essencial do cravo-da-india liofizadas, mostradas na Figura
20(b) apresentou picos caracteristicos do éleo essencial do cravo da india em 2900 cm™,

2834 cm™ e 1265 cm™! e uma banda fraca em 1513 cm™' e uma banda em 1431 cm™'. As cdpsulas
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alginato de cdlcio liofilizado, entretanto, ndo apresentou os picos caracteristicos do OEC, que
estdo presentes na cdpsula contendo o OEC, como ¢ mostrado na Figura 20 (c). O espectro
obtido do alginato de célcio foi semelhante ao encontrado por Martin et al. (2019), os quais
encontraram uma banda larga em 3300 cm !, correspondendo 2 vibracdo de estiramento dos
grupos hidroxila. Além disso, picos fortes em 1590 cm™' e 1410 cm ™! atribuidos ao alongamento
assimétrico e simétrico dos grupos carboxila. Um sinal em 1030 cm™! foi atribuido 2 vibracdo
simétricas e assimétricas de ligagdes C-O-C tipicas dos anéis de polissacarideo, também
detectado (MARTfN et al., 2019). Esses resultados sugerem que o 6leo essencial do cravo-da-

india foi encapsulado.

Figura 20 - FTIR (a) do dleo essencial do cravo-da-india (b) cdpsulas de alginato de calcio

contendo 6leo essencial do cravo da india liofilizadas, (c) Alginato de cdlcio liofilizado
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Fonte: Elaborada pela autora.
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4.1.5 Obtencao do rendimento de encapsulaciao por Espectroscopia UV-Vis

Para obten¢ao da eficiéncia de encapsulamento, primeiramente, foi construida uma
curva analitica, cujos espectros obtidos para as diferentes concentracdes do 6leo essencial
podem ser visualizados na Figura (21), com comprimento de onda mdximo de absor¢do (A max)

de 280 nm.

Figura 21 - (a) Espectros do 6leo essencial do cravo-da-india em diferentes concentragdes (b)

curva analitica obtida para o comprimento de onda 280 nm.

a) (b)

20 094 A= (17,0620,34 mL/mg) C+(0,013+0,011)

0,84
15 074 R?=099719 s

8] }7%

. A

Absorbancia / u.a.
Absorbancia / u.a.

. /
054 03 g
0,2 4 _/@/
0,1
00— . . : . . . .
240 250 260 270 280 290 300 310 0,00 0,01 0,02 0,03 0,04
Comprimento de onda / nm Concentragédo / mg/mL
Fonte: Elaborada pela autora. Fonte: Elaborada pela autora.

A partir dos dados obtidos, foi construida a curva analitica que € mostrada na Figura

21(b), que apresentou um bom ajuste linear, avaliado pelo coeficiente de determinagao (0,997).

Para avaliar a eficiéncia de encapsulagdo do 6leo essencial pela técnica de microfluidica,
foram feitas leituras das aliquotas das solugdes de 6leo essencial liberado das cédpsulas, cujo
processo de liberacdo foi descrito no Capitulo 2, item 2.7. A partir das absorbancias obtidas das
solucdes contendo o OEC liberado, foi possivel determinar a concentracao da solucao de OEC
encapsulado, que teve a sua massa determinada. A eficiéncia foi calculada de acordo com a Eq.
5. As eficiéncias obtidas foram de (55,0 + 6,3) %, (29,0 £ 7,2) %, (59,9% + 11,2) % e
(63,7 + 14,0) % para as amostras OEC-CapA, OEC-CapB, OEC-CapC e OEC-CapD,

respectivamente.

Diante dos tratamentos realizados, pode-se concluir que, exceto pelo material OEC-

CapB, os rendimentos sdo praticamente os mesmos, indicando que ndo hd modificacdes na

0,05
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eficiéncia de encapsulamento quando se varia o volume de solu¢do de cloreto de célcio, usado
no processo para gelificar as cdpsulas e nem quando se varia a quantidade de 6leo usada no
processo. O baixo rendimento de OEC-CapB pode estar associado a etapa de produgao das
capsulas, uma vez que as cadpsulas foram inicialmente recolhidas em placa de Petri, e na
sequéncia, foram transferidas para potes de plastico para serem colocadas no liofilizador. Foi
utilizado a placa de Petri para facilitar na producao das cdpsulas, uma vez que possui um
diametro maior que os potes utilizados no liofilizador. Possivelmente, algumas cépsulas

permaneceram na placa de Petri e, por isso, a eficiéncia foi menor.
4.1.6. Analise Termogravimétrica das capsulas liofilizadas

Os materiais também foram caracterizados por andlise termogravimétrica, cujos
resultados sdo mostrados na Figura 22. Para a amostra da cdpsula de alginato contendo o 6leo
essencial do cravo-da-india, representado pela cor preta na Figura 22, nota-se trés eventos

térmicos significativos, que sao confirmados pela curva de DTG (curva tracejada da Figura 22).

Figura 22 - TGA do alginato (vermelho), capsula liofilizada contendo 6leo essencial do cravo-
da-india (preto) e Oleo essencial do cravo da india (azul). DTG da cépsula contendo 6leo

essencial do cravo da india liofilizada em linhas tracejadas (preto).
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Fonte: Elaborada pela autora.
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Em relacdo a capsula contendo o 6leo, hd uma perda de massa de 40 % na temperatura
em torno de 100 °C (primeiro evento térmico). Segundo Paula et al.,( 2010), esse evento térmico
pode ser atribuido a evaporagdo da dgua presente na amostra, devido ao caréter hidrofilico do
alginato de célcio. O segundo evento que ocorre em torno de 230 °C, com uma perda de massa
de mais 26 % da amostra, pode ser atribuida a formagao de carbonato de sédio (DIAS et al.,
2020). O terceiro evento, na temperatura em torno de 400 °C pode ser atribuida a carbonizagao

das cadeias poliméricas do alginato e, portanto, a degradagcdo da amostra (PAULA et al.,2010).

O alginato puro, representado pela curva em vermelho na Figura 22, apresenta um
evento térmico em torno de 100 °C, devido a perda de massa de aproximadamente 20 % da
massa, também pode ser atribuida a umidade da amostra. Entre 250 e 500° ocorre a degradagdo
total do alginato (DIAS et al., 2020). A curva do 6leo essencial representada pela cor azul, foi
devidamente discutida no capitulo 4 item 3.4, na qual a amostra ¢ degradada em 162 °C.
Analisando a curva da cdpsula contendo 6leo essencial, a curva de alginato puro e o
comportamento termogravimétrico do CaClz, discutido no trabalho de Barreneche et al.(2014),
pode-se observar que o primeiro evento térmico da cdpsula de alginato calcio contendo OEC
tem uma maior umidade em comparacdo ao alginato puro, devido a presenca do CaCl, na

amostra. Esse composto aumenta a capacidade de absorver dgua.

Sendo assim, pode-se concluir que a capsula de alginato de calcio contendo OEC,

aumenta a estabilidade térmica do 6leo essencial de 162 °C para 230 °C.
4.1.7 Espectroscopia Raman das capsulas liofilizadas

As cépsulas de alginato de célcio com e sem o OEC liofilizadas foram analisadas por
Espectroscopia Raman e os resultados sdo mostrados na Figura 23. Nota-se que nas cdpsulas
de alginato de calcio contendo 6leo, representado pela cor preta, foram observados picos
caracteristicos do OEC (curva azul), que foram descritos no capitulo 3, item 3.7. Os picos
encontrados foram 1300 cm™! (atribuido ao benzeno do eugenol) e 1440 cm! (atribuido a grupos

CHs e CHy).

Observando o espectro do alginato de célcio liofilizado sem o dleo (curva na cor
vermelha), observa-se bandas de menor intensidade em 1440, 1457 e 1468 cm!, que apresenta

deslocamento na mesma regidao do 6leo. Essas bandas podem ser atribuidas a deformacdo
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assimétrica do CHz e deformacao assimétrica do CH3 JENTZSCH et al., 2018). De acordo com

os resultados obtidos, pode-se concluir que o que dleo essencial foi encapsulado.

Figura 23 - Espectroscopia Raman do 6leo essencial do cravo-da-india (azul), cdpsula de
alginato contendo 6leo essencial do cravo da india (preto) liofilizado e alginato de célcio

(vermelho)
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Fonte: Elaborada pela autora.

4.1.8 Liberacao controlada

O perfil de liberagao do 6leo essencial do cravo da india encapsulado em alginato de
célcio ¢ mostrado na Figura 24. Nota-se que a primeira etapa de liberacdo apresenta uma
pequena variagdo na liberacao (=210%), que pode ser atribuida ao dleo, possivelmente, presente
na superficie da capsula. A partir dai, tem-se uma liberacdo gradual, cujos dados obtidos foram

submetidos a ajuste nao linear.

A liberacao lenta do 6leo essencial do cravo da india presente nas cdpsulas de alginato
de célcio apds a primeira hora, podem ser explicadas pelas rigidas cadeias poliméricas que nao

permitem a difusdo do 6leo essencial do cravo da india (DIMA et al., 2015). A adi¢do de NaOH
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na amostra aumenta o pH do sistema, causando a precipitagdo do acido alginico possibilitando
a liberagdo controlada das capsulas (CULPI et al., 2010). Observa-se que o sistema em 72 h,
representou um teor de 54% de 6leo removido da capsula, mantendo-se constante em 88 horas.
Os baixos valores dos erros apresentados na Figura 24, mostram que as porcentagens de OEC
liberadas no experimento, feito em duplicata, foram semelhantes, podendo constatar que as

capsulas sdo homogéneas.

Figura 24 - Liberacao controlada das cépsulas de alginato de célcio contendo 6leo essencial do

cravo-da-india
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Fonte: Elaborada pela autora.

Na Tabela 11, pode-se observar a equacdo e o coeficiente de determinagdo obtidos por

meio do ajuste exponencial.
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Tabela 11 - Equacdo de regressdo ajustada para a liberagdo das cdpsulas de alginato de célcio
contendo OEC e o coeficiente de determinacdo ajustado

Equacio R2aj
P:pmax(1+a. c -t/f) 0,9956

Fonte: Elaborada pela autora.

Em que, P = porcentagem removida acumulada; pmax= (54,1£1)%; a=-0,93 =23 h

4.1.9 Aplicacao das microcapsulas de dleo essencial do cravo-da-india

Na aplica¢do do 6leo essencial do cravo-da-india em larvas de Aedes aegypti, foi
necessdrio fazer a solugdo de DMSO a 1%. No controle negativo desse solvente (DMSO), ndo
se obteve nenhuma mortalidade, o que era esperado para o experimento. Os dados de
mortalidade para o OEC foram tratados com auxilio do software Minitab, sendo obtida uma
curva com o modelo probit, rodado com uma distribui¢do normal, que € mostrada na Figura 25.
A concentragdo letal de 50%, isto €, a concentragdo em que se observa a morte de 50% da
populacdo de larvas foi de 76,4 £ 2,2 ppm, enquanto a concentracdo letal de 90% foi de 106,5
+ 3,5. Pode-se concluir que o 6leo essencial do cravo da india € toxico para as larvas. Resultados
semelhantes de CLso contra larvas Aedes aegypti foram encontrados por Furtado et al., 2005 e

George; Paari, (2019), que encontraram 71,3 e 76,9 ppm, respectivamente.
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Figura 25 - Curva de mortalidade da larva do Aedes aegypti em relacdo a concentracio de 6leo

essencial do cravo-da-india
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Fonte: Elaborada pela autora.

Tabela 12 - Concentracao letal do 6leo essencial do cravo da india nas larvas do Aedes aegypti

N° CLso (ug mL1) CLyo (ug mL1) p-Valor

OEC em 1200 76,4 (74,2-78,6) 106,5 (102,9-110,0) < 0,001
DMSO 1%

N°= ndmero de larvas.

Fonte: Elaborada pela autora.

ApOs certificar que o 6leo essencial do cravo da india € toxico para as larvas, foi
realizado um experimento com as cdpsulas obtidas. Os resultados da mortalidade das larvas em
cada concentracdo de OEC podem ser observados na Tabela 12. Nota-se que, as réplicas ndo
foram repetitivas no experimento realizado, obtendo-se um desvio padrao relativo (RSD) alto,
como € mostrado na Tabela 13. Esse resultado pode estar associado ao fato de algumas cépsulas
permanecerem no fundo dos recipientes de vidro usadas no procedimento. Como o dleo estava

protegido pelo material de parede, todas as larvas, teoricamente, teriam se alimentar delas,

sendo assim, intoxicadas.



67

No controle negativo realizado, as capsulas de alginato de calcio sem OEC ndao matou
nenhuma larva, confirmando assim, que somente o OEC presente nas cdpsulas que causou a
morte das larvas. No entanto, mesmo que o experimento nao tenha sido repetitivo, é possivel

afirmar que as cdpsulas foram téxicas para larvas.

Tabela 13 - Letalidade das larvas do Aedes aegypti em diferentes concentragdes de 6leo

essencial de cravo-da-india (ppm) contido nas cdpsulas OEC-CapD

Letalidade das larvas do Aedes aegypti (n*=25)

R** 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180
ppm  ppm  ppm  ppm  ppm  ppm  ppm  ppm  ppm = ppm  ppm

1 21 16 8 20 21 23 22 20 23 17 25
2 19 8 14 7 16 20 25 16 25 24 21
3 20 19 5 18 24 22 21 24 22 25 25
4 11 12 5 11 24 16 16 25 23 20 20

RSD* 258 348 53,0 432 17,8 15,3 17,8 19,4 5.4 17,2 11,6

&k

*N= Numero total de larvas em cada frasco. **R= Réplica de cada concentracido. *RSD= Desvio padrio relativo.

Fonte: Elaborada pela autora.

5  Conclusao parcial

Por meio dos resultados obtidos neste capitulo, pode-se concluir que o 6leo essencial do
cravo-da-india foi encapsulado com sucesso. Os dados apresentados nas andlises de
Espectroscopia Raman, e FTIR mostraram evidéncias do 6leo essencial do cravo da india
presente nas cdpsulas obtidas. Por Microscopia Optica pdde-se verificar que foram obtidas
capsulas uniformes com tamanhos de 164,7 +0.03 um. As andlises feitas por UV-vis mostraram
que a eficiéncia de encapsulamento foi superior a 60%, e por andlise termogravimétrica foi
verificado que 6leo foi protegido. Também foi possivel concluir que tanto as cdpsulas obtidas

quanto o 6leo essencial do cravo-da-india sdo téxicos para as larvas do Aedes aegypti.
6  Conclusao geral

Neste presente trabalho, o 6leo essencial do cravo-da-india foi obtido com éxito,
evidenciando seu composto majoritdrio, o eugenol. As microcdpsulas contendo o 6leo essencial
do cravo-da-india foram desenvolvidos com sucesso por meio da técnica de extrusdo utilizando

um dispositivo de microfluidica, mostrando que essa técnica € eficiente e pode ser utilizada
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quando se pretende obter cdpsulas uniformes e homogéneas. O alginato, material de parede
utilizado para encapsular o 6leo essencial do cravo-da-india, ¢ um polimero natural que

viabiliza a aplicagd@o dessas cdpsulas em diferentes seguimentos.

A tecnologia de microencapsulamento para protecdo do 6leo essencial do cravo-da-india,
desenvolvida neste trabalho, apresentou aplicabilidade larvicida no controle das larvas de Aedes
aegypti. Essa aplicacdo tem o intuito de minimizar o foco da dengue, utilizando um produto
natural, levando em consideracdo os principios da quimica verde, o que torna o seu uso ainda

mais interessante, uma vez que pode ser uma alternativa menos danosa ao meio ambiente.

7  Perspectivas futuras

Como proposta para trabalhos futuros, pretende-se fazer um delineamento experimental,
a fim de aumentar a eficiéncia de encapsulamento. Além disso, pretende-se melhorar o
planejamento experimental, a fim de se determinar a CLso e CLgo das cdpsulas contendo OEC

em Aedes aegypti.
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