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RESUMO 
 

 
MENDES, Luiza A., D.Sc., Universidade Federal de Viçosa, julho de 2023. 
Otimização no preparo de complexos de inclusão de óleos essenciais das folhas 
de Psidium para aplicação larvicida, herbicida e citogenotóxica. Orientadora: 
Renata Pereira Lopes Moreira. Coorientadores: Marcia Flores da Silva Ferreira e 
Róbson Ricardo Teixeira. 
 
 
O mosquito Aedes aegypti é um transmissor de doenças como a dengue e outras 

arboviroses, que impactam a saúde de muitas pessoas ao redor do mundo. Uma outra 

preocupação de relevância global é a agricultura sustentável, pois os herbicidas 

sintéticos causam impactos ambientais e geram resistência de plantas invasoras 

devido ao seu uso excessivo. Uma solução comum a essas duas problemáticas é o 

uso dos óleos essenciais (OEs), como uma alternativa sustentável e ambientalmente 

amigável. Os OEs apresentam atividades biológicas relacionadas a sua composição 

química e podem ser obtidos através das folhas de plantas, como do gênero Psidium 

(Myrtaceae). Destacam-se as espécies Psidium guajava (cultivar Século XXI - SEC), 

Psidium cattleyanum (CAT) e Psidium gaudichaudianum (GAU), que possuem nos 

OEs o β-cariofileno (β-CAR) como seu principal composto majoritário. Apesar dos OEs 

serem promissores para muitas aplicações, algumas características físico-químicas 

podem limitar o seu uso em ambientes aquosos e quando expostos ao ar livre. Por 

isso, para ampliar as aplicações dos OEs, foram utilizados métodos de proteção para 

formar complexos de inclusão (CIs). Para isso, foi utilizada a 2-hidroxipropil-β-

ciclodextrina (HPβCD), que é derivada do amido. Os métodos físicos utilizados foram 

maceração (KN) e liofilização (FD), sendo que o mais eficiente para formar CI com o 

OE da SEC foi o KN. Tendo em vista que os OEs das espécies de Psidium possuem 

composição química similar, o método KN foi selecionado como o mais promissor. 

Utilizando o OE da CAT e o método KN, um delineamento composto central foi 

realizado a fim de otimizar o preparo dos CIs. A eficiência de complexação (EC) obtida 

para o CI da CAT foi de 94,9%. Considerando o método otimizado, o CI da GAU foi 

obtido nas condições determinadas: proporção molar do OE e HPβCD de 1:1 e tempo 

de maceração de 35 min. A EC foi de 91,5 e 83,9%, para o OE da GAU e o β-CAR, 

respectivamente. Os CIs obtidos para SEC, CAT, GAU e β-CAR foram caracterizados 

por espectroscopia na região do UV-Vis, FTIR, TGA, DLS e XRD para comprovar a 



 

 

complexação com a HPβCD. Para o CI da CAT foi realizada a liberação controlada 

com solução aquosa de DMSO 1% (v v-1) e acetonitrila. A liberação do OE da CAT em 

água foi lenta e simulou as condições do experimento com atividade larvicida em 

Aedes aegypti. Em relação a essa aplicação, os OEs da SEC e CAT em DMSO 

apresentaram CL50 de 51,49 e 81,73 µg mL-1, respectivamente. O OE da SEC foi mais 

tóxico para as larvas de A. aegypti do que a CAT. Porém, o rendimento de extração 

do OE da CAT (0,79% m m-1) foi mais que o dobro comparado à SEC (0,30% m m-1). 

A CL50 em larvas de A. aegypti para o CI da SEC foi 77,54 µg mL-1 (KN) e a atividade 

larvicida para o método FD ocorreu somente com concentrações acima de  

600 µg mL-1. A CL50 para o CI otimizado da CAT foi de 134,44 µg mL-1. Sendo assim, 

os CIs são menos eficientes para matar as larvas de A. aegypti do que o OE em 

DMSO. No entanto, ao comparar a eficiência dos CIs com o OE sem DMSO, todos os 

CIs tiveram atividade larvicida superior. Isso ocorre porque o OE não complexado é 

pouco eficiente para matar as larvas, pois é insolúvel em água e facilmente degradado 

por condições ambientais. Em relação ao OE da GAU, o β-CAR e seus respectivos 

complexos foram utilizados quanto a atividade herbicida em Bidens pilosa e Lolium 

multiflorum nas concentrações de 187,5 a 3000 µg mL-1, avaliando as variáveis 

germinação, crescimento radicular e crescimento da parte aérea. De forma geral, o CI 

GAU foi mais tóxico que o CI do β-CAR. Na maioria das concentrações avaliadas, o 

OE e o β-CAR apresentaram toxicidade igual ou maior que os respectivos CIs. A 

citogenotoxicidade foi avaliada em células meristemáticas da raiz da planta modelo 

Lactuca sativa. Verificou-se a redução do índice mitótico e o aumento de 

anormalidades cromossômicas, evidenciando ação aneugênica e clastogênica do OE 

da GAU, do β-CAR e dos CIs. De forma geral, os resultados obtidos para todos os CIs 

produzidos evidenciaram que estes possuem potencial para serem explorados 

comercialmente, visto que foi obtido um produto sólido, com alta estabilidade térmica 

e que mantém a constituição química do OE mais estável. Além disso, houve sucesso 

nas aplicações propostas dos CIs produzidos.   

 

 

Palavras-chave: Goiabeira. Araçá. Produto natural. Encapsulamento. Planejamento 

experimental. Dengue. Erva daninha.  



 

 

ABSTRACT 
 
 
MENDES, Luiza A., D.Sc., Universidade Federal de Viçosa, July, 2023. Optimization 
in the preparation of complexes including essential oils from Psidium leaves for 
larvicidal, herbicide and cytogenotoxic application. Adviser: Renata Pereira Lopes 
Moreira. Co-advisers: Marcia Flores da Silva Ferreira and Róbson Ricardo Teixeira. 
 
 
The Aedes aegypti mosquito is a vector for diseases such as dengue and other 

arboviruses, impacting the health of many people around the world. Another globally 

significant concern is sustainable agriculture, as synthetic herbicides cause 

environmental impacts and lead to resistance in invasive plants due to their excessive 

use. A common solution to these two issues is the use of essential oils (EOs) as a 

sustainable and environmentally friendly alternative. EOs exhibit biological activities 

linked to their chemical composition and can be obtained from plant leaves, such as 

those from the Psidium genus (Myrtaceae). Notable species include Psidium guajava 

(Século XXI cultivar - SEC), Psidium cattleyanum (CAT), and Psidium 

gaudichaudianum (GAU), which feature β-caryophyllene (β-CAR) as their primary 

major compound. Despite the promising applications of EOs, some physicochemical 

characteristics can limit their use in aqueous environments and when exposed to 

outdoor conditions. Therefore, to expand the applications of EOs, protection methods 

were employed to form inclusion complexes (ICs). In this regard, 2-hydroxypropyl-β-

cyclodextrin (HPβCD), derived from starch, was used. Physical methods used included 

kneading (KN) and freeze-drying (FD), with KN proving to be the most efficient in 

forming ICs with SEC EO. Given that the EOs from Psidium species share a similar 

chemical composition, the KN method was selected as the most promising. Using CAT 

EO and the KN method, a central composite design was conducted to optimize CI 

preparation. The complexation efficiency (CE) obtained for CAT IC was 94.9%. 

Considering the optimized method, the GAU IC was obtained under determined 

conditions: using a molar ratio of EO to HPβCD of 1:1 and macerating for a total of 35 

minutes. The CE was 91.5% and 83.9% for GAU EO and β-caryophyllene (β-CAR), 

respectively. The ICs obtained for SEC, CAT, GAU, and β-CAR were characterized 

using UV-Vis spectroscopy, FTIR, TGA, DLS, and XRD to confirm complexation with 

HPβCD. For the CAT IC, controlled release was performed using a 1% (v v-1) aqueous 

solution of DMSO and acetonitrile. The release of the CAT EO in water was slow and 

simulated the conditions of the larvicidal activity experiment on Aedes aegypti. 



 

 

Concerning this application, the EOs from SEC and CAT in DMSO exhibited LC50 

values of 51.49 and 81.73 µg mL-1, respectively. The SEC EO was more toxic to A. 

aegypti larvae than CAT. However, the extraction yield of CAT EO (0.79% m m-1) was 

more than twice that of SEC (0.30% m m-1). The LC50 for A. aegypti larvae for the SEC 

IC was 77.54 µg mL-1 (KN), and larvicidal activity for the FD method occurred only at 

concentrations above 600 µg mL-1. The optimized LC50 for the CAT IC was 134.44 µg 

mL-1. Therefore, the ICs are less efficient at killing A. aegypti larvae compared to the 

EO in DMSO. However, when comparing the efficiency of ICs with EO without DMSO, 

all ICs showed superior larvicidal activity. This occurs because the non-complexed EO 

is inefficient in killing the larvae, as it is insoluble in water and easily degraded by 

environmental conditions. Regarding the GAU EO, β-CAR and their respective 

complexes were tested for herbicidal activity on Bidens pilosa and Lolium multiflorum 

at concentrations ranging from 187.5 to 3000 µg mL-1, assessing germination, root 

growth, and aboveground growth variables. Overall, the GAU IC was more toxic than 

the β-CAR IC. At most evaluated concentrations, the EO and β-CAR exhibited equal 

or greater toxicity than their respective ICs. Cytogenotoxicity was assessed in 

meristematic root cells of the model plant Lactuca sativa. A reduction in the mitotic 

index and an increase in chromosomal abnormalities were observed, indicating 

aneugenic and clastogenic effects of the GAU EO, β-CAR, and ICs. In general, the 

results obtained for all produced ICs demonstrated their potential for commercial 

exploitation, given that a solid product was obtained with high thermal stability, 

maintaining the EO's chemical composition more stable. Additionally, the proposed 

applications of the produced ICs were successful. 

 

 

Keywords: Guava tree. Araçá. Natural product. Encapsulation. Experimental design. 

Dengue. Weed. 

 

 

 

 

 



 

 

LISTA DE SIGLAS 

 
 

Arel Área relativa do composto no cromatograma 

A. aegypti Aedes aegypti 

AC Alterações cromossômicas 

AN Alterações nucleares 

ANOVA Análise de variância 

ATR Reflectância total atenuada 

β-CAR Beta-cariofileno 

βCD Beta-ciclodextrina 

CA Crescimento aéreo 

CAT Psidium cattleyanum 

CD Ciclodextrina 

CGTase Ciclodextrina glicosiltransferase 

CI Complexo de inclusão 

CL50 
Concentração letal média necessária para matar 50% da 

população 

CL90 
Concentração letal média necessária para matar 90% da 

população 

CN Controle negativo 

CP Controle positivo 

CR Crescimento radicular 

DBC Delineamento em blocos casualizados 

DLS Espalhamento dinâmico de luz 

DMAPP Dimetilalil difosfato 

DMSO Dimetilsulfóxido 

EC Eficiência de complexação 

ECc Eficiência de complexação corrigida 

EMBRAPA Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuária 

FD Liofilização 

FPP Farnesil difosfato 

FTIR 
Espectroscopia na região do infravermelho com transformada 

de Fourier 



 

 

G Germinação 

GAU Psidium gaudichaudianum 

GC-FID Cromatografia gasosa com detector de ionização de chama 

GC-MS Cromatografia gasosa acoplada à espectrometria de massas 

GGPP Geranilgeranil difosfato 

GPP Geranil difosfato 

HPβCD 2-hidroxipropil-beta-ciclodextrina 

IM Índice mitótico 

IPP Isopentenil difosfato 

IR Índice de retenção 

K Constante de estabilidade 

KN Maceração 

L4 Larvas de 4º instar 

MEP 2-C-metil-D-eritritol-4-fosfato 

MMS Metanossulfonato de metila 

MVA Mevalonato 

MH Monoterpeno hidrocarboneto 

MO Monoterpeno oxigenado 

OE Óleo essencial 

OEext Óleo essencial extraído do complexo de inclusão 

OEadic 

Óleo essencial adicionado inicialmente no complexo de 

inclusão 

OMS Organização Mundial da Saúde 

P Coeficiente de partição 

PCI Perda de massa do complexo de inclusão 

PHPβCD Perda de massa da HPβCD 

P. guajava Psidium guajava 

P. cattleyanum Psidium cattleyanum 

P. gaudichaudianum Psidium gaudichaudianum 

PDI Índice de polidispersão 

PIB Produto interno bruno 

PZ Potencial Zeta 



 

 

RENISUS 

Relação Nacional de Plantas Medicinais de Interesse do 

Sistema Único de Saúde 

RMβCD Metil-beta-ciclodextrina randomizada 

SBβCD Sulfo-butil-éter-beta-ciclodextrina 

SEC Século XXI 

SH Sesquiterpeno hidrocarboneto 

SO Sesquiterpeno oxigenado 

TEM Microscopia eletrônica de transmissão 

TGA Análise termogravimétrica 

UFES Universidade Federal do Espírito Santo 

UFMG Universidade Federal de Minas Gerais 

UFV Universidade Federal de Viçosa 

UV-Vis Espectroscopia na região do ultravioleta e visível 

V Volume molecular 

XRD Difração de raios X 

2,4-DNFH 2,4-Dinitrofenilhidrazina 



 

 

 

SUMÁRIO 
 

  

1. INTRODUÇÃO GERAL........................................................................... 16 
2. OBJETIVO...............................................................................................  19 

2.1. Objetivo geral..........................................................................................  19 

2.2. Objetivos específicos...............................................................................  19 

   
CAPÍTULO 1. Revisão da literatura........................................................................ 20 
1.1. Goiabeira................................................................................................. 21 
1.2. Araçá....................................................................................................... 22 
1.3. Óleo essencial........................................................................................ . 24 
1.4. Encapsulamento...................................................................................... 28 
1.5. Química supramolecular.......................................................................... 31 
1.6. Ciclodextrina............................................................................................ 31 
1.6.1. 2-Hidroxipropil-β-ciclodextrina................................................................. 34 
1.7. Técnicas de preparação dos complexos de inclusão............................... 36 
1.7.1. Complexo de inclusão com secagem por liofilização (freeze-drying)....... 37 
1.7.2. Complexo de inclusão com maceração (kneading).................................. 38 
1.8. Técnicas analíticas de caracterização dos complexos de inclusão.......... 39 
1.9. Atividade larvicida dos óleos essenciais em Aedes aegypti..................... 42 
1.9.1. Aedes aegypti.......................................................................................... 42 
1.9.2. Atividade larvicida dos óleos essenciais.................................................. 45 
1.10. Ciclo celular e alterações cromossômicas............................................... 46 
1.10.1. Plantas invasoras.................................................................................... 49 
   

CAPÍTULO 2. Preparação de complexos de inclusão do óleo essencial de 
Psidium guajava L. em 2-hidroxipropil-β-ciclodextrina pelos métodos de 
liofilização e maceração para aplicação como larvicida em Aedes aegypti L........ 

51 

RESUMO............................................................................................................... 52 
1.  INTRODUÇÃO........................................................................................ 53 
2. MATERIAL E MÉTODOS........................................................................ 54 
2.1. Padrões e reagentes............................................................................... 54 
2.2. Coleta e extração do óleo essencial das folhas de P. guajava................. 54 

2.3. 
Determinação da densidade absoluta e rendimento da extração do óleo 
essencial.................................................................................................. 

55 

2.4. Perfil cromatográfico do óleo essencial.................................................... 56 
2.5. Teste de classificação de aldeídos e/ou cetonas no óleo essencial......... 57 
2.6. Preparação dos complexos de inclusão.................................................. 57 
2.6.1. Complexo de inclusão com secagem por liofilização (freeze-drying)....... 57 
2.6.2. Complexo de inclusão com maceração (kneading).................................. 58 
2.7. Caracterização dos complexos de inclusão............................................. 58 
2.7.1. Curva analítica......................................................................................... 58 
2.7.2. Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier.............. 59 



 

 

 

2.7.3. Análise termogravimétrica....................................................................... 60 
2.7.4. Análise de tamanho, índice de polidispersão e potencial Zeta por DLS... 60 
2.7.5. Difratometria de raios X........................................................................... 60 
2.7.6. Microscopia eletrônica de transmissão.................................................... 61 
2.8. Atividade larvicida.................................................................................... 61 
2.9. Análise estatística.................................................................................... 62 
3. RESULTADOS E DISCUSSÃO............................................................... 62 
3.1. Caracterização dos complexos de inclusão............................................. 66 
3.1.1. Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier.............. 66 
3.1.2. Análise termogravimétrica....................................................................... 68 
3.1.3. Análise de tamanho, índice de polidispersão e potencial Zeta por DLS... 71 
3.1.4. Difratometria de raios X........................................................................... 73 
3.1.5. Curva analítica e eficiência de complexação........................................... 74 
3.1.6. Microscopia eletrônica de transmissão.................................................... 76 
3.2. Atividade larvicida.................................................................................... 78 
4. CONCLUSÃO.......................................................................................... 80 
REFERÊNCIAS..................................................................................................... 80 
   
CAPÍTULO 3. Otimização no preparo do complexo de inclusão do óleo essencial 
de Psidium cattleyanum S. em 2-hidroxipropil-β-ciclodextrina pelo delineamento 
composto central rotacional para aplicação como larvicida em Aedes aegypti L.... 

85 

RESUMO............................................................................................................. .. 86 
1.  INTRODUÇÃO........................................................................................ 87 
2. MATERIAL E MÉTODOS........................................................................ 88 
2.1. Padrões e reagentes............................................................................... 88 
2.2. Coleta e extração do óleo essencial das folhas de P. cattleyanum........... 88 

2.3. 
Determinação da densidade absoluta e rendimento da extração do óleo 
essencial................................................................................................. . 

89 

2.4. Perfil cromatográfico do óleo essencial.................................................... 90 
2.5. Preparação dos complexos de inclusão................................................... 91 
2.6. Caracterização dos complexos de inclusão............................................. 93 
2.6.1. Curva analítica......................................................................................... 93 
2.6.2. Análise termogravimétrica....................................................................... 94 
2.6.3. Avaliação da estabilidade térmica do complexo de inclusão.................... 94 
2.6.4. Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier.............. 94 
2.6.5. Análise de tamanho, índice de polidispersão e potencial Zeta por DLS... 95 
2.6.6. Difratometria de raios X........................................................................... 95 
2.7. Liberação controlada............................................................................... 95 
2.8. Atividade larvicida.................................................................................... 96 
2.9. Análise estatística.................................................................................... 97 
3. RESULTADOS E DISCUSSÃO............................................................... 97 
3.1. Otimização do preparo de complexos de inclusão................................... 100 
3.2. Eficiência de complexação...................................................................... 102 
3.3. Caracterização dos complexos de inclusão............................................. 104 



 

 

 

3.3.1. Estabilidade térmica................................................................................ 104 
3.3.2. Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier.............. 108 

3.3.3. Análise de tamanho, índice de polidispersão e potencial Zeta por DLS... 110 
3.3.4. Difratometria de raios X........................................................................... 111 
3.4. Liberação controlada............................................................................... 112 
3.5. Atividade larvicida.................................................................................... 115 
4. CONCLUSÃO.......................................................................................... 117 
REFERÊNCIAS............................................................................................... ...... 117 
   
CAPÍTULO 4. Atividade herbicida e citogenotóxica de complexos de inclusão do 
óleo essencial das folhas de Psidium gaudichaudianum e β-cariofileno em 2-
hidroxipropil-β-ciclodextrina................................................................................... 

123 

RESUMO............................................................................................................. .. 124 
1.  INTRODUÇÃO........................................................................................  126 
2. MATERIAL E MÉTODOS........................................................................ 128 
2.1. Padrões e reagentes...............................................................................  128 
2.2. Coleta e extração do óleo essencial das folhas de P. gaudichaudianum.. 128 

2.3. 
Determinação da densidade absoluta e rendimento da extração do óleo 
essencial..................................................................................................  

129 

2.4. Perfil cromatográfico do óleo essencial.................................................... 129 
2.5. Preparação dos complexos de inclusão................................................... 131 
2.6. Caracterização dos complexos de inclusão............................................. 131 
2.6.1. Curva analítica.........................................................................................  131 
2.6.2. Análise termogravimétrica.......................................................................  132 
2.6.3. Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier.............. 133 
2.7. Avaliação da atividade herbicida.............................................................. 133 
2.8. Análise de citotoxicidade.........................................................................  134 
2.9. Análise estatística....................................................................................  135 
3. RESULTADOS E DISCUSSÃO............................................................... 135 
3.1. Preparo dos complexos de inclusão e caracterizações............................ 138 
3.2. Atividade herbicida..................................................................................  147 
3.3. Atividade citogenotóxica..........................................................................  157 
4. CONCLUSÃO..........................................................................................  162 
REFERÊNCIAS.....................................................................................................  163 
   
3. CONCLUSÃO GERAL............................................................................. 169 
4. REFERÊNCIAS.......................................................................................  170 
5. CONSIDERAÇÕES FINAIS..................................................................... 182 
6. APÊNDICE.............................................................................................. 183 



16 

 

 

1. INTRODUÇÃO GERAL 

A espécie Psidium guajava L., conhecida popularmente como goiabeira, 

pertence à família Myrtaceae e é a planta mais relevante dentro do seu gênero (SILVA 

et al., 2021). Isso porque P. guajava é uma árvore frutífera amplamente cultivada pelo 

mundo, possuindo facilidade de adaptação a climas tropicais e subtropicais. Além da 

importância comercial da goiabeira, esta possui ação fitoterápica comprovada, pois 

está incluída na Relação Nacional de Plantas Medicinais de Interesse do Sistema 

Único de Saúde (RENISUS) (MARMITT et al., 2015). Outra potencialidade de 

aplicação da P. guajava se deve a presença de óleo essencial (OE), pois ele contém 

a composição química responsável por atividades biológicas, como: larvicida, 

inseticida, fitotóxica, citogenotóxica, entre outras (LIMA et al., 2009; MENDES et al., 

2022; VASCONCELOS et al., 2021). Uma característica morfológica interessante e 

marcante de espécies da família Myrtaceae é a presença de plantas com estruturas 

produtoras de OEs (PADOVAN et al., 2014).  

Os OEs são produtos do metabolismo secundário de plantas, os quais 

desempenham importante papel ecológico. Podem ser obtidos a partir de flor, erva, 

broto, folha, fruta, galho, casca, semente, rizoma e raiz (ASBAHANI et al., 2015). 

Neste trabalho os OEs foram obtidos das folhas, que é o mais interessante do ponto 

de vista econômico, pois durante a produção da P. guajava sucessivas podas 

periódicas são realizadas nas árvores. Com isso, geralmente, grande quantidade de 

material vegetal é desperdiçada (BATISTA et al., 2015). Desta forma, aproveitar um 

material que seria descartado na natureza e agregar valor ao obter os OEs se torna 

relevante. 

Todas as plantas do gênero Psidium que não são da espécie P. guajava são 

popularmente conhecidas como araçá. A Psidium cattleyanum S. é uma delas, que 

pode ser considerada a mais amplamente estudada ao longo dos anos (SILVA et al., 

2021). Isso pode ser atribuído a P. cattleyanum conter frutos com qualidade de 

interesse comercial, além de possuir importância na indústria farmacêutica, pois 

apresenta atividade antioxidante, antifúngica e antimicrobiana (CASTRO et al., 2015; 

MEDINA et al., 2011; SANTOS et al., 2007; SCUR et al., 2016). Outras espécies, como 

a Psidium gaudichaudianum P. & F., ainda são pouco exploradas, o que representa 

uma oportunidade de conhecer, desenvolver e potencializar as aplicações dessa 

planta. Uma vantagem da obtenção de OEs utilizando as araçás ao invés das 
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goiabeiras é que, de forma geral, estas possuem maior rendimento de OE foliar 

(MENDES et al., 2017, 2023). Comumente, os OEs de Psidium apresentam 

majoritariamente compostos de natureza sesquiterpênica, sendo o β-cariofileno o 

principal deles. Logo, ao utilizar o β-cariofileno com a mesma finalidade do OE de 

Psidium, pode-se verificar se ocorre sinergismo dos compostos ou se o β-cariofileno 

é o mais importante.  

Dentre as aplicações dos OEs de Psidium, citadas anteriormente, destaque é 

dado a atividade larvicida em Aedes aegypti, além de herbicida, ainda não relatada na 

literatura, e citogenotóxica, que foram alvo deste trabalho. O A. aegypti é um vetor de 

arbovírus, como a dengue, e a principal estratégia para controlar a propagação de 

larvas e mosquitos são produtos químicos sintéticos como os piretroides (YANG et al., 

2020). Porém, apesar da sua eficácia no combate ao A. aegypti, estudos mostram que 

seu uso contínuo tem gerado insetos resistentes, sendo necessários o uso de 

métodos alternativos, como a utilização de OEs (SMITH; KASAI; SCOTT, 2016). Outra 

aplicação relevante dos OEs ocorre em plantas invasoras que crescem de forma 

espontânea e indesejada em plantações de milho e trigo, por exemplo, causando 

perda da produtividade da cultura e prejuízo econômico (EL-ALAM et al., 2020; PAINI 

et al., 2016). 

Dessa forma, os OEs possuem múltiplas aplicações biológicas, porém apesar 

da sua eficácia in vitro, estes possuem solubilidade aquosa limitada e suscetibilidade 

à degradação quando expostos a fatores ambientais (MOSSA, 2016). Com isso, os 

OEs não podem ser aplicados na prática, como por exemplo em possíveis criadouros 

de larvas ou em plantações agrícolas, pois não se solubilizam em água e volatilizam 

facilmente. Dessa forma, métodos para proteger os OEs desses fatores externos têm 

sido desenvolvidos como forma de ampliar as suas aplicações e gerar interesse na 

sua obtenção à nível industrial. Estes métodos vão desde formulações de emulsões, 

cápsulas até complexos de inclusão. Os complexos de inclusão com oligossacarídeos, 

como a 2-hidroxipropil-beta-ciclodextrina (HPβCD), apresentam vantagens em 

relação aos outros métodos, pois podem ser biodegradáveis, são solúveis em água e 

não necessitam da utilização de surfactantes para serem produzidos.   

Diante do que foi apresentado e considerando as potencialidades dos OEs das 

espécies de Psidium, o objetivo inicial deste trabalho foi obter os OEs foliares de P. 

guajava, P. cattleyanum e P. gaudichaudianum, além do β-cariofileno. A partir deles, 

produzir complexos de inclusão com alta eficiência de complexação e utilizar técnicas 
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analíticas para confirmar que eles foram preparados corretamente. Por fim, aplicá-los 

de forma eficiente em larvas de A. aegypti e em plantas invasoras.   
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2. OBJETIVO 

2.1. Objetivo geral 

 Obter complexos de inclusão (CIs) dos óleos essenciais (OEs) das folhas das 

espécies P. guajava, P. cattleyanum, P. gaudichaudianum e β-cariofileno em 2-

hidroxipropil-β-ciclodextrina (HPβCD) e avaliar a atividade larvicida em A. aegypti, 

herbicida em plantas invasoras e citogenotóxica em planta modelo. 

2.2. Objetivos específicos 

 Identificar e quantificar os compostos químicos dos OEs das folhas da cultivar 

Século XXI da P. guajava, P. cattleyanum, P. gaudichaudianum e β-cariofileno por 

cromatografia a gás acoplada à espectrometria de massas (GC-MS) e cromatografia 

a gás com detector de ionização de chama (GC-FID).  

 Estudar a variabilidade quali e semiquantitativa da composição química dos 

OEs. 

 Obter o CI do OE da P. guajava em HPβCD por meio de dois métodos físicos: 

liofilização e maceração. Avaliar o melhor método de preparo dos CIs para os OEs de 

Psidium e otimizá-lo por meio do delineamento composto central rotacional. 

 Utilizar técnicas analíticas para confirmar a complexação e caracterizar o CI 

obtido (UV-Vis, FTIR, TGA, DLS, XRD e TEM). 

 Verificar a liberação do OE de P. cattleyanum complexado por meio de uma 

membrana de diálise nos meios: solução aquosa com DMSO e em acetonitrila. 

 Avaliar a atividade larvicida dos OEs de P. guajava e P. cattleyanum dos CIs 

em A. aegypti. 

Avaliar a atividade herbicida do OE de P. gaudichaudianum e β-cariofileno em 

plantas invasoras Lolium multiflorum e Bidens pilosa e citogenotóxica em células 

meristemáticas da raiz da planta modelo Lactuca sativa.  
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1.1. Goiabeira 

As goiabeiras (Psidium guajava Linnaeus) pertencem à família Myrtaceae, que 

compreende cerca de 370 gêneros e 14000 espécies, que se distribuem 

predominantemente nas regiões tropicais e subtropicais do mundo (“WCSP”, 2023). 

As goiabeiras são classificadas como árvores de tamanho médio, perenes e frutíferas 

(Fig. 1). Suas folhas apresentam cerca de 20 cm de comprimento, com pecíolo curto 

e nervuras na parte inferior. Possuem flores hermafroditas e geralmente brancas 

(GRESSLER; PIZO; MORELLATO, 2006). O fruto da goiabeira é constituído por 

casca, polpa e semente.  

 

Figura 1. Cultivar Século XXI da espécie Psidium guajava. 

Fonte: O autor. 

O Brasil está entre os principais produtores mundiais de goiaba e a maior parte 

da produção do país é destinada à indústria de alimentos para produzir doces, sucos, 

geleias e polpa congelada (VITTI; LIMA; MARTINES FILHO, 2020). Psidium é 

originário da palavra “psídion”, que significa morder, em referência ao sabor agradável 

dos frutos (FRANZON et al., 2009). Além de ser rica em antioxidantes e vitaminas, a 

goiabeira é considerada uma planta medicinal, contribuindo com o tratamento de 

diversas doenças: distúrbios respiratórios e gastrointestinais, anti-inflamatório, 

antidiarreico, anti-hipertensivo, entre outras (BARBALHO et al., 2012; JOSEPH, 
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2011). A ação fitoterápica da planta pode ser atribuída à presença dos compostos 

biologicamente ativos.  

No entanto, para utilizar as plantas de forma mais eficiente é imprescindível 

estudá-las de forma aprofundada dentro do reino vegetal. Deve-se considerar que, 

dentro de uma espécie de planta, existem grandes quantidades de variedades ou 

cultivares. Cada uma delas possui características únicas, pois em toda a estrutura da 

planta a composição química dos diferentes tecidos é variável para cada cultivar. 

Alguns fatores contribuem para essa diferenciação, podendo ser genéticos, 

ambientais, estágio de desenvolvimento, tipo de tecido e os tratamentos pré e pós-

colheita da planta (KÜLHEIM et al., 2015; MORAIS, 2009). Todavia, o controle 

genético parece ser de longe a fonte dominante de variação dentro de uma espécie 

(MANGANARIS et al., 2018). Assim, a genética da planta deve ser estudada, visto 

que cada cultivar terá particularidades que a distingue das demais. Com isso, é 

possível direcionar o uso das plantas de acordo com as maiores concentrações dos 

princípios ativos e com outras características de interesse dos produtores, como 

produtividade e resistência. 

Ao estudar a espécie Psidium guajava verifica-se a existência de muitas 

cultivares registradas. Porém, as mais plantadas no Brasil, segundo a Empresa 

Brasileira de Pesquisa Agropecuária (EMBRAPA), são: Paluma, Pedro Sato, Rica, 

Século XXI, variações da Cortibel (Estado do Espírito Santo), Tailandesa, Ogawa, 

Sassaoka e Kumagai (FLORI, 2016). Neste trabalho foi utilizada a variedade Século 

XXI.  

1.2. Araçá 

Psidium cattleyanum Sabine é uma planta que pertence à família Myrtaceae e 

é conhecida popularmente como araçazeiro, produzindo frutos denominados como 

goiaba morango ou araçá (Fig. 2) (CASTRO et al., 2015). Essa espécie é nativa do 

Brasil, podendo ser encontrada tipicamente nos estados da Bahia ao Rio Grande do 

Sul (PEREIRA et al., 2018). No entanto, P. cattleyanum se naturalizou em locais como 

o Havaí e muitas ilhas do Caribe, podendo assim ser encontrada pelo mundo em 

regiões de clima tropical, como América do Sul e América Central (PATEL, 2012).  

P. cattleyanum é uma árvore ou arbusto frutífero de pequeno porte, cujos frutos 

são ricos em vitamina C, com casca de coloração geralmente amarela ou vermelha, 

possuem 2,2 a 5 cm de diâmetro com polpa branca e numerosas sementes (PEREIRA 
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et al., 2018). Suas folhas são perenes, brilhantes e resistentes (PATEL, 2012). Essa 

espécie possui importância comercial atribuída aos seus frutos utilizados na indústria 

alimentícia (SANTOS et al., 2007). Além disso, P. cattleyanum possui importância na 

indústria farmacêutica, pois apresenta atividade antioxidante, antifúngica e 

antimicrobiana (CASTRO et al., 2015; MEDINA et al., 2011; SCUR et al., 2016).  

 

Figura 2. Psidium cattleyanum. 

Fonte: O autor. 

Psidium gaudichaudianum Proença & Faria é uma planta que pertence à família 

Myrtaceae e é conhecida como araçá, assim como a P. cattleyanum (Fig. 3). P. 

gaudichaudianum é uma espécie nativa do Brasil pouco conhecida (SILVA et al., 

2021). O estudo dessas plantas é imprescindível para o desenvolvimento da espécie 

e seu uso sustentável. Além disso, as espécies de araçá têm uma quantidade de OE  

foliar superior as goiabeiras, o que as torna mais viável economicamente para essa 

finalidade (MENDES et al., 2017, 2022, 2023).  

Uma das grandes vantagens da utilização de espécies de Psidium é sua 

adaptabilidade a locais sob condições de estresse abiótico, incluindo escassez de 

água e temperaturas extremas (MEDINA et al., 2011). Apesar disso, existem muitas 

espécies de Psidium ainda pouco exploradas em escala comercial e, muitas das 

vezes, a produção é pequena e limitada a determinada região, como é o caso da P. 

cattleyanum e P. gaudichaudianum (FRANZON et al., 2009). No entanto, os frutos de 

P. cattleyanum são considerados os melhores entre as espécies de araçaizeiro 
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(VIEIRA et al., 2006). Dessa forma, seu desenvolvimento e exploração contribuem 

para a expansão da cultura e descoberta de novas aplicações.  

 
Figura 3. Psidium gaudichaudianum. 

Fonte: O autor. 

1.3. Óleo essencial 

Ao longo da história da humanidade há vários registros da utilização de plantas 

aromáticas em atividades, como: cerimônias e adornos religiosos; formulação de 

remédios; insumos naturais para as indústrias de perfumaria e química (SANGWAN 

et al., 2001). A utilização de plantas e de seus derivados com ação repelente e 

inseticida é tão antiga quanto a civilização humana, com relatos milenares no mundo 

todo, como na China, Índia e no Tibete (BARROS; FEITOSA, 2019). A quantidade de 

plantas aromáticas sendo utilizadas vem aumentando ao longo dos anos, como 

consequência do desenvolvimento agrícola e dos recursos genéticos para o cultivo 

comercial (CHRISTAKI et al., 2020; GIANNENAS et al., 2020).  

As goiabeiras são árvores aromáticas e a partir de suas folhas é possível obter 

o OE. Os OEs são produzidos e armazenados nas plantas em estruturas secretoras, 

chamadas de tricomas glandulares (BISWAS et al., 2009). Os OEs fazem parte do 

metabolismo secundário das plantas, contribuindo para a sua proteção, uma vez que 

atrai polinizadores e dispersa predadores devido à sua volatilidade e composição 

química (KNAAK; FIUZA, 2010). Os metabólitos primários são fundamentais à 

manutenção das funções vitais da planta, enquanto os metabólitos secundários são 
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compostos de distribuição restrita, sem função evidente na manutenção do ciclo vital 

da planta (BARROS; FEITOSA, 2019). No entanto, o OE possui importância ambiental 

para a planta e essa propriedade desperta interesse no estudo dos seus compostos 

químicos. Além disso, os OEs e seus constituintes são considerados um dos bioativos 

naturais mais importantes das plantas (OLIVEIRA-FILHO et al., 2018).  

Os OEs são misturas complexas de substâncias voláteis, lipofílicas, geralmente 

odoríferas e líquidas, constituídos na maioria das vezes por mono e sesquiterpenos. 

Por serem formados majoritariamente por hidrocarbonetos, possuindo natureza 

hidrofóbica e densidade geralmente menor que a da água, os OEs são separados da 

fase aquosa por decantação. Os OEs podem ser biossintetizados em diferentes 

órgãos vegetais, como: flor, erva, broto, folha, fruta, galho, casca, semente, rizoma e 

raiz (ASBAHANI et al., 2015).  

Os constituintes comumente encontrados nos extratos vegetais ou OEs são 

derivados, principalmente da via biossintética de ácidos graxos, fenilpropanoides ou 

isoprenoides (DAVIET; SCHALK, 2010). Este último da origem a maior classe de 

metabólitos secundários das plantas, os terpenos, que exibem uma ampla diversidade 

de estruturas e propriedades biológicas (DAVIET; SCHALK, 2010). 

Os terpenos são derivados da condensação de duas unidades de isopreno, que 

possuem cinco carbonos: isopentenil difosfato (IPP) e seu isômero dimetilalil difosfato 

(DMAPP) (BANDEIRA et al., 2011). Existem duas vias que levam a esses precursores: 

mevalonato (MVA) e 2-C-metil-D-eritritol-4-fosfato (MEP), ambos com esqueleto 

isoprênico (TRAPP; CROTEAU, 2001) (Fig. 4). A síntese do IPP ocorre a partir do 

acetil-CoA, que forma o intermediário MVA (LANGE et al., 2000). A via do MVA é 

encontrada em fungos, animais e no citosol das plantas, enquanto a rota do MEP é 

usada por bactérias e em plastídeos vegetais (DAVIET; SCHALK, 2010; LANGE et al., 

2000). O IPP e DMAPP podem se condensar dando origem ao geranil difosfato (GPP), 

que possui 10 carbonos e é precursor da síntese dos monoterpenos (C10). Através do 

GPP, novas condensações com essas unidades isoprênicas podem ocorrer dando 

origem ao farnesil difosfato (FPP), que possui 15 carbonos e é um precursor dos 

sesquiterpenos (C15) (HARADA; MISAWA, 2009). A adição de outra molécula de IPP 

forma o geranilgeranil difosfato (GGPP), que contém 20 carbonos e é precursor dos 

diterpenos (C20). Por fim, FPP e GGPP podem dimerizar para formar triterpenos (C30) 

e tetraterpenos (C40), respectivamente. Os terpenos que possuem apenas carbono e 

hidrogênio podem ser classificados como hidrocarbonetos. Enquanto os que possuem 
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o oxigênio, além do carbono e hidrogênio, podem ser chamados de hidrocarbonetos 

oxigenados. 

 

Figura 4. Via de síntese de terpenos em plantas.  

Fonte: Adaptado de Trapp e Croteau (2001). 

Ao avaliar os OEs das cultivares dentro de uma espécie, é possível observar 

variação intraespecífica na composição química. Mendes et al. (2018) ao estudarem 

a composição química dos OEs das folhas de 21 genótipos de goiabeiras, verificaram 

variações quali e quantitativas. Variações qualitativas podem ocorrer como 

consequência de um redirecionamento da via metabólica para produção de diferentes 

compostos dependendo da necessidade da planta. Dessa forma, sempre que 
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possível, é importante fazer a distinção do genótipo ou cultivar que está sendo 

utilizada, contribuindo para uma melhor comparação de resultados com outros 

trabalhos. Haja vista que a composição intraespecífica varia significativamente. 

Diversos métodos podem ser realizados para extrair os OEs, mas geralmente 

é utilizada a hidrodestilação. Para o emprego dessa técnica é necessário apenas um 

aparelho Clevenger (ampola, trap e balão de fundo redondo) e uma manta aquecedora 

(Fig. 5). A hidrodestilação é um excelente método de extração, pois proporciona um 

bom rendimento, é mais simples e rápida, com menor custo do que outras técnicas 

para a obtenção de OEs (CHARLES; SIMON, 1990). 

 

Figura 5. Aparelho Clevenger utilizado para hidrodestilação. 

Fonte: O autor. 

O estudo dos OEs bem como a sua aplicação tem despertado interesse de 

pesquisadores em várias áreas por ser produto natural e possuir inúmeros benefícios. 

Na literatura, são encontrados trabalhos que utilizaram os OEs na medicina, farmácia, 

biologia, como cosméticos, alimentos, entre outros. Eles apresentaram atividade 

citotóxica, antimicrobiana, antioxidante (KALLELI et al., 2019; MOTHANA et al., 2019; 

YAZGAN; OZOGUL; KULEY, 2019), anti-inflamatória (ALOLGA et al., 2019), 

antibacteriana (JAMIL et al., 2016; OKOH; OKOH; OKOH, 2019; OLUGU et al., 2019), 
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anticancerígena (TIAN et al., 2019), inseticida (GALLI et al., 2018; WANG et al., 2019), 

larvicida (MENDES et al., 2017), na conservação de alimentos (AMIRI et al., 2019; 

FALOWO et al., 2019; SILVA et al., 2019; WU et al., 2019), na fragrância de perfumes 

(CHEN et al., 2019) e tecidos (STAN et al., 2019). Essas aplicações estão 

relacionadas diretamente aos compostos bioativos dos OEs, sua concentração e ao 

sinergismo com os outros constituintes, dependendo da aplicação direcionada 

(OLIVEIRA-FILHO et al., 2018). 

 Mesmo com o aumento da utilização dos OEs, a comercialização desses 

produtos naturais poderia ser ainda maior (BARROS; FEITOSA, 2019). O principal 

motivo que impossibilita esse crescimento no mercado é que muitos deles não 

apresentam padronização e controle de qualidade nas formulações, fatores estes que 

dificultam o registro fito-químico (BARROS; FEITOSA, 2019). Ainda, é necessário que 

o OE apresente constituição química estável. Sendo assim, para a inserção dos OEs 

de forma segura no mercado é imprescindível cada vez mais estudos das cultivares, 

dos compostos químicos presentes nos OEs, suas concentrações, mecanismos de 

ação, aplicabilidade e segurança aos seres vivos. 

1.4. Encapsulamento 

 Os OEs são compostos voláteis e facilmente degradados, o que pode 

comprometer seus princípios ativos. Dessa forma, os OEs podem sofrer oxidação, 

volatilização e modificação na composição química quando expostos ao aquecimento 

e luz (ASBAHANI et al., 2015). A oxidação de compostos nos OEs pode levar à 

formação de produtos diferentes, alguns dos quais podem afetar o aroma e a 

qualidade do óleo essencial. Para proteger os OEs de fatores externos, aumentar a 

estabilidade e solubilidade em meio aquoso, além de criar resistência física e gerar 

liberação controlada do material em determinado solvente, pode ser realizado o 

encapsulamento (GUPTA; VARIYAR, 2016; HONG; PARK, 1999). 

 Para o uso do OE como larvicida em A. aegypti, por exemplo, é importante que 

ele esteja solubilizado e estável em meio aquoso por tempo suficiente para que os 

ovos eclodam, as larvas se desenvolvam e sejam mortas (GUPTA; VARIYAR, 2016; 

P. FERREIRA et al., 2019). Além disso, com o OE protegido, ocorre a integridade de 

sua composição química e, por consequência, de suas bioatividades e isso pode 

permitir sua comercialização com maior tempo de prateleira. 
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Sendo assim, o encapsulamento é um dos métodos mais eficientes para a 

formulação de OEs bioativos, isso porque, além das vantagens citadas anteriormente, 

pode mascarar odores desagradáveis e permitir sua utilização em medicamentos, 

alimentos, entre outros (ASSADPOUR; JAFARI, 2019; WADHWA et al., 2017). Nesse 

processo, o material é envolvido por um revestimento ou é incorporado a uma matriz 

homogênea ou heterogênea, formando pequenas cápsulas ou complexos de inclusão 

(SAGALOWICZ; LESER, 2010; YAN et al., 2018). As interações entre o material de 

revestimento e o OE podem formar emulsões, cápsulas e complexos de inclusão 

(KFOURY et al., 2019). O sistema de encapsulamento a ser utilizado é selecionado 

de acordo com o uso pretendido, que pode variar dependendo do tamanho, forma ou 

natureza dos componentes que serão encapsulados (RODRÍGUEZ et al., 2016).  

O revestimento utilizado para encapsular um determinado composto é 

comumente constituído de lipídios ou polímeros, sendo chamado de carreador ou 

material de parede (CORRÊA-FILHO; MOLDÃO-MARTINS; ALVES, 2019). O 

encapsulamento à base de lipídios possui algumas desvantagens, como: menor 

capacidade de encapsulação e baixa solubilidade em água (DAS et al., 2019; 

EKAMBARAM; SATHALI; PRIYANKA, 2012; SHETTA; KEGERE; MAMDOUH, 2019). 

Diante disso, muitos polímeros de origem natural, chamados de biopolímeros, têm 

sido utilizados para encapsular materiais como os OEs (SHETTA; KEGERE; 

MAMDOUH, 2019). 

Os biopolímeros são materiais oriundos de fontes renováveis, como: quitosana, 

quitina, albumina, globulina, maltodextrina e amido (PRAKASH et al., 2018). O amido 

é um polissacarídeo que possui importância nutricional e industrial, pois é fonte de 

carbono e energia (VAN DER VEEN et al., 2000). Ele se encontra amplamente 

distribuído em diversas espécies vegetais, como carboidrato de reserva, sendo 

abundante em grãos de cereais, raízes e tubérculos (WALTER; SILVA; EMANUELLI, 

2005). O amido é uma mistura de dois polissacarídeos: amilose e amilopectina. A 

amilose é formada por unidades de glicose, D-glicopiranose, unidas por ligações α-

(1,4) glicosídicas, originando uma cadeia linear (Fig. 6). Enquanto a amilopectina é 

formada por D-glicopiranose unidas em α-(1,4) e α-(1,6), formando uma estrutura 

ramificada (DENARDIN; SILVA, 2009). As proporções em que estas estruturas 

aparecem podem variar dependendo da fonte de amido, da variedade de uma espécie 

e na mesma variedade, de acordo com o estágio de desenvolvimento da planta 

(DENARDIN; SILVA, 2009).  
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Figura 6. Estrutura da amilose (a) e da amilopectina (b). 

Fonte: Adaptado de Corradini et al. (2005). 

É possível modificar enzimaticamente o amido em ciclodextrina (CD) através 

da enzima ciclodextrina glicosiltransferase (CGTase), que permite a formação de 

cavidades hidrofóbicas e superfície hidrofílica (CHAROENLAP et al., 2004). Para isso, 

ocorre uma reação de ciclização, com ataque às cadeias de glicose com extremidades 

não redutoras (Fig. 7) (SCHMID, 1989). De acordo com a clivagem, ciclos maiores 

podem ser formados a partir de quantidades superiores de unidades de glicose, 

formando oligossacarídeos. Assim, as CDs podem formar complexos de inclusão com 

os OEs e fazem parte das aplicações da química supramolecular, que possibilita a 

formação de nano ou microestruturas (OGOSHI; HARADA, 2008).  

 

Figura 7. Representação esquemática da reação de ciclização do amido catalisada 

pela CGTase. A esfera cinza representa a molécula de glicose sem extremidade 

redutora; a esfera branca representa a molécula de glicose com extremidade redutora. 

Fonte: Adaptado de Van der Veen et al. (2000). 
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1.5. Química supramolecular 

 A química supramolecular é definida como a "química além da molécula" e se 

baseia na associação de moléculas, visando a obtenção de uma determinada 

propriedade ou funcionalidade (ARAKI; TOMA, 2002; GODOY NETTO; FREM; 

MAURO, 2008). Trata-se da formação de estruturas organizadas de alta 

complexidade, resultantes da associação de duas ou mais espécies químicas, que 

podem estar unidas por interações intermoleculares como: ligações de hidrogênio e 

forças de Van der Waals (GODOY NETTO; FREM; MAURO, 2008). As CDs estão 

entre as moléculas mais importantes estudadas pela química supramolecular, pois 

são capazes de formar complexos de inclusão com muitas substâncias, que passam 

a ter suas propriedades alteradas pela complexação (VENTURINI et al., 2008; 

VILLALONGA; CAO; FRAGOSO, 2007). Assim, a capacidade que as CDs tem em 

interagir com os compostos presentes nos OEs, que se hospedam em suas 

cavidades, permite transformá-los para trazer benefícios e ampliar suas aplicações 

(VENTURINI et al., 2008). 

1.6. Ciclodextrina 

 As CDs foram isoladas pela primeira vez em 1891 como produtos de 

degradação do amido (VENTURINI et al., 2008). A CD é um oligossacarídeo e um 

agente complexante formado, geralmente, por 6, 7 ou 8 unidades (α, β ou γ-CD, 

respectivamente) de D-glicopiranose ligadas por ligações α-(1,4) glicosídicas (Fig. 8) 

(VAN DER VEEN et al., 2000). 

 

Figura 8. Estrutura da α (a), β (b) ou γ (c) ciclodextrina. 

Fonte: Adaptado de Varan et al. (2017). 
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 As CDs têm uma estrutura de um cone truncado e oco (Fig. 9) (VARAN et al., 

2017). Nele, as hidroxilas primárias e secundárias estão orientadas preferencialmente 

para a parte externa, sendo capazes de formar ligações de hidrogênio em água 

(MARQUES, 2010). As hidroxilas primárias ficam na parte mais estreita do cone e as 

secundárias na borda mais larga (BREWSTER; LOFTSSON, 2007; HARADA; 

TAKASHIMA; YAMAGUCHI, 2009). Sendo assim, a superfície da CD é hidrofílica 

enquanto o interior do cone, com polaridade mais baixa, pode ser considerado uma 

cavidade hidrofóbica (VARAN et al., 2017). A parte interna é revestida por anéis 

contendo hidrocarbonetos e éter, que estão interligados por ligações glicosídicas com 

o oxigênio. Quando o interior da cavidade da CD é preenchido por uma molécula de 

um composto hidrofóbico, forma-se o complexo de inclusão (CI) (SUGANYA; 

ANURADHA, 2017).  

 

Figura 9. Forma geométrica da ciclodextrina. 

Fonte: Adaptado de Varan et al. (2017). 

 Sendo assim, os CIs podem ser solúveis em água e conter compostos mais 

apolares em seu interior. Os compostos aprisionados ou compostos ativos são 

chamados de hóspedes e os que aprisionam são chamados de hospedeiros. 

Geralmente, utilizando a CD, a estequiometria molar entre hospedeiro e hóspede é de 

1:1 (CIOBANU; LANDY; FOURMENTIN, 2013; FLORENCE; ATTWOOD, 2003; 

GALVÃO et al., 2019; HERRERA et al., 2019; KFOURY et al., 2019; MAGALHÃES et 

al., 2020; MARRETO et al., 2008; PANDIYAN; MATHEW; MUNUSAMY, 2019). 

 Para produzir a CD, os amidos de milho e batata são as fontes mais utilizadas 

(MARQUES, 2010). Como a maioria das CDs possuem baixa toxicidade ao meio 

ambiente e aos seres humanos, além de serem biodegradáveis, são muito utilizadas 

pelas indústrias farmacêutica e alimentícia (SU et al., 2019; VAHEDIKIA et al., 2019). 

As CDs são capazes de solubilizar fármacos pouco solúveis em meio aquoso e 

entregá-los à membrana lipofílica, através da difusão passiva, em que os fármacos se 

difundem através da membrana celular de uma região de alta concentração, 
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complexado na CD, para outra de baixa concentração (JANSOOK; OGAWA; 

LOFTSSON, 2018). Assim, é possível desenvolver uma formulação tópica que atue 

na liberação do composto ativo. 

 As diferenças físico-químicas entre as CDs estão apresentadas na Tabela 1 e 

demonstram que o aumento da quantidade de anéis é diretamente proporcional aos 

diâmetros interno e externo e a massa molar. As alturas do cone são as mesmas para 

as CDs. Em relação a solubilidade em água, a β-CD tem menor valor e a γ-CD é a 

mais solúvel. As constantes de estabilidade (K) dos CIs foram obtidas através da 

literatura publicada utilizando as 3 CDs com diferentes hóspedes na razão molar 1:1 

(CONNORS, 1995). Os dados obtidos demonstraram que os CIs com a β-CD são mais 

estáveis do que a α e γ-CD. Esses parâmetros auxiliam na escolha da CD a ser 

utilizada de acordo com a finalidade desejada.  

Tabela 1. Propriedades físico-químicas da α, β e γ-ciclodextrina. 

 
Tipo de ciclodextrina 

α-CD β-CD γ-CD 

Diâmetro da cavidade / Å 4,7-5,3 6,0-6,5 7,5-8,3 

Diâmetro externo / Å 14,6 15,4 17,5 

Altura do cone truncado / Å 7,9 7,9 7,9 

Massa molar / g mol-1 972 1134 1296 

Solubilidade em água / mg mL-1; 25 °C 145 18,5 232 

K1:1 / L mol-1a 130 490 350 
aValor médio da constante de estabilidade de complexos de inclusão na razão molar 1:1 (hóspede:CD) 
em soluções aquosas a 25 °C. 
Fonte: Adaptado de Varan et al. (2017), Brewster; Loftsson (2007) e Connors (1995). 

Em solução aquosa, a cavidade da CD, que é mais apolar em relação a 

superfície, é ocupada por moléculas de água, estas podem ser facilmente substituídas 

por um hóspede que seja menos polar, considerando que a interação apolar-apolar é 

mais favorável (VENTURINI et al., 2008). Além disso, as moléculas de água possuem 

elevada entalpia, e quando substituídas por moléculas hóspedes de menor entalpia, 

contribuem para a estabilização do complexo de inclusão, pois promovem alívio da 

tensão de conformação da CD (BREWSTER; LOFTSSON, 2007; VENTURINI et al., 

2008). Sendo assim, a complexação de compostos apolares se trata de um processo 

energeticamente viável por promover uma alteração favorável de entalpia, aumento 

da entropia e redução da energia total do sistema (BREWSTER; LOFTSSON, 2007; 
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DE LIMA; ALVES; DE SANTANA, 2012). Devido a essas vantagens e a simplicidade 

para formar os CIs, as CDs vem sendo cada vez mais utilizadas. As forças de Van der 

Waals, envolvendo interações dipolo-induzido e dipolo-dipolo, e ligações de 

hidrogênio entre hóspede e hospedeiro, também contribuem para formação e 

estabilização dos CIs (DE LIMA; ALVES; DE SANTANA, 2012). 

1.6.1. 2-Hidroxipropil-β-ciclodextrina 

 As CDs naturais (α, β e γ-CD) possuem solubilidade aquosa variável, o que 

significa que alguns CIs formados poderão precipitar em água ao invés de serem 

solubilizados (BREWSTER; LOFTSSON, 2007). Assim, ao longo dos anos, o uso das 

CD naturais vem dando espaço aos seus derivados semissintéticos. O tamanho da 

cavidade da α-CD é insuficiente para complexar muitos medicamentos e a γ-CD é de 

alto custo (VARAN et al., 2017). A β-CD possui solubilidade relativamente baixa, 

porém forma CIs de alta estabilidade com tamanho da cavidade adequada para 

complexar compostos com massa molar entre 200 e 800 g mol-1 (TAO et al., 2014; 

TEIXEIRA et al., 2013). Sendo assim, ela é muito utilizada e pode ter a sua estrutura 

modificada para aumentar a solubilidade. As CDs modificadas mais utilizadas são: 2-

hidroxipropil-β-ciclodextrina (HPβCD), sulfo-butil-éter-β-CD (SBβCD) e metil-β-CD 

randomizada (RMβCD), que apresentam solubilidade em água de aproximadamente 

600, 500 e 500 mg mL-1, respectivamente (BREWSTER; LOFTSSON, 2007). Estes 

valores são maiores do que as solubilidades das CDs naturais que foram 

apresentados na Tabela 1. Além disso, apresentam maior capacidade de inclusão e 

maior estabilidade, devido às alterações das suas propriedades físico-químicas 

originais (DE LIMA; ALVES; DE SANTANA, 2012).  

 Ciobanu, Landy e Fourmentin (2013) formaram CIs com 13 compostos voláteis 

utilizando α, β e γ-CD e HPβCD. A capacidade de complexação utilizando esses 

hospedeiros foi comparada e a HPβCD teve maior eficiência de complexar, além de 

possuir maior solubilidade em água quando comparada com as demais. Isso ocorre 

porque a presença de grupos hidroxipropil estende a região hidrofóbica da cavidade 

da β-CD, podendo aumentar a estabilidade do complexo (JANSOOK; OGAWA; 

LOFTSSON, 2018). Além disso, é importante ressaltar que na formação do CI apenas 

a parte lipofílica da molécula pode se encaixar na cavidade da HPβCD (Fig. 10) 

(JANSOOK; OGAWA; LOFTSSON, 2018; MARQUES, 2010). 
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Figura 10. Complexação da HPβCD com o óxido de cariofileno, um composto 

comumente encontrado em óleos essenciais. 

Fonte: O autor. 

 Considerando a alta eficiência para complexar e a estabilidade do complexo 

formado, a HPβCD vem sendo muito utilizada (Fig. 11). Os grupos OH dos carbonos 

2, 3 e 6 da CD podem sofrer modificação estrutural sem o risco de eliminar a cavidade 

central (MARQUES, 2010). No entanto, os grupos OH no carbono 6 da CD são os 

mais reativos, interagindo mais com o hóspede (BREWSTER; LOFTSSON, 2007). Por 

esse motivo, para obter melhor complexação da HPβCD com os compostos que serão 

incluídos, as modificações nas CDs geralmente ocorrem no carbono ligado as 

hidroxilas primárias. O número de radicais 2-hidroxipropil nos anéis da β-CD pode ser 

variável dependendo do fabricante do reagente, podendo ser uma ou mais 

substituições.  

 

Figura 11. Estrutura da 2-hidroxipropil-β-ciclodextrina. 

Fonte: O autor. 
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1.7. Técnicas de preparação dos complexos de inclusão 

 A formação dos CIs pode ser considerada uma técnica simples. Quando ocorre 

a mistura de OE e HPβCD, ao realizar algum método físico como macerar ou agitar, 

pode favorecer a complexação. Para produzir complexos de inclusão com óleos 

essenciais permitindo sua aplicação, diversos métodos são utilizados. Estes podem 

ser divididos em métodos químicos: polimerização em emulsão; métodos físico-

químicos: coacervação, encapsulação lipossômica; métodos físicos: gelificação 

iônica, liofilização (freeze-drying), secagem por pulverização (spray-drying), 

maceração (kneading) (BRASILEIRO, 2011; FAVARO-TRINDADE; DE PINHO; 

ROCHA, 2008; SHAH et al., 2016).  

 Dessa forma, quando as moléculas de OE são incorporadas as cavidades das 

CDs podem sofrer alterações nas propriedades físico-químicas (SINGH et al., 2010). 

Os métodos mais utilizados para preparar CIs são: maceração, co-precipitação, 

liofilização e secagem por pulverização (MARQUES, 2010). Dentre estes, a liofilização 

e a maceração foram utilizadas para a realização destes experimentos, conservando 

o OE aprisionado e produzindo um material sólido.  

 Em relação ao tamanho da escala micro ou nano para os CIs não há um 

consenso entre os autores. Alguns pesquisadores consideram que o tamanho nano 

varia entre 1 e 1000 nm e a escala micro começaria a partir de 1 até 1000 μm de 

diâmetro (SUGANYA; ANURADHA, 2017; WHELEHAN; MARISON, 2011). No 

entanto, outros autores consideram que apenas os CIs com diâmetro entre 1 e 100 

nm podem ser considerados nano (JOYE; MCCLEMENTS, 2014). Para a realização 

deste trabalho, como critério de classificação dos CIs obtidos, em relação ao tamanho, 

será adotada a escala nanométrica considerando de 1 a 100 nm. É importante 

ressaltar que para ser considerado nano ou micro material, não basta a amostra ter 

apenas um tamanho reduzido, é necessário que esta apresente modificação em suas 

propriedades originais, gerando outras funcionalidades (ZARBIN, 2007). 

 As principais vantagens de utilizar materiais com tamanho relativamente 

pequeno está relacionada à elevada área superficial, resultando em maior interação 

dos compostos com o organismo alvo em que será aplicado. A literatura relata que 

nanomateriais, como nanocápsulas contendo OE, apresentam melhor atividade 

antibacteriana e antimicrobiana (ASSIS et al., 2012; SHETTA; KEGERE; MAMDOUH, 

2019). 
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1.7.1. Complexo de inclusão com secagem por liofilização (freeze-drying) 

 O CI pode ser preparado misturando o OE com a HPβCD em água numa 

proporção definida previamente, e o sistema é deixado sob agitação por certo tempo 

(RAKMAI et al., 2016). A dispersão formada é levada ao ultra freezer e posteriormente 

ao liofilizador (Fig. 12). A liofilização é reconhecida como um dos melhores métodos 

para produzir produtos secos de alta qualidade (CALVO et al., 2011). Essa técnica 

tem sido aplicada principalmente para a formação de CIs com CD, especialmente a 

HPβCD (RAKMAI et al., 2016). Ao comparar metodologias de secagem de materiais 

encapsulados por liofilização e pulverização, concluiu-se que a liofilização é uma 

técnica mais eficiente, pois conserva melhor o material (ŠEREGELJ et al., 2019). Isso 

ocorre porque essa técnica possibilita a passagem da água contida nos CIs do estado 

sólido (congelado) para o gasoso sem passar pelo estado líquido (sublimação). O 

processo de liofilização consiste na sublimação em três etapas: congelamento e 

secagem primária e secundária sob alto vácuo. Assim, essa técnica possibilita 

condições de secagem mais suaves do que a secagem por pulverização, uma vez que 

utilizam menores temperaturas e vácuo, evitando a oxidação e a modificação da 

composição química do OE (RODRÍGUEZ et al., 2016). Portanto, a liofilização é uma 

técnica adequada para ser utilizada em produtos sensíveis ao calor como os OEs 

(JOYE; MCCLEMENTS, 2014).  

 

Figura 12. Liofilizador.  

Fonte: O autor. 
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1.7.2. Complexo de inclusão com maceração (kneading) 

 Este método pode ser considerado o mais comum, pois fornece um bom 

rendimento e possui baixo custo para preparar os CIs (PATIL et al., 2010). Para a 

realização dessa técnica, inicialmente, o OE é adicionado à CD (Fig. 13A) e misturado 

sob pressão por um tempo determinado (Fig. 13B). Em seguida, é acrescentada uma 

pequena quantidade de um solvente, como etanol ou água, formando-se uma pasta 

do OE com a CD (Fig. 13C) e ao continuar a maceração esta é então seca (Fig. 13D) 

(MARQUES, 2010). O sólido obtido é levado ao dessecador sob vácuo (Fig. 13E). Ao 

realizar essa técnica manualmente, a reprodutibilidade pode ser baixa (MARQUES, 

2010). Logo, para uma preparação em larga escala seria adequado usar um 

equipamento automático para padronizar a força e velocidade empregados.  

 

 

Figura 13. Obtenção do complexo de inclusão utilizando a maceração. 

Fonte: O autor.  

A B 
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1.8. Técnicas analíticas de caracterização dos complexos de inclusão 

 A comprovação da formação dos CIs entre o OE e a HPβCD, bem como sua 

caracterização, requer o uso de várias técnicas analíticas. As alterações físico-

químicas das propriedades dos materiais podem ser observadas quando os 

compostos presentes no OE são incorporados na cavidade da HPβCD (GOMES et 

al., 2014). Os resultados obtidos devem ser avaliados em conjunto e, a partir das 

informações adquiridas, pode-se verificar, por exemplo, a eficiência de complexação, 

o melhor método físico para formar os CIs, a sua estabilidade térmica, tamanho, entre 

outros parâmetros.  

 As principais técnicas analíticas usadas para a caracterização de CIs de OEs 

em CDs são: espectroscopia na região do ultravioleta e visível (UV-Vis), 

espectroscopia na região do infravermelho com transformada de Fourier (FTIR), 

análise termogravimétrica (TGA), espalhamento dinâmico de luz com potencial Zeta 

(DLS), difratometria de raios-X (XRD) e microscopia eletrônica de transmissão (TEM). 

Todas essas análises não são destrutivas, com exceção da TGA.  

 A quantificação dos compostos presentes no OE, que foram aprisionados na 

HPβCD após o processo de complexação, pode ser determinada através da 

espectroscopia na região do UV-Vis (WANG; JIANG; LI, 2009). Essa técnica tem sido 

amplamente utilizada para caracterizar e quantificar analitos em diversas áreas, como: 

agrícola, farmacêutica e biomédica (SÁNCHEZ ROJAS; BOSCH OJEDA, 2009). Para 

uso dessa técnica, são preparadas soluções de concentrações crescentes do OE em 

um solvente adequado, posteriormente, é realizada a leitura da absorbância nos 

comprimentos de onda (λ) desejados, normalmente de 190 à 800 nm. A partir da 

absorbância obtida no λ de máxima absorção (λmáx), a curva analítica pode ser 

construída, cujos pontos são submetidos a regressão linear pelo Método dos Mínimos 

Quadrados. Com o OE removido do CI, pode ser realizada a leitura utilizando o 

espectrofotômetro no λmáx e, finalmente, o valor de absorbância obtido é utilizado na 

equação da regressão linear obtida para encontrar a concentração do OE. Desse 

modo, é possível quantificar os compostos ativos complexados.  

 A FTIR utilizando a região do infravermelho médio pode ser empregada para 

detectar as vibrações das ligações químicas presentes nas moléculas e, portanto, 

fornece informações sobre grupos funcionais dos compostos presentes na amostra. 

Essa técnica permite a análise quali e quantitativa dos compostos orgânicos, pois 
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cada ligação, com o momento dipolar diferente de zero, possui modos de vibração 

característicos e dão origem a bandas no espectro na região do infravermelho em 

números de onda específicos e com intensidade proporcional à concentração 

(BARBOSA, 2007). Alterações na forma, posição e intensidade das bandas de 

absorção ou ainda a observação de novas bandas no espectro podem indicar a 

formação dos CIs (WADHWA et al., 2017).  

 Para verificar a estabilidade térmica das amostras de OE, da HPβCD e dos CIs 

a TGA pode ser realizada. A complexação do OE na HPβCD pode ser confirmada com 

a maior temperatura de degradação dos CIs em relação ao OE. Assim, a proteção 

térmica é verificada com o retardo da perda de massa dos CIs.  

 As medidas realizadas pela técnica DLS são realizadas para determinar o 

diâmetro hidrodinâmico das partículas e a distribuição de tamanhos ou índice de 

polidispersão (PDI) utilizando as amostras de HPβCD e dos CIs. Além disso, outra 

caracterização que pode ser realizada é a medida do potencial Zeta (ζ) (PZ). O PZ 

mede o potencial elétrico no plano de cisalhamento, que fica entre a camada Stern ou 

plano interno de Helmholtz e a camada difusa das partículas (Fig. 14) (ATTARD; 

ANTELMI; LARSON, 2000; GUTERRES; ALVES; POHLMANN, 2007).  

 

Figura 14. Esquema da distribuição de cargas na vizinhança de uma partícula 

carregada na interface sólido-líquido. 

Fonte: Adaptado de Jafelicci Junior; Varanda (1999). 

 A análise de PZ é realizada quando as partículas (HPβCD ou CIs) estão sob 

ação de um campo elétrico e alguns contra-íons são atraídos para a superfície da 



41 

 

 

partícula, estes formam uma camada chamada de Stern (CODAY et al., 2015). Os 

contra-íons têm uma alta concentração próxima à superfície da partícula, que 

gradualmente diminui com o distanciamento. O equilíbrio dinâmico desses contra-íons 

forma a camada difusa ou dupla camada, em que são repelidos pela camada Stern 

(GUTERRES; ALVES; POHLMANN, 2007). O PZ é medido na dupla camada ou plano 

de cisalhamento, sendo uma medida indireta do potencial elétrico da superfície da 

partícula (CODAY et al., 2015). 

 O valor do PZ, em módulo, é uma grandeza diretamente proporcional a 

estabilidade física da suspensão contendo a amostra, pois altos valores indicam maior 

intensidade de forças repulsivas, proporcionando a diminuição de agregação do 

material em função das colisões que podem ocorrer com as partículas adjacentes 

(SCHAFFAZICK et al., 2003). Logo, ao comparar o valor do PZ, em módulo, de duas 

partículas diferentes, geralmente, a que apresentar o maior valor terá menor tamanho 

das partículas devido à menor formação de aglomerados. 

 A medida do PDI indica se a distribuição dos diâmetros das partículas em 

solução é muito variável ou não. Esse parâmetro vai de 0 a 1; um sistema com PDI ≤ 

0,1 é considerado altamente monodisperso, valores entre 0,1 e 0,4 são 

moderadamente polidispersos e > 0,4 são altamente polidispersos 

(BHATTACHARJEE, 2016). 

 Com o objetivo de caracterizar o perfil cristalográfico de amostras e comprovar 

a ocorrência de eventos associados a alguma reação ou interação química pode ser 

realizada a XRD (GAO et al., 2019b). Essa técnica permite avaliar possíveis alterações 

do difratograma da HPβCD em relação ao perfil cristalino apresentado pelo CI formado 

pela HPβCD com o OE. Considerando que o OE, que se apresenta no estado líquido, 

não possui padrão de difração, qualquer variação do difratograma pode indicar a 

complexação. Isso porque a introdução de moléculas mais volumosas poderá 

organizar melhor a HPβCD para complexar o OE (MAGALHÃES et al., 2020). Dessa 

forma, a formação de complexos de inclusão pode ser comprovada pela alteração de 

certos picos, como: deslocamento, mudança na forma, desaparecimento ou 

aparecimento de alguns novos picos (CHAUDHARY; PATEL, 2013; WADHWA et al., 

2017).  

 A TEM é uma outra técnica que permite auxiliar na confirmação da formação 

de CIs de OE em CD. As imagens obtidas podem exibir o tamanho das partículas de 

uma amostra, seu formato, se há a tendência de formar aglomerados, e até permitir a 
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identificação do OE dentro da HPβCD, de acordo com as variações das  tonalidades 

de cinza (OZDEMIR et al., 2018). As regiões mais escuras podem representar o feixe 

de elétrons sendo barrado e regiões mais claras podem exibir onde há maior 

quantidade de elétrons transmitidos, assim, pode-se inferir que existem diferentes 

materiais nos CIs (PIRES et al., 2019b). Tons mais claros podem estar relacionados 

ao OE e cores mais escuras a HPβCD, sendo um indicativo de que a complexação 

ocorreu. 

1.9. Atividade larvicida em Aedes aegypti 

1.9.1. Aedes aegypti 

 O arbovírus é um vírus que usa artrópodes, a exemplo dos mosquitos, como 

seu principal vetor de transmissão (CLETON et al., 2012). Dessa forma, o vírus é 

transmitido principalmente aos seres humanos através da picada de mosquitos 

fêmeas do gênero Aedes que estão infectados (Fig. 15). Quando um mosquito não 

infectado pica uma pessoa com a doença, após o período de incubação do vírus, 

passa a ser um vetor por toda a sua vida e essa transmissão é chamada de horizontal 

(FERREIRA-DE-LIMA; LIMA-CAMARA, 2018). Outra forma de transmissão do vírus é 

a vertical que se refere à transferência de alguns arbovírus do progenitor feminino 

infectado para alguma parte de sua prole no ovário ou durante a oviposição 

(FERREIRA-DE-LIMA; LIMA-CAMARA, 2018). 

 

Figura 15. Ciclo de transmissão de doenças transmitidas pelo arbovírus.  

Fonte: O autor. 
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 Os mosquitos do gênero Aedes pertencem à classe Insecta, ordem Diptera e a 

família Culicidae. O Aedes aegypti L. é nativo do continente africano, porém, 

atualmente, encontra-se disseminado predominantemente nas regiões tropicais e 

subtropicais do mundo, com destaque para: Américas, África, Ásia e Oceania 

(BARROS; FEITOSA, 2019; COSME et al., 2020). O aumento de sua proliferação e, 

consequentemente, das doenças virais transmitidas pelo mosquito Aedes estão 

intimamente associadas à crescente urbanização e às mudanças climáticas (WHO, 

2017). 

 A dengue, uma das doenças transmitidas pelo mosquito do gênero Aedes, 

causa cerca de 22.000 mortes por ano no mundo e já alcançou mais de 100 países 

(KABIR et al., 2021). Aproximadamente metade da população mundial vive 

atualmente em áreas ambientalmente adequadas para a transmissão da dengue 

(MESSINA et al., 2019). Foram feitas projeções da distribuição global da dengue em 

2050 e 2080 (Fig. 16). As previsões realizadas se basearam na análise de um conjunto 

de variáveis para caracterizar com precisão a distribuição da dengue. Estas foram: (1) 

adequação da temperatura para a transmissão da dengue; (2) precipitação anual 

cumulativa; (3) umidade relativa mínima; (4) produto interno bruto (PIB) per capita; (5) 

densidade da população humana; (6) adequação ambiental para o Aedes aegypti 

(MESSINA et al., 2019). 

 

Figura 16. Dados de adequação do ambiente para a dengue projetados para 2050 (a) 

e 2080 (b). Áreas classificadas como possível contração, estabilidade e expansão da 

dengue de 2020 a 2050 (c) e de 2050 a 2080 (d). 

Fonte: Adaptado de MESSINA et al. (2019). 
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 A adequação ambiental é definida como a probabilidade condicional de 

observar dengue em uma média de longo prazo, dado o estado do meio ambiente no 

local (MESSINA et al., 2019). Este parâmetro varia de 0 a 1, sendo 0 um ambiente 

totalmente desfavorável para o mosquito Aedes e 1 totalmente favorável à sua 

sobrevivência e proliferação. 

 Pode-se ver na Figura 16 o resultado que prevê altos níveis de adequação 

ambiental para a dengue em muitas áreas dentro das zonas tropicais e subtropicais 

em 2050 e 2080, que já são regiões endêmicas, com destaque para América do Sul, 

Sudeste Asiático e África Central. Esse crescimento será em grande parte 

impulsionado pelo aumento populacional e fatores climáticas favoráveis, como 

aquecimento global e aumento das chuvas (MESSINA et al., 2019). A dengue é 

causada por cinco sorotipos diferentes (NDII et al., 2021). As pessoas que foram 

infectadas por um sorotipo ganham imunidade vitalícia àquele sorotipo, contudo, têm 

maior chance de contrair as formas mais perigosas da dengue na infecção secundária 

(NDII et al., 2021). 

 As formas evolutivas do A. aegypti passam por quatro fases: ovo, quatro 

estágios larvais (L1, L2, L3 e L4), pupa e mosquito. O período de cada fase de 

desenvolvimento depende de características intrínsecas de cada espécie (fatores 

endógenos) e das condições ambientais (fatores exógenos, como temperatura e 

sombreamento adequados, chuva, predadores, entre outros) (BARROS; FEITOSA, 

2019). Em condições favoráveis o ovo pode eclodir em até 48 h, porém, em condições 

desfavoráveis, como a falta de água, pode demorar até cerca de 450 dias (BARROS; 

FEITOSA, 2019; BRASIL, 2001).  

 Após a eclosão dos ovos, originam-se as larvas e depois as pupas, que não se 

alimentam e podem ser machos ou fêmeas (TIMERMAN; NUNES; LUZ, 2012). Para 

obter oxigênio atmosférico, as larvas posicionam-se na interface da água com o ar e 

adquirem posição corporal perpendicular em relação à superfície da água. A fase 

larvária é um período de alimentação e crescimento, em que a larva se alimenta 

principalmente de material orgânico acumulado nas paredes e fundo dos recipientes 

onde estiver (BRASIL, 2001). Em condições ótimas, o período entre a eclosão do ovo, 

passagem pelos quatro estágios de desenvolvimento da larva e transformação em 

pupa é de cerca de cinco dias (BRASIL, 2001). 

 O estado pupal dura, geralmente, de dois a três dias até evoluir para o mosquito 

(BRASIL, 2001). A principal fonte de alimentação dos mosquitos é da seiva de plantas, 
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no entanto, as fêmeas do A. aegypti são hematófagas, sendo uma ingestão de 

proteína necessária para a formação dos ovos (BRASIL, 2001). As fêmeas dos 

mosquitos alimentam-se do sangue de animais invertebrados, com maior predileção 

pelo homem, principalmente durante o dia. Os machos vivem poucos dias, mas as 

fêmeas podem chegar a 100 dias de vida e durante esse tempo, uma única fêmea 

pode colocar até 300 ovos (BARROS; FEITOSA, 2019). 

 1.9.2. Atividade larvicida  

 A busca por larvicidas naturais, aplicados em A. aegypti, como os OEs, vem 

crescendo pela elevada disponibilidade de muitas plantas, que são biodegradáveis, 

com baixo custo e baixa toxicidade em organismos não alvo. Atualmente são 

utilizados principalmente larvicidas sintéticos com grupos de compostos da classe dos 

piretroides e organofosforados, como o temefós, sendo o seu uso excessivo causador 

de resistência das larvas de mosquitos (LIMA et al., 2011; SIVABALAKRISHNAN et 

al., 2023). Por isso, métodos alternativos são necessários de serem estudados e 

utilizados para essa finalidade, como os OEs. 

 Quando as larvas entram em contato com o OE tóxico, os sintomas que a 

maioria delas apresentam são: excitação, convulsão e hiperatividade (DIAS; 

MORAES, 2014). Uma pesquisa utilizando o OE em atividade larvicida em A. aegypti 

constatou que a letalidade se deu por um modo de ação neurotóxico, com ataque ao 

sistema neuromuscular (AZEVEDO et al., 2018). Não se sabe ao certo se a toxicidade 

se deve ao contato ou a ingestão do produto ou aos dois. 

 Outro trabalho realizado utilizando o OE em larvas de A. aegypti em estágio L4 

constatou toxicidade neurocomportamental incluindo: coordenação prejudicada, 

movimentos alterados, mordida agressiva ao sifão, incapacidade de subir à superfície 

da água, tremores e paralisia (KABIR et al., 2013). Todos esses sintomas relatados 

foram observados nos experimentos realizados. 

 As larvas são usadas preferencialmente em relação aos adultos por diferentes 

razões. Em termos de controle populacional, as larvas são alvos fáceis para os 

inseticidas, pois não voam e vivem em grupos, podendo ser encontradas e 

exterminadas em grande número de uma só vez. As larvas de primeiro e segundo 

instar são muito pequenas em comparação com o terceiro e quarto instar. Logo, as 

larvas maiores são mais fáceis de manusear e de contar em ensaios toxicológicos. 

Além disso, L4 é o último estágio antes da pupação, que é um período de transição 
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para a idade adulta. Durante a transição, as larvas estão sob a ação de diferentes 

reguladores de crescimento que podem interferir na passagem para o adulto, e vários 

inseticidas atuam na transição do adulto em estágio L4. Por essas razões, larvas em 

estágio mais avançado de desenvolvimento são utilizadas em bioensaios (Fig. 17). 

 

Figura 17. Experimento larvicida com A. aegypti em estágio L4. 

Fonte: O autor. 

 Para comparar a atividade larvicida do OE em solvente e do OE complexado 

com HPβCD, alguns trabalhos foram selecionados. Em todos eles foram observados 

que o OE contido nos CIs apresentou valor de CL50 (concentração letal para matar 

50% da população) próximo ao OE não complexado nos experimentos larvicidas em 

A. aegypti (GALVÃO et al., 2015, 2019; PANDIYAN; MATHEW; MUNUSAMY, 2019). 

As avaliações de mortalidade ocorreram após 24 h de exposição do OE ou do CI às 

larvas. Além disso, os CIs são formados de um oligossacarídeo derivado do amido, 

que pode ser uma fonte de alimentação para as larvas, podendo favorecer a 

mortalidade das mesmas através de um mecanismo de “cavalo de Troia” (P. 

FERREIRA et al., 2019). 

1.10. Ciclo celular e alterações cromossômicas 

 A germinação de sementes e o crescimento das plantas ocorre através do 

desenvolvimento correto das células, a partir de sua reprodução e multiplicação. Os 

três processos fundamentais para o desenvolvimento do ciclo das células eucarióticas 

são: Mitose, citocinese e intérfase (Fig. 18). Cada um desempenha um papel 

importante na divisão e reprodução das células. O ciclo celular eucariótico ocorre com 

o crescimento das células e replicação cromossômica, através da segregação dos 

cromossomos e divisão celular (AMABIS; MARTHO, 2009).  
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Figura 18. Os eventos da divisão celular eucariótica vistos sob o microscópio. 

Fonte: ALBERTS (2017). 

 Os cromossomos das células eucarióticas são longos fios constituídos por uma 

molécula de DNA associada a diversas proteínas, em um arranjo altamente complexo 

(AMABIS; MARTHO, 2009). Os processos de divisão nuclear (mitose) e divisão celular 

(citocinese), coletivamente chamados de fase M, normalmente ocupam somente uma 

pequena fração do ciclo celular (Fig. 18) (ALBERTS, 2017). A fase M ocorre com a 

segregação dos cromossomos e divisão celular da cópia dos cromossomos em duas 

células-filhas geneticamente idênticas. A mitose contém cinco etapas: prófase, 

prometáfase, metáfase, anáfase e telófase (Fig. 18). Uma mudança brusca no estado 

bioquímico da célula ocorre na transição da metáfase à anáfase (ALBERTS, 2017). A 

célula pode fazer uma pausa antes desse ponto de transição, mas, uma vez 

ultrapassado esse ponto, a célula continua até o fim da mitose e atravessa a 

citocinese, chegando à interfase (ALBERTS, 2017). A anáfase é uma etapa muito 

importante, pois é onde ocorre a segregação das cromátides. A outra parte do ciclo, 

muito mais longa, é conhecida como interfase, que é a fase de crescimento e 

duplicação do DNA (ALBERTS, 2017). Esses processos trabalham em conjunto para 

garantir a reprodução e o crescimento adequados das células. 

 A citotoxicidade celular mede o efeito tóxico de uma substância, como o OE, 

sob as células. Para avaliar a citotoxicidade pode-se utilizar o índice mitótico. Esse 

parâmetro corresponde à razão entre o número de células em divisão e o número total 

de células observadas por lâmina, que são 1000 (ALBERTS, 2017). A redução do 

índice mitótico pode indicar alterações de ação química no crescimento, 

desenvolvimento e multiplicação celular, e como consequência, a germinação e o 

crescimento das plantas são afetados (ALBERTS, 2017). Assim, podem surgir 
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anormalidades cromossômicas, que são mudanças na estrutura e/ou número de 

cromossomos.  

 A presença de alterações cromossômicas demonstra o efeito genotóxico de 

substâncias. O mecanismo de ação dessas substâncias na célula pode ser 

aneugênico (interfere no fuso mitótico causando erros durante a segregação) ou 

clastogênico (induz a quebra no DNA). As cinco anormalidades cromossômicas mais 

comuns podem ser por ação aneugênica (c-metáfase, cromossomo aderente e 

cromossomo não orientado) ou clastogênica (ponte e quebra cromossômica) (Fig. 19) 

(PARVAN et al., 2020).  

 A presença de alterações nucleares demonstra o efeito mutagênico, sendo as 

principais: núcleo condensado ou micronúcleo, que ocorrem por efeito aneugênico. 

Essas alterações celulares são manifestadas na germinação, crescimento radicular e 

aéreo da planta, assim é avaliado a atividade herbicida ou fitotóxica. Normalmente 

utilizam-se células de plantas modelo como alface (Lactuca sativa L.), que possuem 

alta sensibilidade, um baixo número de cromossomos e estes são relativamente 

longos, o que facilita a visualização microscópica (SANTIAGO et al., 2017; SILVEIRA 

et al., 2017). 

 

Figura 19. Ciclo celular: prófase (A), metáfase (B), anáfase (C) e telófase (D). 

Anormalidades cromossômicas: prófase com micronúcleo (A1), metáfase com 

cromossomo aderente (B1), anáfase com ponte cromossômica (C1), telófase com 

quebra e ponte cromossômica (D1). 

Fonte: Adaptado de SANTOS; SOMMAGGIO; MARIN-MORALES (2022).  



49 

 

 

1.11. Plantas invasoras 

 As plantas invasoras ou ervas daninhas são plantas que crescem 

espontaneamente, como por exemplo Lolium multiflorum e Bidens pilosa L. Essas 

espécies crescem, florescem, invadem e dominam os ecossistemas naturais e 

plantações agrícolas, por isso geralmente são indesejáveis (DIAS; NOZARI; 

SANTARÉM, 2017). 

 Bidens pilosa pertence à família Asteraceae e é popularmente conhecida como 

picão preto (Fig. 20) (DIAS; NOZARI; SANTARÉM, 2017). Essa espécie é nativa da 

América do Sul e atualmente é encontrada em muitos países tropicais e subtropicais 

do mundo (BORGES et al., 2013). B. pilosa é conhecida como uma planta invasora 

que afeta o crescimento agrícola de culturas de feijão, milho e sorgo (SOUZA; VELINI; 

MAIOMONI-RODELLA, 2003).   

 Lolium multiflorum é conhecida como azevém e pertence à família Poaceae 

(Fig. 21). Essa espécie é uma gramínea anual comum no oeste dos Estados Unidos 

e em regiões mais frias, como o sul do Brasil (FIRESTONE; JASIENIUK, 2012). 

Embora o azevém seja utilizado como espécie forrageira durante o inverno, ele pode 

se constituir em planta invasora em culturas como trigo e milho (ROMAN et al., 2004). 

 

Figura 20. Bidens pilosa. 

Fonte: Flora de Santa Catarina (encurtador.com.br/aciCU). 
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Figura 21. Lolium multiflorum. 

Fonte: Flora campestre (encurtador.com.br/mpuJ0).  
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CAPÍTULO 2 

 

 

Preparação de complexos de inclusão do óleo essencial de 

Psidium guajava L. em 2-hidroxipropil-β-ciclodextrina pelos 

métodos de liofilização e maceração para aplicação como larvicida 

em Aedes aegypti L.  
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RESUMO 

 

Os produtos naturais, como os óleos essenciais (OEs), têm sido cada vez mais 

utilizados para controlar a proliferação de larvas de Aedes aegypti, sendo o OE da 

cultivar Século XXI (SEC) da espécie Psidium guajava promissora para essa 

finalidade. No entanto, a baixa solubilidade aquosa e instabilidade ao calor, luz e 

oxigênio do OE impedem a sua aplicação de forma mais ampla. Para superar essas 

limitações foram preparados complexos de inclusão (CIs) do OE da cultivar SEC com 

o oligossacarídeo 2-hidroxipropil-beta-ciclodextrina (HPβCD) pelos métodos físicos de 

maceração (KN) e liofilização (FD), e estes foram utilizados como larvicidas em A. 

aegypti. A complexação foi comprovada através das técnicas analíticas: UV-Vis, FTIR, 

TGA, DLS, XRD e TEM. Os CIs obtidos possuem tamanho nanométrico com diâmetro 

de aproximadamente 80 e 40 nm, para KN e FD, respectivamente, grande estabilidade 

térmica e tendência de aglomeração em solução aquosa. A eficiência de complexação 

foi de 78,6% e 50,8% para KN e FD, respectivamente. A atividade larvicida em A. 

aegypti do OE em DMSO foi de 51,49 e 64,51 µg mL-1 para CL50 e CL90, 

respectivamente. Para o CI obtido por KN, a toxicidade foi de 77,54 e 107,29 µg mL-1 

para CL50 e CL90, respectivamente. O CI pelo método de FD apresentou toxicidade 

com concentrações acima de 600 µg mL-1, sendo as larvas totalmente mortas com 

1000 µg mL-1. Dessa forma, FD não foi tão eficiente quanto o método KN para 

formação de CI e atividade larvicida. No entanto, os CIs, principalmente o obtido por 

KN, possibilitam o uso de OE em criadouros de larvas de A. aegypti, sendo, portanto, 

produtos potenciais a serem explorados comercialmente. 

 

Palavras-chave: Encapsulamento. Nanomateriais. Produtos naturais. Goiabeira. 

Dengue.  
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1. INTRODUÇÃO 

Os óleos essenciais (OEs) são misturas de compostos voláteis (principalmente 

mono e sesquiterpenoides, benzenoides e fenilpropanoides) que se originam do 

metabolismo secundário das plantas. Eles têm sido amplamente estudados e 

utilizados com êxito na indústria de cosméticos, farmacêutica e alimentícia 

(DAMASCENO et al., 2019). Como os OEs são produtos naturais facilmente obtidos 

e com múltiplas possibilidades de aplicação, conhecer a sua composição química e 

utilizá-lo de forma eficiente são relevantes do ponto de vista econômico e social. 

Uma das utilizações dos OEs é como larvicida no combate ao Aedes aegypti L. 

(Diptera: Culicidae) (SARMA et al., 2019). Os métodos de controle da propagação do 

A. aegypti são urgentes, uma vez que esta espécie é um vetor de patógenos, como 

dengue, chikungunya e Zika vírus. Nos últimos anos, o uso convencional de produtos 

químicos tem dado espaço a materiais de origem botânica. Muitos fitoquímicos de 

várias espécies de plantas são avaliados quanto à sua ação larvicida e repelente 

contra mosquitos, incluindo A. aegypti (GOVINDARAJAN et al., 2018). 

Os OEs das folhas da goiabeira (Psidium guajava L.) demonstraram atividade 

larvicida promissora contra o A. aegypti (MENDES et al., 2017). Os OEs das 

variedades de P. guajava apresentam variação significativa na composição química 

e, dentre cinco cultivares estudadas, o OE mais promissor no combate às larvas de 

A. aegypti foi oriundo de folhas da cultivar Século XXI (SEC) (MENDES et al., 2017). 

No entanto, apesar dos OEs serem potencialmente nocivos a estes 

organismos, algumas limitações inviabilizam seu uso direto em meio aquoso e 

exposição ao ar livre devido à baixa solubilidade aquosa, alta volatilidade e 

instabilidade na presença de calor, luz e oxigênio (MOSSA, 2016). Além disso, os 

componentes ativos são perdidos ou degradados durante seu armazenamento. Uma 

das alternativas para proteger o OE, aumentar a sua vida útil e estabilizar os 

compostos bioativos, é o encapsulamento (ASBAHANI et al., 2015).  

Dessa forma, a utilização dos OEs protegidos é uma alternativa viável e 

eficiente, pois esse processo favorece a solubilização dos OEs no ambiente, aumenta 

sua estabilidade física, preserva o material contra reações de oxidação e diminui a 

volatilidade dos constituintes (RODRÍGUEZ et al., 2016). Neste contexto, utilização 

das ciclodextrinas, que são oligossacarídeos cíclicos produzidos pela degradação 

enzimática do amido, têm sido amplamente utilizadas devido à sua fonte natural 
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renovável e capacidade de formar complexos de inclusão (CIs) (PARAMERA; 

KONTELES; KARATHANOS, 2011). Além disso, alguns CIs de ciclodextrinas são 

solúveis em água, facilitando a sua aplicação para a eliminação de larvas de A. aegypti 

(GALVÃO et al., 2015, 2019; HAMMOUD et al., 2020; MAGALHÃES et al., 2020). Um 

desses oligossacarídeos é a 2-hidroxipropil-beta-ciclodextrina (HPβCD), que é 

eficiente na proteção de OEs e na formação de CIs em nanoescala. 

Considerando as premissas mencionadas anteriormente, a presente 

investigação teve como objetivo produzir CIs do OE da cultivar SEC de P. guajava 

com HPβCD com utilizando duas técnicas, maceração (KN) e liofilização (FD). Além 

disso, os CIs obtidos foram caracterizados e a eficiência de complexação das duas 

técnicas foi comparada. Por fim, os materiais obtidos foram aplicados em ensaios 

larvicidas contra A. aegypti. 

2. MATERIAL E MÉTODOS 

2.1. Padrões e reagentes 

Os reagentes utilizados foram: 2-hidroxipropil-β-ciclodextrina (HPβCD, Acros 

Organics), hexano (C6H14, 95%, Didática SP), 2,4-dinitrofenilhidrazina (2,4-DNFH, 

99%, Ultrapure Chemicals do Brasil), ácido sulfúrico (H2SO4, 98,08%, Alphatec), álcool 

etílico (C2H5OH, 95%, Didática SP), álcool isopropílico (C3H7OH, 99,8%, Merck), 

acetonitrila (C2H3N, 99,9%, Sigma-Aldrich) e dimetilsulfóxido (DMSO, 99,9%, Neon).  

No preparo das soluções utilizou-se água tipo 1, obtida pelos sistemas Milli-Q 

(Millipore Corporation) e PURELAB (PURELAB Ultra MK2). 

2.2. Coleta e extração do óleo essencial das folhas de P. guajava  

As folhas da goiabeira SEC foram obtidas no município de Alegre, no estado 

do Espírito Santo, situado na latitude sul (20º 45’), longitude oeste (41º 31’) e altitude 

de 254 metros. O pomar experimental utilizado nesse estudo está localizado no 

município de Alegre desde julho de 2013, sendo mantido sob condições naturais, sem 

quaisquer tratos culturais, como: irrigação, sombreamento e podas. O experimento foi 

instalado com delineamento em blocos casualizados (DBC) no município de Alegre-

ES, sendo três blocos. As folhas foram coletadas em janeiro de 2020 às 9 h da manhã. 

Foram realizadas coletas em torno da copa utilizando folhas que estavam entre jovens 
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e velhas de todas as plantas e blocos, de forma a tornar aleatória qualquer diferença 

entre elas. O material foi armazenado em sacos de papel e as folhas foram secas à 

sombra e em temperatura ambiente (~25 °C) por cerca de uma semana. Na 

sequência, as folhas foram armazenadas em freezer a -9 ºC até a extração do OE. 

A cultivar Século XXI de Psidium guajava foi obtida de plantas adultas no 

Viveiro Frucafé, certificado pelo Ministério da Agricultura do Brasil 

(http://sistemas.agricultura.gov.br/). Uma amostra de SEC foi coletada, seca e 

depositada no herbário RB do Jardim Botânico do Rio de Janeiro (RB00887286, 

encurtador.com.br/auwAO). 

O OE foi obtido através de hidrodestilação em aparelho Clevenger, durante 

quatro horas de extração, de acordo com a metodologia recomendada pela 

Farmacopeia Brasileira para óleos voláteis (SOUSA, 2019). Nas extrações, realizadas 

várias vezes, foram utilizadas cerca de 100 g de folhas secas em aproximadamente 

1500 mL de água tipo 1 (PURELAB Ultra MK2) em balão de fundo redondo de 2000 

mL. Os vapores de água e OE se misturaram e, após o resfriamento, ocorreu a 

condensação das moléculas, que foram separadas por diferença de solubilidade e 

densidade. A mistura de OE e água foi colocada em eppendorf, centrifugada à 10000 

rpm por 10 min e o OE foi removido com micropipeta e armazenado em freezer a -20 

ºC, protegido de luminosidade. 

2.3. Determinação da densidade absoluta e rendimento da extração do óleo 

essencial 

A densidade absoluta do OE da cultivar SEC da espécie P. guajava foi obtida 

através da pesagem, em triplicata, de 100 μL do óleo em micropipeta. Foi utilizada 

balança analítica (ATX224, Shimadzu, São Paulo) com quatro casas decimais. 

O rendimento das extrações do OE foi determinado, em triplicata, pela razão 

entre a massa do OE extraído e a massa da planta seca, de acordo com a Equação 

1. 

Rendimento (%) = massa do óleo essencial (g)
massa da planta seca (g)

 x 100%                  (Eq. 1)
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2.4. Perfil cromatográfico do óleo essencial 

 A identificação e a semiquantificação dos constituintes do OE das folhas foram 

realizadas utilizando a cromatografia a gás com detector de ionização de chama (GC-

FID QP2010SE, Shimadzu, Japão) e cromatografia a gás acoplada à espectrometria 

de massas (GC-MS QP2010SE, Shimadzu, Japão) de acordo com a metodologia de 

Mendes et al. (2017). Essas análises foram realizadas na Central Analítica do 

Departamento de Agronomia da Universidade Federal do Espírito Santo (UFES). Para 

essas caracterizações, as seguintes condições foram adotadas: o gás arraste utilizado 

foi o He para os dois detectores com fluxo e velocidade linear de 2,80 mL min-1 e 50,80 

cm seg-1 (GC-FID) e 1,98 mL min-1 e 50,90 cm seg-1 (GC-MS), respectivamente; a 

temperatura do injetor foi de 220 °C na razão split de 1:30; coluna capilar de sílica 

fundida (30 m x 0,25 mm); fase estacionária Rtx®-5MS (0,25 μm de espessura do 

filme); a temperatura do forno teve a seguinte programação: temperatura inicial de 40 

°C, a qual permaneceu por 3 min e em seguida a temperatura foi aumentada 

gradativamente a 3 °C min-1 até atingir 180 ºC, em que permaneceu por 10 min, tendo 

um tempo total de análise de 59,67 min; as temperaturas que foram utilizadas nos 

detectores FID e MS são de 240 e 200 °C, respectivamente (SOUZA et al., 2017). A 

amostra utilizada foi retirada do vial em um volume de 1 μL de uma solução de 3% de 

OE em hexano 95%. 

As análises por GC-MS foram realizadas em um equipamento por impacto 

eletrônico com energia de 70 eV; velocidade de varredura de 1000; intervalo de 

varredura de 0,50 fragmentos seg-1 e fragmentos detectados de 29 a 400 (m/z). As 

análises por GC-FID foram realizadas por uma chama formada por H2 e ar atmosférico 

com temperatura de 300 °C. Foram utilizados fluxos de 40 mL min-1 e 400 mL min-1 

para H2 e ar, respectivamente.  

A identificação dos componentes dos OEs foi realizada pela comparação dos 

espectros de massas obtidos com os disponíveis no banco de dados da espectroteca 

(Wiley 7, NIST 05 e NIST 05s) e pelo índice de retenção (IR). Para o cálculo do IR, foi 

utilizada uma mistura de alcanos saturados C7-C40 (Supelco, Estados Unidos) 

submetida sob as mesmas condições cromatográficas do OE e foi obtido o tempo de 

retenção ajustado de cada composto através do GC-FID. Em seguida, os IR 

calculados para cada composto foram comparados com os da literatura (ADAMS, 

2007; EL-SAYED, 2019; LINSTROM; MALLARD, 2018). 
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O percentual relativo de cada composto do OE foi calculado através da razão 

entre a área integral dos picos e a área total de todos os constituintes da amostra com 

área relativa acima de 5%. Esses dados foram obtidos pelas análises realizadas em 

GC-FID. 

2.5. Teste de classificação de aldeídos e/ou cetonas no óleo essencial 

A maioria dos compostos carbonílicos (aldeídos-cetonas) podem ter a carbonila 

identificada pela reação com 2,4-DNFH (ENGEL et al., 2012). O preparo da solução 

de 2,4-DNFH foi realizado de acordo com Engel et al. (2012). Assim, 2,4-DNFH (3,0 

g) foi dissolvido em H2SO4 concentrado (15 mL). Em seguida, água tipo 1 (Millipore 

Corporation) (23 mL) foi adicionada lentamente. Com a mistura sob agitação, foi 

adicionado álcool etílico 95% (75 mL) e após o resfriamento da solução, esta foi 

filtrada. Em seguida, uma alíquota de 1 mL do reagente 2,4-DNFH foi removida e 3 

gotas de OE foram adicionadas sob agitação. Após 15 min da reação, observou-se se 

havia a formação de um precipitado amarelo avermelhado, cujo teste positivo indica a 

presença de aldeído e/ou cetona. 

2.6. Preparação dos complexos de inclusão  

2.6.1. Complexo de inclusão com secagem por liofilização (freeze-drying) 

 O CI do OE de P. guajava em HPβCD foi preparado pelo método de inclusão 

molecular e a secagem pelo método de FD, de acordo com Santos et al. (2015), com 

adaptações. O OE e a HPβCD foram dispersos em água na razão molar 1:1 

(OE:HPβCD). Para isso, foi utilizada a massa molar média do OE, considerando os 

compostos identificados com suas proporções, obtendo a concentração de 0,0393 

mmol mL-1 do OE e da HPβCD. Dessa forma, foram pesados em triplicata cerca de 

0,8 g do OE e 4,64 g de HPβCD para a formação dos CIs. A cada repetição foi 

adicionado 100 mL de água tipo 1 (Millipore Corporation), e a mistura foi submetida a 

agitação de 500 rpm por 48 h em ausência de luz e temperatura de 25 ºC. 

Posteriormente, a dispersão foi congelada a -80 ºC por 24 h seguida da secagem do 

material em liofilizador (FreeZone 2.5, Labconco, Estados Unidos), nas condições de 

pressão a 0,005 mBar e temperatura de -52 ºC por 48 h. Os CIs obtidos foram 

armazenados em frascos âmbar e acondicionados em sacos plásticos de polietileno 
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náilon sob vácuo à -20 ºC. O liofilizador foi utilizado no Laboratório de Embalagens 

(LABEM) do Departamento de Tecnologia de Alimentos da Universidade Federal de 

Viçosa (UFV). 

2.6.2. Complexo de inclusão com maceração (kneading) 

 Os CIs obtidos pelo método de KN também foram realizados seguindo a 

metodologia de Santos et al. (2015), com algumas adaptações. O OE e o material 

complexante foram adicionados nas razões molares de 1:1 (OE:HPβCD), utilizando 

cerca de 0,8 g do OE e 4,64 g de HPβCD, em triplicata. A mistura foi manualmente 

misturada sob pressão por 10 min utilizando almofariz e pistilo. Em seguida, foi 

adicionado 2 mL de álcool etílico 95% para formar uma pasta homogênea, e logo após 

a mistura foi macerada por 40 min. Os CIs produzidos foram mantidos a 5 ºC em 

dessecador sob vácuo por 72 h. Posteriormente, os CIs foram armazenados em 

frascos âmbar e acondicionados em sacos plásticos de polietileno náilon sob vácuo à 

-20 ºC. 

2.7. Caracterização dos complexos de inclusão 

2.7.1. Curva analítica  

 Para determinar a eficiência de complexação (EC) foi obtida uma curva 

analítica do OE utilizando um espectrofotômetro UV-Vis (UV1800, Shimadzu, Japão). 

Essa análise foi realizada no Laboratório de Embalagens (LABEM) do Departamento 

de Tecnologia de Alimentos da Universidade Federal de Viçosa (UFV). O equipamento 

utilizado possui resolução de 0,5 nm e foram utilizadas cubetas de quartzo com 1 cm 

de caminho óptico. As análises foram feitas no modo de varredura na faixa de 190 a 

800 nm. 

 Para essa análise foram preparadas, em triplicata, dez soluções padrão com 

concentrações crescentes do OE em acetonitrila (1,46 a 18,7 μg mL-1). Foram obtidos 

os valores de absorbâncias em 193 nm para construção da curva, cujos pontos foram 

submetidos a regressão linear pelo Método dos Mínimos Quadrados. Foram 

realizadas leituras no UV-Vis em duplicata.  

 A fim de quantificar a concentração do OE removido dos CIs, 50 mg dos 

materiais, obtidos por KN e FD, foram dissolvidos em 100 mL de acetonitrila 99,9% e 
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o sistema foi mantido ao abrigo de luz sob agitação a 500 rpm por 48 h. Esse 

procedimento foi realizado em triplicata e adaptado de Hill; Gomes; Taylor (2013). Em 

seguida, as amostras foram centrifugadas em centrífuga (4K-15, Sigma, Alemanha) a 

3000 G (3635 rpm) por 15 min a 25 ºC para decantar a HPβCD, deixando apenas o 

OE solúvel em acetonitrila. As soluções contendo o OE em solvente foram submetidas 

a análise UV-Vis, monitorando-se 193 nm. As concentrações do OE (mg mL-1) foram 

determinadas pela curva analítica, sendo que a partir delas foi possível determinar as 

massas de OE extraídas. As EC foram determinadas utilizando a Equação 2: 

EC (%) = OEext (mg)
OEadic (mg)

 x 100%       (Eq. 2) 

Em que OEext é a massa do OE extraído do CI (mg) e OEadic é a massa do OE 

adicionada no início do processo de complexação (mg). 

Além disso, também foi realizada a correção da EC, considerando-se a fração 

do OE que pudesse estar na parte externa da HPβCD. Essa correção foi realizada por 

meio da análise termogravimétrica dos CIs, que se refere à variação da massa na 

faixa de temperatura que ocorre a degradação do OE (110 a 180 ºC). A temperatura 

inicial de 110 ºC foi adotada para garantir que a massa referente a água, ou de outros 

solventes voláteis, presentes nos CIs, não interferisse nos cálculos. 

A Equação 3 foi utilizada para a determinação da eficiência complexação 

corrigida (ECc): 

ECc(%) = EC (%) - [PCI (%) - PHPβCD (%)]   (Eq. 3) 

 Em que PCI é da perda de massa do CI (%) e PHPβCD é a perda de massa da 

HPβCD (%), ambos no intervalo de temperatura entre 110 e 180 °C. 

2.7.2. Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier 

 A HPβCD, o OE e os CIs foram submetidos às análises de espectroscopia na 

região do infravermelho com transformada de Fourier (FTIR). Os espectros foram 

obtidos através do método de reflectância total atenuada (ATR) (Nicolet 6700, Thermo 

Scientific, EUA) com cristal de germânio na região do infravermelho médio, com 

número de onda no intervalo entre 4000 e 700 cm-1, com 32 varreduras e resolução 
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de 4 cm-1. Essa análise foi realizada no LABEM do Departamento de Tecnologia de 

Alimentos da UFV. 

2.7.3. Análise termogravimétrica 

 A medida da estabilidade térmica foi realizada por meio de análise 

termogravimétrica (TGA) com auxílio de um analisador térmico DTG (60H, Shimadzu, 

Japão). Cerca de 4 mg da HPβCD, do OE e dos CIs foram pesados em microbalança 

analítica (Mettler Toledo, XP26, Brasil). Em seguida, as amostras foram colocadas, 

individualmente, em cadinho de alumina e aquecidas na faixa de temperatura de 30 a 

450 °C em uma razão de aquecimento de 10 °C min-1, com tempo total de análise de 

cerca de 45 min. Foi utilizada atmosfera inerte de nitrogênio com fluxo de 50 mL min-

1. A TGA dos CIs foi realizada em duplicata. Essa análise foi realizada no LABEM do 

Departamento de Tecnologia de Alimentos da UFV. 

2.7.4. Análise de tamanho, índice de polidispersão e potencial Zeta por DLS 

 Por meio da técnica de espalhamento dinâmico de luz (DLS) foram realizadas 

as medidas de tamanho, índice de polidispersão (PDI) e potencial Zeta (PZ) da 

HPβCD e dos CIs. Para isso foi utilizado o Zetasizer Nano ZS (Zen 3600, Malvern 

Instruments, Reino Unido), uma célula DTS 1070 com dois eletrodos, sem a presença 

de bolhas de ar e na temperatura de 25 °C. As amostras foram diluídas em água tipo 

1 (Millipore Corporation), com pH igual a 6,0, até a concentração de 1 mg mL-1. Essa 

análise foi realizada no LABEM do Departamento de Tecnologia de Alimentos da UFV. 

2.7.5. Difratometria de raios X 

 O padrão de difração de raios X (XRD) da HPβCD e dos CIs foi obtido a partir 

de um difratômetro de raios X (D8-Discover, Bruker, Alemanha). Foi utilizado um alvo 

de cobre com Kα com comprimento de onda de 1,5418 Å, tensão de aceleração de 40 

kV e corrente do filamento de 40 mA. A taxa de varredura foi de 0,05 seg-1 no intervalo 

de 5 a 60°. Essa análise foi realizada no Laboratório de Difração e Espalhamento de 

Raios X do Departamento de Física da UFV.
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2.7.6. Microscopia eletrônica de transmissão 

 Utilizando um microscópio eletrônico de transmissão (TEM) (Tecnai G2-

20 -FEI SuperTwin 200 kV) foi analisada a morfologia da HPβCD e dos CIs. Para 

isso, os CIs e a HPβCD foram diluídos em álcool isopropílico e colocados em 

banho ultrassônico por 10 min. Em seguida, as amostras foram adicionadas 

sobre uma grid de cobre do tipo Holey Carbon (SPI) de 300 mesh e armazenadas 

em dessecador até a análise. Os diâmetros das partículas foram medidos 

utilizando o programa ImageJ (https://imagej.net/Welcome). Essa análise foi 

realizada no Centro de Microscopia da Universidade Federal de Minas Gerais 

(UFMG). 

2.8. Atividade larvicida 

A atividade larvicida do OE de P. guajava e dos CIs foi realizada com 

larvas de A. aegypti de quarto instar (L4) (PPCampos strain, Campos dos 

Goytacazes, RJ) obtidas a partir de uma colônia de sucessivas gerações 

mantidas no insetário do Departamento de Biologia Geral da UFV. Os ovos foram 

eclodidos e as larvas mantidas em água declorada, sendo alimentadas 

diariamente com ração de tartaruga (Reptolife, Alcon Pet, Camboriú, SC), sob 

temperatura controlada (28±3 °C) e fotoperíodo de 12 h até L4, sendo este o 

tamanho ideal para a realização dos ensaios de ação larvicida seguindo a 

metodologia adaptada descrita por Consoli; Oliveira (1994) e WHO (2005). 

Os ensaios larvicidas foram realizados com 25 larvas por tratamento. Os 

tratamentos corresponderam ao OE em DMSO (1), CIs (2) e OE sem solvente 

(3). Todos os ensaios foram realizados em quadruplicata em incubadora, sob 

condições controladas (28±3 °C; fotoperíodo de 12 h). 

Para o experimento (1), soluções do OE em DMSO 1% (v v-1) foram 

preparadas nas concentrações: 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 e 100 µg mL-1. 

As larvas foram separadas e distribuídas em frascos de vidro contendo 50 mL 

das soluções. Nesse experimento, o controle negativo foi uma solução aquosa 

de DMSO 1% (v v-1).  

Os experimentos com os CIs (2) foram realizados de maneira semelhante 

ao descrito anteriormente, mas nenhum solvente orgânico foi adicionado e o 

controle negativo foi HPβCD em água. Para o CI obtido por KN, as 
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concentrações adotadas foram: 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 110, 120, 

130, 140 e 150 µg mL-1. Para o CI obtido por FD foi realizada a atividade larvicida 

com 600, 800 e 1000 µg mL-1.  

Para o experimento larvicida com o OE (3) foram utilizadas as 

concentrações de 10 a 150 µg mL-1 em água, à semelhança dos tratamentos 

com os CIs (2). Os experimentos com o controle negativo foram realizados 

simultaneamente com os tratamentos, utilizando quatro repetições. A verificação 

da mortalidade foi realizada 24 h após o início de cada ensaio. Foram 

consideradas mortas as larvas que não apresentaram movimento ou não 

responderam aos estímulos com a pipeta de Pasteur. 

2.9. Análise estatística  

 A obtenção dos parâmetros estatísticos, como: análise de variância e 

regressão linear, foi realizada utilizando o Programa Minitab, versão 17. Para 

encontrar os valores da concentração letal média para matar 50% da população 

(CL50) e para matar 90% da população (CL90) das larvas de A. aegypti, foi 

utilizado o modelo Probit com distribuição normal a 95% de significância 

utilizando o Programa Minitab, versão 17. 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 A hidrodestilação foi usada para extrair o OE das folhas da cultivar SEC 

da espécie P. guajava. O rendimento da extração foi de 0,30% (m m-1) e a 

densidade do OE foi de 0,8883 g cm-3. Outros estudos envolvendo a mesma 

cultivar obtiveram rendimento do OE de 0,35% (MENDES et al., 2017), 0,32% 

(SOUZA et al., 2017) e 0,11% (DE LIMA et al., 2010). Embora ocorram essas 

variações, o rendimento do OE obtido neste trabalho está na faixa esperada, 

conforme o que está relatado na literatura para os OEs com utilização comercial, 

que está entre 0,30 e 3,86% (FADEL et al., 2020).  

 A composição química dos principais compostos voláteis identificados no 

OE da cultivar SEC, determinada por cromatografia gasosa, está representada 

na Tabela 1 (Fig. 1). Dentre estes, existem seis compostos com área relativa 

entre 7,2 e 32,2%. Os compostos são formados, majoritariamente, por 

sesquiterpenos, representando mais de 80% dos constituintes identificados, 
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tendo apenas um monoterpeno oxigenado, o 1,8-cineol. Os majoritários 

encontrados foram β-cariofileno, globulol e 1,8-cineol, considerando a área 

relativa no cromatograma superior a 10%. 

Tabela 1. Identificação dos compostos presentes no óleo essencial da cultivar 

Século XXI da espécie Psidium guajava. 

n Compostoa IRcalb IRtabc 
Arel 

(%)d 

Massa 

molar 

(g mol-1) 

Classificação 

terpênicae 

1 1,8-cineol 1028 1026 10,9 154,25 MO 

2 β-cariofileno 1417 1417 32,2 204,36 SH 

3 β-selineno 1483 1489 7,2 204,36 SH 

4 α-selineno 1493 1498 7,9 204,36 SH 

5 β-nerolidol 1565 1561 9,1 222,37 SO 

6 globulol 1582 1590 17,1 222,37 SO 

 Total identificado   84,4   
aCompostos majoritários listados na ordem de eluição utilizando coluna Rtx®-5MS. bÍndice de 
retenção calculado através de dados obtidos por amostra de alcanos saturados (C7-C40). cÍndice 
de retenção tabelado (ADAMS, 2007; EL-SAYED, 2016; NIST, 2011). dCompostos com área 
relativa > 5% foram identificados. eClassificação terpênica: Monoterpeno oxigenado (MO), 
sesquiterpeno hidrocarboneto (SH), sesquiterpeno oxigenado (SO).  

 

Figura 1. Cromatograma do óleo essencial da cultivar Século XXI da espécie 

Psidium guajava. 
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 O composto β-cariofileno foi identificado com maior percentual (32,2%), 

indicando ser um importante metabólito secundário na composição do OE. Este 

composto é um sesquiterpeno hidrocarboneto de cadeia cíclica insaturada (Fig. 

2), sendo comumente encontrado em OEs da cultivar SEC como um composto 

majoritário (BORAH et al., 2019; DE LIMA et al., 2010; MENDES et al., 2017; 

SILVA et al., 2016; SOUZA et al., 2017). Dessa forma, o β-cariofileno é um 

importante marcador da cultivar e apresenta atividades biológicas e 

farmacológicas, que despertam o interesse em obtê-lo, como: anticancerígena, 

antimicrobiana, antioxidante (DAHHAM et al., 2015), anti-inflamatória 

(FERNANDES et al., 2007), antiviral para a dengue (PÁJARO-CASTRO et al., 

2015), entre outras. 

 

Figura 2. Estruturas químicas dos compostos identificados no óleo essencial da 

cultivar Século XXI da espécie Psidium guajava. 1) 1,8-cineol; 2) β-cariofileno; 3) 

β-selineno; 4) α-selineno; 5) β-nerolidol; 6) globulol. 

 Através do coeficiente de partição (P) e volume molecular (V), obtidos pelo 

software Molinspiration (https://www.molinspiration.com/cgi-bin/properties) 

(Tabela 2), é possível fazer algumas premissas a respeito das estruturas das 

moléculas.  

 O coeficiente de partição representa o equilíbrio de um composto entre 

duas fases imiscíveis, orgânica e aquosa. Portanto, P representa uma medida 

importante da hidrofobicidade do composto. Se log P = 0, logo P = 1; assim, o 

composto tem a mesma afinidade pelas duas fases. Se log P < 0, logo P < 1; 

assim, o composto tem uma maior afinidade pela fase aquosa. Por outro lado, 

se log P > 0, então P > 1; assim, o composto tem maior afinidade pela fase 

orgânica. Através desse parâmetro é possível inferir quais compostos presentes 

no OE são mais hidrofóbicos, apresentando maior afinidade e melhor inclusão 

pela região hidrofóbica da cavidade do complexante HPβCD. No entanto, o 

impedimento estérico das moléculas deve ser considerado. Se o volume 
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molecular for adequado, pode ocorrer um melhor processo de inclusão na 

cavidade do HPβCD. 

Tabela 2. Compostos presentes no óleo essencial da cultivar Século XXI da 

espécie Psidium guajava com o coeficiente de partição na escala logarítmica (log 

P) e volume molecular (V). 

n Composto log Pa V (Å3)b 

1 1,8-cineol 2,72 166,66 

2 β-cariofileno 5,17 229,95 

3 β-selineno 5,02 230,51 

4 α-selineno 5,24 229,95 

5 β-nerolidol 5,06 253,17 

6 globulol 4,07 238,72 
aCoeficiente de partição em escala logarítmica. bVolume molecular. Fonte: Molinspiration. 

 O β-cariofileno apresenta log P de 5,17 e volume molecular de 229,95 Å3 

(Tabela 2), enquanto o globulol, que é o segundo composto com maior 

concentração no OE da cultivar SEC, possui log P = 4,07 e V = 238,72 Å3. Sendo 

assim, β-cariofileno é mais hidrofóbico e tem um volume molecular menor que o 

globulol, podendo ser melhor complexado na cavidade da HPβCD. Além disso, 

considerando que as membranas celulares são formadas por substâncias mais 

apolares, uma hipótese sugerida é que o composto mais apolar tem melhor 

interação e, consequentemente, maior ação tóxica ao organismo alvo, como o 

A. aegypti. Em um trabalho que avaliou a atividade larvicida de OEs em A. 

aegypti em cinco cultivares, incluindo a SEC, verificou-se que esta tinha maior 

quantidade de β-cariofileno e maior toxicidade do que as demais (MENDES et 

al., 2017). Dentre os compostos identificados, 1,8-cineol é o menos hidrofóbico, 

podendo ter menor eficiência de complexação. No entanto, seu volume 

molecular é menor do que todos os outros compostos, podendo ser melhor 

complexado. O valor do log P da HPβCD é -11, sendo solúvel em meio aquoso 

e eficiente agente complexante (JANSOOK; OGAWA; LOFTSSON, 2018). 
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3.1. Caracterização dos complexos de inclusão 

3.1.1. Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier 

 Os espectros de FTIR da HPβCD, do OE e dos CIs preparados pelos 

métodos de FD e KN são mostrados na Fig. 3. Em todos os espectros, observa-

se a presença de uma banda larga representada por a, que possui número de 

onda de aproximadamente 3400 cm-1 e pode ser atribuída ao estiramento da 

ligação O-H (BARBOSA, 2007). A banda em 2930 cm-1, também presente em 

todos os espectros, é atribuída ao estiramento assimétrico de CH2. Tanto a 

HPβCD quanto o OE possuem essas ligações em sua composição química, não 

sendo possível, somente através dessas bandas, comprovar a formação do CI.  

 

Figura 3. Espectros de FTIR para a HPβCD, óleo essencial da cultivar Século 

XXI da espécie Psidium guajava (OE) e dos complexos de inclusão obtidos por: 

maceração (KN) e liofilização (FD). 

 A banda em 1740 cm-1, representada por b, está presente nos espectros 

do OE e nos CIs, mas não é observada no espectro da HPβCD. A banda b se 

refere ao estiramento da carbonila C=O (BARBOSA, 2007). Nenhum dos 

compostos presentes no OE da cultivar SEC (Fig. 2) apresentam o grupo 
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carbonila, porém, apenas compostos com área relativa acima de 5% foram 

identificados por cromatografia.  

 Para comprovar a presença de carbonila de aldeído ou cetona no OE foi 

realizado um ensaio com 2,4-dinitrofenilhidrazina. A 2,4-DNFH reage com o 

grupo carbonila de aldeídos e/ou cetonas formando a 2,4-dinitrofenilhidrazona, 

que é um precipitado amarelo avermelhado, facilmente detectável, pois 

pequenas quantidades do composto carbonilado levam a um resultado positivo 

(ENGEL et al., 2012). O precipitado formado, representado por b (Fig. 4), após 

a adição do OE na 2,4-DNFH mostrou que compostos com aldeídos e/ou cetonas 

estão presentes no OE da cultivar SEC, justificando a presença da carbonila no 

espectro de FTIR. É relevante destacar que a banda em 1740 cm-1 teve a 

intensidade aumentada para KN, quando comparado ao OE. Isso pode ter 

ocorrido porque os compostos mais voláteis podem ter evaporado durante o 

processo de maceração, aumentando a concentração de outros componentes 

do OE. 

 

Figura 4. Teste de classificação de aldeídos e/ou cetonas utilizando o óleo 

essencial (OE) de Psidium guajava em 2,4-dinitrofenilhidrazina, sendo: 2,4-

DNFH (a) e OE com 2,4-DNFH (b). 

Fonte: O autor. 

 Outra banda muito importante, que indica a complexação do OE, é a 

banda c, com número de onda de 1380 cm-1 e que está presente, principalmente, 

nos espectros do OE e nos CIs. Essa banda é atribuída à frequência vibracional 

da deformação angular simétrica de CH3 (BARBOSA, 2007). Como a HPβCD 

utilizada possui apenas uma substituição no anel com o radical hidroxipropil, 
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justifica-se não apresentar uma banda tão significativa nessa região para o 

espectro quando comparado ao OE e aos CIs. A banda d em 1030 cm-1 é 

atribuída ao estiramento da ligação C-O de éter cíclico e está presente no 

espectro da HPβCD e dos CIs, corroborando com as indicações representadas 

pelas bandas b e c, que comprovam a formação dos CIs. O espectro do OE não 

apresenta a banda d, sugerindo que o 1,8-cineol pode ter sido degradado. Outros 

autores também evidenciaram a presença dessas mesmas bandas no espectro 

da HPβCD (MAGALHÃES et al., 2020; RAKMAI et al., 2018). 

 É importante notar que as intensidades das bandas podem indicar que 

existem maiores quantidades de vibrações no espectro do CI obtido por KN do 

que por FD, sugerindo que o método de preparo por KN pode ter sido mais 

eficiente. Porém, as outras técnicas analíticas utilizadas para caracterização 

devem confirmar essa hipótese. É possível, entretanto, afirmar que houve 

interação entre o OE e a HPβCD com base nos resultados apresentados pelos 

espectros de FTIR.  

3.1.2. Análise termogravimétrica 

 A TGA permite determinar a estabilidade térmica de uma amostra em 

função da variação da massa, quando esta é submetida a uma programação de 

temperatura (CANEVAROLO JUNIOR, 2003). Pode-se ver na Fig. 5 as curvas 

termogravimétricas da HPβCD, do OE de P. guajava e dos CIs obtidos por KN e 

FD. A partir desses resultados, é possível observar que o OE sofre degradação 

a baixas temperaturas e em uma única etapa, pois a massa vai sendo perdida a 

partir de 30 °C, tendo o máximo de degradação em 157 °C. Em 180 °C, o analito 

é totalmente degradado (Fig. 6b). 

 A HPβCD possui três eventos térmicos de perda de massa (Fig. 6a), 

também mostrados na Tabela 3. O primeiro ocorre em 46 °C e corresponde à 

perda de água que está presente nas cavidades do material (Δm1 = 18,4%). O 

segundo evento ocorre em 153 °C, com uma pequena variação de massa (Δm2 

= 1,6%), representando a degradação da HPβCD ou a água que ficou retida na 

cavidade (BABAOGLU et al., 2017; MAGALHÃES et al., 2020). O terceiro evento 

ocorre em 355 °C com perda de massa de 76,9%, representando a 

decomposição completa do material (Δm3). No estado natural, a cavidade 
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hidrofóbica da HPβCD é preenchida por moléculas de água, o que é 

energeticamente desfavorável (MARQUES et al., 2019). Ao adicionar compostos 

mais apolares, como os presentes nos OEs, as moléculas de água são liberadas 

das cavidades do oligossacarídeo e estas são preenchidas com o OE. 

 

Figura 5. Curvas termogravimétricas da HPβCD, do óleo essencial da cultivar 

Século XXI de Psidium guajava (OE) e dos complexos de inclusão obtidos por 

maceração (KN) e liofilização (FD). 

  O processo de perda de massa dos CIs está apresentado na Tabela 3, 

foi realizado em duplicata e para os dois métodos (KN e FD) pode ser dividido 

em três etapas (Fig. 6c-6f). A primeira etapa se refere a perda de água por 

evaporação (Δm1), a segunda é a degradação do OE externo à HPβCD (não 

complexado) (Δm2) (MARQUES et al., 2019) e a terceira é referente a 

degradação do CI (Δm3).  

 A maior perda de massa dos CIs ocorre em maior temperatura (Δm3) e 

quando comparado ao OE, pode-se concluir que os CIs apresentam grande 

estabilidade térmica. O aumento da estabilidade térmica de materiais protegidos 

foi verificado por outros autores que utilizaram CIs com a HPβCD e realizaram 

TGA (BABAOGLU et al., 2017; GAO et al., 2019a). 
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Figura 6. Curva termogravimétrica com derivada: a) HPβCD; b) óleo essencial 

da cultivar Século XXI da espécie Psidium guajava; c) complexo de inclusão 

obtido por liofilização (FD), repetição 1; d) complexo de inclusão obtido por 

liofilização (FD), repetição 2; e) complexo de inclusão obtido por maceração 

(KN), repetição 1; f) complexo de inclusão obtido por maceração (KN), repetição 

2.  

 Além disso, é verificado que a volatilização do OE na parte externa dos 

CIs praticamente não ocorreu (Δm2). Sendo assim, a TGA auxilia na 

comprovação da formação do CI sendo uma técnica imprescindível para indicar 

a existência de interação entre hóspede e hospedeiro. Constata-se também que 

o percentual de água perdida pela HPβCD é maior do que nos CIs (Δm1). Isso 
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pode ser mais um indicativo de que a complexação foi alcançada, uma vez que 

durante a preparação dos complexos as moléculas de água na cavidade do 

hospedeiro foram substituídas por compostos mais apolares, que compõem o 

OE (ANDRADE et al., 2017; MARQUES et al., 2019). 

Tabela 3. Perda de massa das amostras: HPβCD e dos complexos de inclusão 

obtidos por maceração (KN) e liofilização (FD). 

Amostra 
Δm1 (%)a 

0-110 °C 

Δm2 (%)b 

110-180 °C 

Δm3 (%)c 

180-390 °C 

HPβCD 18,4 1,6 76,9 

KN 10,7 ± 0,2 3,3 ± 0,4 74,8 ± 0,5 

FD 9,7 ± 0,2 1,3 ± 1,2 81,6 ± 0,7 

Variação de massa: aperda de água, bdegradação da HPβCD ou do OE não complexado ou da 

água que ficou retida na cavidade e cdegradação da HPβCD ou do complexo de inclusão. 

3.1.3. Análise de tamanho, índice de polidispersão e potencial Zeta por DLS 

A distribuição do tamanho hidrodinâmico e o potencial Zeta são 

parâmetros importantes na caracterização da HPβCD e dos CIs. Não há um 

tamanho ideal dos CIs, no entanto, seu tamanho irá determinar as suas 

potenciais aplicações (KOTRONIA et al., 2017). Como mostrado na Tabela 4, 

em água, todos os CIs possuem tamanho nanométrico, considerando a escala 

nano entre 1 e 1000 nm de diâmetro (SUGANYA; ANURADHA, 2017; 

WHELEHAN; MARISON, 2011). É importante ressaltar que para ser considerado 

nano ou micro material, não basta a amostra ter apenas um tamanho reduzido, 

é necessário que esta apresente modificação em suas propriedades originais, 

gerando outras funcionalidades devido ao aumento da sua área superficial 

(ZARBIN, 2007). No caso dos CIs, as aplicações dos OEs são ampliadas através 

dessa nanotecnologia, sendo os CIs veículos imprescindíveis para a utilização 

larvicida, solubilizando o óleo em meio aquoso, além de gerar maior estabilidade 

para armazenar o produto. 

A HPβCD exibiu diâmetro médio maior do que os CIs obtidos por KN e 

FD. Esse resultado pode ser justificado pelos valores de PZ obtidos, que 

representam um indicador da estabilidade dos CIs em suspensão 

(SCHAFFAZICK et al., 2003). O CI obtido por KN teve um valor de PZ, em 
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módulo, maior do que FD, e FD foi maior do que HPβCD. Dessa forma, as 

partículas obtidas por KN possuem maior intensidade de forças repulsivas e 

menor tendência de agregação em solução aquosa, portanto, sendo mais 

estáveis, apresentando assim menor diâmetro médio da partícula. Logo, quanto 

maior for o PZ, em módulo, menor é o diâmetro da partícula devido a maior 

estabilidade dos CIs em suspensão, com destaque para KN e FD, que 

apresentam diâmetros inferiores a HPβCD. Apesar das variações encontradas 

para o PZ, os baixos valores indicam uma tendência de agregação em solução 

aquosa e isso pode ser verificado pelas partículas apresentarem o tamanho 

maior do que o previsto (HILL; GOMES; TAYLOR, 2013; KOTRONIA et al., 

2017). A tendência de aglomeração pode ser explicada pela falta de carga líquida 

na superfície das partículas resultando em forças repulsivas insuficientes para 

evitar que isso ocorra (HILL; GOMES; TAYLOR, 2013). 

Tabela 4. Diâmetro hidrodinâmico da partícula, potencial Zeta e índice de 

polidispersão da HPβCD e dos complexos de inclusão obtidos por maceração 

(KN) e liofilização (FD). 

Amostra 
Diâmetro médio da 

partícula (nm) 
Potencial Zeta (mV) 

Índice de 

polidispersão (PDI) 

HPβCD 611,3a ± 164,2 -11,2a ± 2,1 0,52a ± 0,08 

KN 352,0b ± 99,2 -37,8c ± 2,7 0,38b ± 0,08 

FD 416,2b ± 46,7 -25,8b ± 7,2 0,45ab ± 0,04 

Letras iguais entre colunas não diferem entre si pelo teste de Tukey, à p<0,05. 

O PDI representa a distribuição do tamanho das partículas e mede a 

uniformidade dos tamanhos dos CIs preparados (KOTRONIA et al., 2017). PDI 

com o valor próximo a zero (<0,10) indica pouca variabilidade no tamanho, sendo 

um sistema monodisperso, enquanto valores maiores (>0,10) indicam sistemas 

polidispersos (HILL; GOMES; TAYLOR, 2013). De acordo com os valores 

encontrados, pode-se concluir que o sistema é polidisperso para todas as 

partículas. Considerando a tendência de aglomeração, geralmente os agregados 

não ocorrem de maneira uniforme, podendo gerar variabilidade no tamanho dos 

CIs, o que justifica os valores de PDI obtidos (HILL; GOMES; TAYLOR, 2013). 
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3.1.4. Difratometria de raios X 

 A difratometria de raios X é um método cristalográfico que permite auxiliar 

a verificação da complexação, isso porque a cristalinidade da molécula hóspede 

geralmente muda quando ela interage com uma molécula hospedeira 

(SRINIVASAN; STALIN, 2014). Os difratogramas da HPβCD e dos CIs são 

mostrados na Fig. 7.  

 

Figura 7. Difratograma da HPβCD e dos complexos de inclusão obtidos por 

maceração (KN) e liofilização (FD). 

 O perfil cristalino da HPβCD apresenta três bandas largas, sendo as 

bandas com 2θ em torno de 10° e 19° mais evidentes, que são características 

de compostos amorfos, semelhante ao que foi encontrado por outros trabalhos 

(GAO et al., 2019b; MAGALHÃES et al., 2020). A falta de cristalinidade da 

HPβCD pode ser devido à perda de regularidade da molécula ao longo das 

cadeias oligossacarídicas (RAOOV; MOHAMAD; ABAS, 2013). 

 Nos difratogramas dos CIs os picos podem ter sua intensidade e posição 

angular modificadas, em relação ao OE, e isso pode evidenciar, juntamente com 

as outras técnicas analíticas, a confirmação da complexação (MAGALHÃES et 

al., 2020). Pode-se ver através dos resultados obtidos que houve a interação do 
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OE da cultivar SEC com a HPβCD. Os CIs preparados por KN e FD, apesar de 

manter a estrutura amorfa, exibiram um pequeno estreitamento e alongamento 

da banda em torno de 19° nos difratogramas, em comparação com a HPβCD, 

principalmente no caso do CI obtido por KN. Essa alteração das bandas pode 

ocorrer devido ao aumento da cristalinidade dos compostos quando acontece a 

complexação, com alterações nos perfis de difração da amostra. Sugere-se 

assim que a introdução de moléculas mais volumosas poderá organizar melhor 

os oligossacarídeos para hospedarem o OE (MAGALHÃES et al., 2020). 

3.1.5. Curva analítica e eficiência de complexação 

Para verificar a EC, foi obtida a curva analítica do OE da cultivar SEC a 

partir de um espectrofotômetro UV-Vis (Fig. 8). É possível observar que o 

comprimento de onda de máxima de absorção ocorre em 193 nm e este foi 

adotado para identificar e quantificar o OE extraído do CI. A curva analítica é 

mostrada como insert da Fig. 8 e a equação da regressão linear obtida foi y = 

59,40x - 0,0280, com R2ajustado = 0,9300 e Fajuste = 0,371 (p<0,05). 

 

Figura 8. Espectro de absorção no UV-Vis de soluções padrão do óleo essencial 

(OE) da cultivar Século XXI de Psidium guajava em acetonitrila (1,46 a 18,7 μg 

mL-1) e do OE removido do complexo de inclusão pelo método de maceração 

(KN) e liofilização (FD) em acetonitrila. Como insert está a curva analítica do OE 

em acetonitrila (λmáx = 193 nm). 
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Ao analisar o espectro do OE extraído da HPβCD pelos dois métodos (Fig. 

8) observa-se que o perfil da curva obtida por KN apresenta uma maior 

concentração de OE no CI, além de possuir um perfil similar ao OE em toda a 

faixa de comprimento de onda. Isso evidencia que, de forma geral, os compostos 

presentes no OE foram complexados pelo método KN. Por outro lado, a curva 

do OE extraído do CI obtido por FD, além de possuir menor concentração, 

demonstra um aspecto diferente do OE. Assim, pode-se inferir que nem todos 

os compostos presentes no OE foram complexados na HPβCD pelo método FD. 

 Para calcular a quantidade de OE aprisionado no hospedeiro, pelos 

métodos de FD e KN, foi realizado o cálculo da EC (Equação 2 e 3) e os 

resultados são apresentados na Tabela 5. Foi realizada a correção da EC, visto 

que uma pequena quantidade de OE foi complexada na parte externa da 

HPβCD, conforme demonstrado pela TGA.  

Tabela 5. Eficiência de complexação com correção para os métodos de 

maceração (KN) e liofilização (FD). 

Método 

físico 
EC (%)c PCI (%)d PHPβCD (%)e ECc (%)f 

FD 50,8b ± 1,3 1,3 1,6 50,8 

KN 80,3a ± 6,9 3,3 1,6 78,6 

Letras iguais entre linhas não diferem entre si pelo teste de Tukey, à p<0,05. cEficiência de 
complexação com desvio padrão. dPerda de massa do complexo de inclusão. ePerda de massa 
da HPβCD. fEficiência de complexação corrigida. 

 A perda de massa do CI (PCI) e a perda de massa da HPβCD (PHPβCD) 

foram obtidas através da TGA para o intervalo de temperatura entre 110 e 180 

°C (Tabela 3). A partir desses resultados e da Eq. 3 foi possível calcular a EC 

corrigida. O método de complexação por KN é mais eficiente, com ECc de 78,6%, 

enquanto para a FD foi de 50,8%. O desvio padrão maior para o método de KN 

pode ser justificado por ser uma forma manual de complexação em que a força 

e a velocidade empregados são variáveis para cada repetição realizada. 

 Em um trabalho utilizando a complexação do OE das folhas de P. guajava, 

sem distinção de cultivar, em HPβCD pelo método de FD verificou-se que a EC 

obtida foi de 52,5% (RAKMAI et al., 2018). Além disso, a composição química do 

OE citado anteriormente foi diferente deste estudo, apresentando 

majoritariamente limoneno e 1,8-cineol.  
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Outra investigação de comparação entre os métodos de complexação 

utilizados nesse trabalho verificou que a EC da HPβCD com o carvacrol, um 

monoterpeno oxigenado, foi de 78,09% e 83,74%, para KN e FD, 

respectivamente, ou seja, o método por FD foi superior (KAMIMURA et al., 2014). 

Um resultado semelhante foi relatado para o CI da beta-ciclodextrina com o  

carvacrol, com a EC de 83,8% e 91,3%, para KN e FD, respectivamente 

(SANTOS et al., 2015).  

Para verificar que a HPβCD, que está insolúvel em acetonitrila, não 

interfere na absorbância do OE extraído do CI, foi realizada a leitura de sua 

solução no espectrofotômetro UV-Vis (Fig. 9). O pequeno valor de absorbância 

entre 190 e 200 nm de HPβCD em acetonitrila pode ser devido a absorbância do 

grupo cromóforo nitrila. Assim, como as leituras espectrofotométricas do 

complexo de inclusão foram realizadas desconsiderado o branco (acetonitrila), 

este não teve interferência na quantificação da eficiência de complexação.  

 

Figura 9. Espectro de absorção no UV-Vis da HPβCD em acetonitrila na mesma 

quantidade utilizada na maior concentração do complexo de inclusão. 

3.1.6. Microscopia eletrônica de transmissão 

A TEM fornece imagens que confirmam que ocorreu a complexação do 

OE na HPβCD (Fig. 10). Ao comparar as diferenças de imagem entre HPβCD e 

os CIs, verifica-se que a HPβCD é amorfa, porosa e com cavidades presentes 

em uma grande extensão (Fig. 10a). Isso foi observado em outros trabalhos que 

realizaram a microscopia da HPβCD (GAO et al., 2019a; PINHEIRO et al., 
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2017b). Após a formação dos CIs, o OE entra nas cavidades do hospedeiro 

formando esferas irregulares com aparência e forma semelhantes para KN e FD, 

porém, com tamanho distinto (Fig. 10c e 6d). O diâmetro do CI obtido por KN e 

FD, observado nas imagens, foi de cerca de 80 e 40 nm, respectivamente. Na 

análise de DLS, verificou-se que o diâmetro dos CIs foi aproximadamente 400 

nm, porém os tamanhos observados nas imagens de microscopia foram bem 

menores, o que confirma que os CIs, em solução aquosa, apresentam tendência 

de aglomeração, o que não foi observado pela TEM (Fig. 10b). Babaoglu et al. 

(2017) também verificaram menor diâmetro do CI, utilizando HPβCD, medido por 

TEM do que por DLS. Isso ocorre porque a medida por DLS considera não 

apenas o tamanho físico da partícula, mas também como ela interage com o 

líquido ao seu redor. 

 

Figura 10. Morfologia por microscopia eletrônica de transmissão: a) HPβCD; b 

e c) complexo de inclusão obtido por liofilização; d) complexo de inclusão obtido 

por maceração. 

Através das variações das tonalidades de cinza é possível identificar o OE 

dentro da HPβCD. As regiões mais escuras podem representar o feixe de 
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elétrons sendo barrado e regiões mais claras mostram onde há maior quantidade 

de elétrons transmitidos. Assim, pode-se concluir que existem diferentes 

materiais nos CIs (PIRES et al., 2019b). Tons mais claros podem estar 

relacionados ao OE e cores mais escuras a HPβCD, confirmando que o OE está 

dentro das cavidades e que os CIs produzidos estão em nanoescala. 

3.2. Atividade larvicida 

 Os resultados encontrados para a atividade larvicida do OE sem solvente 

foram aleatórios, sem consistência, pois baixas concentrações eliminaram mais 

larvas do que as maiores. Além disso, cada réplica experimental apresentou 

diferenças marcantes em termos de valores de mortalidade. Esses resultados 

podem ser explicados pela baixa solubilidade aquosa do OE da cultivar SEC, 

fazendo com que o OE não se misture em solução. Isso significa que o contato 

direto do OE com as larvas não foi eficiente. Assim, esse contato é uma condição 

importante para que o OE exerça sua ação tóxica. Logo, a presença de um 

solvente orgânico é necessária. 

 A atividade larvicida do OE em DMSO apresentou valores de CL50 e CL90 

de 51,49 e 64,51 µg mL-1, respectivamente (Tabela 6). Entretanto, para o CI 

obtido por KN, a toxicidade foi de 77,54 e 107,29 µg mL-1 para CL50 e CL90, 

respectivamente. Os OEs que exibem CL50 inferior a 100 µg mL-1, sob avaliação 

após 24 h, podem ser classificados como produtos promissores, pois possuem 

efeito larvicida significativo (RAVI KIRAN et al., 2006). De acordo com este 

critério, tanto o OE em DMSO quanto o CI obtido por KN são muito eficientes 

para matar as larvas de A. aegypti. Por outro lado, o experimento com o CI obtido 

pelo método de FD demonstrou ação tóxica com valores de concentração acima 

de 600 µg mL-1, eliminando completamente as larvas a 1000 µg mL-1. Portanto, 

o método FD não foi tão eficiente para complexar compostos bioativos muito 

significativos para a atividade larvicida em A. aegypti.  

As curvas de atividade larvicida do OE em DMSO e do CI obtido por KN 

são apresentadas na Figura 11. Os controles negativos, solução aquosa de 

DMSO 1% (v v-1) e HPβCD, não tiveram efeito tóxico nas larvas. 

Na literatura não existem trabalhos publicados utilizando o CI do OE em 

HPβCD com atividade larvicida em A. aegypti. Em comparação com um estudo 

que utilizou o CI de βCD com o OE de Citrus sinensis contra larvas de A. aegypti, 
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o OE em solvente também teve ação tóxica superior ao CI, ou seja, o OE 

apresentou valor de CL50 inferior (GALVÃO et al., 2015). Por outro lado, outros 

estudos verificaram que o OE complexado com βCD teve toxicidade superior ao 

OE. Isso ocorreu para o OE de Lippia gracilis e da mistura dos OEs de Illicium 

verum e Trachyspermum ammi, e os autores justificaram esse resultado como 

uma melhora na solubilidade aquosa do OE complexado (GALVÃO et al., 2019; 

PANDIYAN; MATHEW; MUNUSAMY, 2019). 

Tabela 6. Toxicidade do óleo essencial da cultivar SEC de Psidium guajava e do 

complexo de inclusão obtido por maceração (KN) em larvas de Aedes aegypti. 

 na CL50 (μg mL-1)b CL90 (μg mL-1)c p-valord 

OE em 

DMSO 1% 
1000 51,49 (50,02-52,97) 64,51 (62,44-67,06) <0,001 

KN 1500 77,54 (75,31-79,76) 107,29 (104,08-110,97) <0,001 
aNúmero de larvas utilizadas. bConcentração letal média necessária para matar 50% da 

população com intervalo de confiança. cConcentração letal média necessária para matar 90% da 

população com intervalo de confiança. dp<0,05. 

 

Figura 11. Curvas de mortalidade das larvas após 24 h de exposição ao óleo 

essencial da cultivar Século XXI da espécie Psidium guajava (OE) e do complexo 

de inclusão obtido por maceração (KN). Os pontos pretos representam os 

valores de CL50 (concentração letal média necessária para matar 50% da 

população) (µg mL-1).  
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 Os resultados obtidos nesse trabalho demonstraram que o CI do OE da 

cultivar SEC por KN teve ação tóxica em larvas de A. aegypti inferior ao OE em 

DMSO. Isso pode ter ocorrido pelo fato do OE estar protegido sendo necessário 

a ingestão do produto pelas larvas, como se fosse um “cavalo de Troia”, em que 

as larvas se alimentam e se intoxicam (FERREIRA et al., 2019). Outra hipótese 

sugerida é que alguns compostos bioativos não foram complexados ou foram 

complexados em menores quantidades do que estariam presentes no OE. No 

entanto, devido à instabilidade do OE à luz e ao calor, ele não pode ser aplicado 

em recipientes contendo água, que são potenciais criadouros de larvas, e nem 

fora das casas, portanto, o CI é mais adequado. Além disso, é importante 

considerar que o OE sem solvente não pode ser utilizado, não podendo assim 

ter sua toxicidade comparada com o CI, sendo o CI, seja por KN ou FD, eficiente 

para matar larvas de A. aegypti.  

4. CONCLUSÃO 

 Diante dos resultados obtidos por diferentes técnicas analíticas, pode-se 

concluir que a complexação do OE da cultivar SEC da espécie P. guajava em 

HPβCD empregando os métodos de KN e FD foi bem-sucedida. Porém, o 

método por KN apresentou maior EC e melhor atividade larvicida em A. aegypti 

quando comparado ao método FD. Os CIs obtidos apresentaram diâmetro em 

nanoescala, com estabilidade térmica superior ao OE. A atividade larvicida do 

OE com solvente em A. aegypti foi a que mais se destacou, apresentando menor 

valor de CL50, seguida pelo CI obtido por KN e FD. Entretanto, o OE sem solvente 

não pode ser aplicado para essa finalidade, devido à sua baixa solubilidade em 

água e ineficiência como larvicida. Dessa forma, os CIs apresentam-se como 

produtos com potencial aplicação e comercialização por serem ambientalmente 

seguros e ecologicamente corretos. 
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CAPÍTULO 3 

 

Otimização no preparo do complexo de inclusão do óleo 

essencial de Psidium cattleyanum S. em 2-hidroxipropil-β-

ciclodextrina pelo delineamento composto central rotacional 

para aplicação como larvicida em Aedes aegypti L. 
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RESUMO 

 

Descreve-se na presente investigação a preparação do complexo de inclusão 

(CI) do óleo essencial (OE) de Psidium cattleyanum (CAT) em 2-hidroxipropil-β-

ciclodextrina (HPβCD) e a avaliação larvicida do OE e do CI em Aedes aegypti. 

O OE foi extraído das folhas de CAT com rendimento de 0,79% (m m-1) e é 

constituído majoritariamente por sesquiterpenos, sendo o β-cariofileno o 

principal componente (34,2%). Para obter condições otimizadas para a 

preparação do CI, através do método físico de maceração, foram variados os 

parâmetros razão molar OE/HPβCD e o tempo de maceração. A melhor razão 

molar de OE:HPβCD foi de 1:1,14 e o tempo de maceração correspondeu a 30 

min. A eficiência de complexação utilizando as condições otimizadas foi de (94,9 

± 1,7)%. O CI preparado foi caracterizado por espectroscopia na região UV-Vis, 

FTIR, TGA, DLS e XRD para comprovar a interação do OE com a HPβCD. A 

liberação do OE no CI foi avaliada em meio aquoso utilizando DMSO 1% (v v-1) 

e acetonitrila. O OE foi liberado lentamente no meio aquoso, que foi utilizado 

para simular o ambiente aquático em que as larvas de A. aegypti se 

desenvolvem. A atividade larvicida do OE da CAT em DMSO foi de 81,73 e 

102,50 µg mL-1 para CL50 e CL90, respectivamente. Para o CI, a toxicidade foi de 

134,44 e 168,69 µg mL-1 para CL50 e CL90, respectivamente. Embora a atividade 

larvicida do OE seja maior em relação ao CI, este último apresenta grande 

estabilidade térmica e alta solubilidade em água. Em conjunto, os resultados 

obtidos neste estudo apontam para o fato de que o CI preparado a partir do OE 

da CAT pode representar uma boa alternativa para o controle de larvas de A. 

aegypti. 

 

Palavras-chave: Complexo de inclusão. Araçá. Óleo essencial. Dengue. 
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1. INTRODUÇÃO 

Dengue, chikungunya e Zika são arboviroses transmitidas pelo mosquito 

Aedes aegypti L. (Diptera: Culicidae), que é uma espécie invasora de maior 

sucesso no mundo (COSME et al., 2020). Por impactar à saúde de muitas 

pessoas, representando um ônus social e econômico, tentativas de erradicação 

desse vetor são realizadas ao longo dos anos (NDII et al., 2021). O controle do 

A. aegypti na fase larval é uma ferramenta importante para diminuir as infecções 

transmitidas por este vetor. Para isso, produtos químicos sintéticos, como os 

piretroides, têm sido utilizados como principal estratégia para controlar a 

disseminação de larvas e mosquitos (YANG et al., 2020). No entanto, apesar de 

sua eficácia no combate ao A. aegypti, estudos têm demonstrado que o uso 

contínuo desses agentes químicos tem gerado insetos resistentes, sendo 

necessária a utilização de métodos alternativos, como o emprego de óleos 

essenciais (OEs) com efeito larvicida (AZEEM et al., 2019; MENDES et al., 2017; 

SMITH et al., 2016). 

A espécie Psidium cattleyanum S. (CAT) pertence à família Myrtaceae e 

é conhecida popularmente como araçazeiro, produzindo frutos denominados 

como goiaba morango ou araçá (CASTRO et al., 2015). Essa espécie é nativa 

do Brasil e possui importância comercial, que é atribuída aos seus frutos 

utilizados na indústria alimentícia (PEREIRA et al., 2018; SANTOS et al., 2007). 

Além disso, CAT apresenta atividades antioxidantes, antifúngicas e 

antimicrobianas (CASTRO et al., 2015; MEDINA et al., 2011; SCUR et al., 2016). 

Essas bioatividades têm sido atribuídas principalmente aos altos níveis de 

compostos fenólicos, minerais, ácidos graxos, açúcares, carotenoides e aos OEs 

(PEREIRA et al., 2018). Embora não existam publicações sobre a atividade 

larvicida da CAT em A. aegypti, o OE de suas folhas provavelmente apresenta 

esse efeito, uma vez que outras espécies do mesmo gênero, como Psidium 

guajava L., possuem atividade larvicida promissora (MENDES et al., 2017).  

Apesar do efeito larvicida em A. aegypti estar presente em diversos OEs, 

eles têm baixa solubilidade em água, são voláteis e instáveis na presença de 

calor, luz e oxigênio (MOSSA, 2016). Para superar essas limitações, tecnologias 

têm sido desenvolvidas, ampliando assim suas potenciais aplicações. Dessa 

forma, é possível produzir complexos de inclusão (CIs) dos OEs com 
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oligossacarídeos cíclicos, sendo as ciclodextrinas as mais frequentemente 

utilizadas (JANSOOK et al., 2018). A 2-hidroxipropil-beta-ciclodextrina (HPβCD), 

que é derivada do amido, possui alta solubilidade em água e têm sido utilizada 

para a preparação de CI contendo OE. A síntese do CI pode ser otimizada para 

alcançar níveis de eficiência de complexação próximos a 100%. Logo, quase 

todo o OE utilizado é incorporado às cavidades da HPβCD. Para isso pode ser 

utilizado um planejamento estatístico multivariado, que é pouco utilizado na 

literatura para essa finalidade, e pode proporcionar a economia de reagentes e 

a síntese do CI contendo mais OE. 

Considerando as premissas, o objetivo desta investigação foi obter o CI 

do OE das folhas de CAT utilizando HPβCD e otimizar o processo de 

complexação. O CI foi caracterizado por diferentes técnicas analíticas e teve sua 

atividade larvicida avaliada em A. aegypti. 

2. MATERIAL E MÉTODOS 

2.1. Padrões e reagentes 

Os reagentes utilizados foram: 2-hidroxipropil-beta-ciclodextrina (HPβCD, 

Oakwood Chemical, Estill, SC, USA), álcool etílico (C2H5OH, 95%, Didática, São 

Paulo, SP, Brasil), acetonitrila (C2H3N, 99,9%, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, 

USA), dimetilsulfóxido (DMSO, 99,9%, Neon, Suzano, SP, Brasil) e acetona 

(C3H6O, 99,5%, Alphatec).  

No preparo das soluções utilizou-se água tipo 1, obtida pelos sistemas 

Milli-Q (Millipore Corporation) e PURELAB (PURELAB Ultra MK2). 

2.2. Coleta e extração do óleo essencial das folhas de P. cattleyanum 

As plantas de P. cattleyanum fazem parte de uma coleção que se encontra 

em campo no Centro de Ciências Agrárias e Engenharias da Universidade 

Federal do Espírito Santo (CCAE/UFES). As amostras vegetais foram coletadas 

em julho de 2020 às 9h da manhã no município de Alegre, no estado do Espírito 

Santo, situado na latitude sul (20º 45’), longitude oeste (41º 31’) e altitude de 254 

metros. 
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A Psidium cattleyanum Sabine foi obtida de plantas adultas no Viveiro 

Frucafé, certificado pelo Ministério da Agricultura do Brasil 

(http://sistemas.agricultura.gov.br/). Uma amostra de P. cattleyanum foi coletada, 

seca e depositada no herbário RB do Jardim Botânico do Rio de Janeiro 

(RB00887264, encurtador.com.br/auwAO). 

Foram realizadas coletas em torno da copa utilizando folhas que estavam 

entre jovens e velhas. O material foi armazenado em sacos de papel e as folhas 

foram secas à sombra e em temperatura ambiente (~25 °C) por cerca de uma 

semana. Em seguida, as folhas foram armazenadas em freezer a -9 ºC até a 

extração do OE. 

O OE foi obtido através de hidrodestilação em aparelho Clevenger, 

durante quatro horas de extração, de acordo com a metodologia recomendada 

pela Farmacopeia Brasileira para óleos voláteis (SOUSA, 2019). Nas extrações, 

realizadas várias vezes, foram utilizadas cerca de 100 g de folhas secas em 

aproximadamente 1500 mL de água tipo 1 (PURELAB Ultra MK2) em balão de 

fundo redondo de 2000 mL. Os vapores de água e OE se misturaram e, após o 

resfriamento, ocorreu a condensação das moléculas, que foram separadas por 

diferença de solubilidade e densidade. A mistura de OE e água foi colocada em 

eppendorf, centrifugada à 10000 rpm por 10 min e o OE foi removido com 

micropipeta e armazenado em freezer a -20 ºC, protegido de luminosidade. 

2.3. Determinação da densidade absoluta e rendimento da extração do óleo 

essencial 

A densidade absoluta do OE foi determinada através do picnômetro de 10 

mL. Foram pesadas as massas do picnômetro vazio e seco, contendo água e 

com o OE. O cálculo da densidade foi realizado utilizando a Equação 1. 

d = m2 - m1
m3 - m1

 x (dágua - dar) + dar                   (Eq. 1) 

 Sendo: d = densidade absoluta do OE (g cm-3); m1 = massa do picnômetro 

seco e vazio (g); m2 = massa do picnômetro com o OE (g); m3 = massa do 

picnômetro com água tipo 1 (Millipore Corporation) (g); dágua = densidade da 

água a 25 °C (9,97 x 10-1 g cm-3); dar = densidade do ar (1,18 x 10-1 g cm-3). 
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O rendimento das extrações do OE foi determinado, em triplicata, pela 

razão entre a massa do OE extraído e da massa da planta seca, de acordo com 

a Equação 2. Foi utilizada balança analítica (ATX224, Shimadzu, São Paulo) com 

quatro casas decimais. 

Rendimento (%) = massa do óleo essencial (g)
massa da planta seca (g)

 x 100%                  (Eq. 2) 

2.4. Perfil cromatográfico do óleo essencial 

 As análises qualitativa e semiquantitativa dos constituintes do OE das 

folhas e do OE extraído do CI otimizado foram realizadas utilizando a 

cromatografia a gás acoplada à espectrometria de massas (GCMS-QP2010 

Ultra, Shimadzu, Kyoto, Japão) de acordo com a metodologia de Mendes et al. 

(2017). Essas análises foram realizadas no Departamento de Química da 

Universidade Federal de Viçosa (UFV). Para essas caracterizações, as 

seguintes condições foram adotadas: o gás arraste utilizado foi o He com fluxo 

e velocidade linear de 1,80 mL min-1 e 48,40 cm seg-1, respectivamente; a 

temperatura do injetor foi de 220 °C na razão split de 1:10; coluna capilar de 

sílica fundida (30 m x 0,25 mm); fase estacionária SLB®-5MS (0,25 μm de 

espessura do filme); a temperatura do forno teve a seguinte programação: 

temperatura inicial de 40 °C, a qual permaneceu por 2 min e em seguida a 

temperatura foi aumentada gradativamente a 3 °C min-1 até atingir 240 ºC, em 

que permaneceu por 5 min, tendo um tempo total de análise de 73,67 min; a 

temperatura utilizada no detector foi de 240 °C. A amostra utilizada foi retirada 

do vial em um volume de 1 μL de uma solução de 1% de OE em acetonitrila. 

Além disso, o OE extraído do CI otimizado foi caracterizado por 

cromatografia nas mesmas condições a fim de identificar os compostos 

complexados. 

A identificação dos componentes dos OEs foi realizada pela comparação 

dos espectros de massas obtidos com os disponíveis no banco de dados da 

espectroteca (Wiley 7, NIST 05 e NIST 05s) e pelo índice de retenção (IR). Para 

o cálculo do IR, foi utilizada uma mistura de alcanos saturados C7-C40 (Supelco, 

St. Louis, MO, Estados Unidos) submetida sob as mesmas condições 

cromatográficas do OE e foi obtido o tempo de retenção ajustado de cada 
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composto. Em seguida, os índices de retenção calculados foram comparados 

com os da literatura (ADAMS, 2007; EL-SAYED, 2019; LINSTROM; MALLARD, 

2018).  

O percentual relativo de cada composto do OE foi calculado através da 

razão entre a área integral dos picos e a área total de todos os constituintes da 

amostra com área relativa acima de 5%.  

2.5. Preparação dos complexos de inclusão  

 Os CIs foram obtidos pelo método de maceração seguindo a metodologia 

de Mendes et al. (2022), com algumas adaptações. Os CIs foram obtidos pela 

variação das proporções molares do OE e da HPβCD e dos tempos de 

maceração. Esses parâmetros foram obtidos através do delineamento composto 

central rotacional (DCCR) com fatorial 2^2, contendo 4 pontos no cubo, 4 pontos 

axiais e 5 pontos centrais para melhor estimativa de erro (Fig. 1). A distância 

entre cada ponto axial e o ponto central, ou seja, o alfa (α) é 1,41421. A Tabela 

1 mostra os 13 experimentos obtidos a partir do DCCR, além dos fatores 

codificados e decodificados (Eq. 3) em que k é o número de fatores. ∝ = (2k)1/4                                               (Eq. 3) 

 

Figura 1. Modelo de planejamento composto central rotacional (DCCR) com 

fatorial 2^2 contendo 4 pontos no cubo, 4 pontos axiais e 5 pontos centrais. 

Fonte: O autor. 
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Tabela 1. Delineamento experimental realizado para otimizar a quantidade de 

óleo essencial de Psidium cattleyanum complexado em HPβCD. 

Tratamento 

Variáveis codificadas* Variáveis decodificadas 

V
etanol

 (μL)
b
 

X1 X2 
OE:HPβCD 

(mol)
a
 

Tempo de 

maceração 

(min.) 

1 +1 +1 1,4 : 1 38,4 192 

2 -1 +1 1 : 1,4 38,4 384 

3 -1 -1 1 : 1,4 7,0 384 

4 (+1,41) 0 2 : 1 22,5 136 

5 0 0 1 : 1 22,5 272 

6 (-1,41) 0 1 : 2 22,5 545 

7 0 0 1 : 1 22,5 272 

8 0 0 1 : 1 22,5 272 

9 0 0 1 : 1 22,5 272 

10 0 0 1 : 1 22,5 272 

11 0 (+1,41) 1 : 1 45,0 272 

12 0 (-1,41) 1 : 1 0,0 272 

13 +1 -1 1,4 : 1 7,0 192 
aProporção molar de óleo essencial e HPβCD, respectivamente; bVolume de etanol (95%) 

correspondente a 2 mmol mL-1 de HPβCD.  

*(-1) = nível inferior, (0) = nível médio, (+1) = nível superior e α = (+/-1,41); X1 = OE:HPβCD (mol) 

e X2 = tempo de maceração (min.). 

 Inicialmente a mistura de OE e HPβCD foi manualmente misturada sob 

pressão por 5 min utilizando almofariz e pistilo, em seguida foi adicionado o 

etanol e macerado pelos tempos apresentados na Tabela 1. Para avaliar a 

melhor condição de preparo do CI, a eficiência de complexação (EC) foi 

determinada por espectroscopia na região do UV-Vis, de acordo com a 

metodologia descrita a seguir. A partir das respostas foi obtida uma superfície de 

resposta através do software Desing-Expert®. O complexo ideal foi preparado 

em triplicata a partir do resultado da otimização da proporção molar e do tempo 

de maceração.  
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2.6. Caracterização do complexo de inclusão 

2.6.1. Curva analítica  

 Para determinar a eficiência de complexação foi obtida uma curva 

analítica do OE utilizando um espectrofotômetro UV-Vis (Cary 8454, Agilent 

Technologies, EUA). Essas análises foram realizadas no Departamento de 

Química da Universidade Federal de Viçosa (UFV). O equipamento utilizado 

possui resolução de 1 nm e foram utilizadas cubetas de quartzo com 1 cm de 

caminho óptico. As análises foram feitas no modo de varredura na faixa de 190 

a 1100 nm. 

 Para essa análise foram preparadas, em triplicata, dez soluções padrão 

com concentrações crescentes do OE em acetonitrila (2,03 a 20,3 μg mL-1). 

Foram obtidos os valores de absorbâncias em 193 nm para construção da curva, 

cujos pontos foram submetidos a regressão linear pelo Método dos Mínimos 

Quadrados. Foram realizadas leituras em duplicata no espectrofotômetro.  

 A fim de quantificar a concentração do OE removido dos CIs, 25 mg dos 

materiais foram dissolvidos em 50 mL de acetonitrila 99,9% e o sistema foi 

mantido ao abrigo de luz a 580 rpm em mesa agitadora (SL-90/6, Solab, São 

Paulo) por 48 h. Esse procedimento foi realizado em triplicata e adaptado de Hill; 

Gomes; Taylor (2013). Na sequência, as amostras foram centrifugadas em 

centrífuga (206-R, Fanem, São Paulo) a 2857 rpm por 15 min a 25 ºC para 

decantar a HPβCD, deixando apenas o OE solúvel em acetonitrila. As soluções 

contendo o óleo em solvente foram submetidas a análise UV-Vis, monitorando-

se 193 nm. As concentrações do OE (mg mL-1) foram obtidas pela curva 

analítica, sendo possível determinar as massas de OE extraídas. As eficiências 

de complexação (ECs) foram determinadas utilizando a Equação 4: 

EC (%) = OEext (mg)
OEadic (mg)

 x 100%      (Eq. 4) 

Em que OEext é a massa do OE extraído do CI (mg) e OEadic é a massa 

do OE adicionada no início do processo de complexação (mg). 

A partir dos resultados de EC, determinou-se como o CI deveria ser 

preparado a fim de obter um produto otimizado, e este foi preparado, 
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caracterizado com as demais técnicas analíticas descritas a seguir e aplicado 

contra larvas de A. aegypti.  

 Também foi construída uma curva analítica do OE em solução aquosa de 

DMSO 1% (v v-1), para avaliação da liberação controlada. Para essa análise 

foram preparadas, em triplicata, nove soluções padrão com concentrações 

crescentes do OE em solução aquosa de DMSO 1% (1,00x10-1 a 1,60 mg mL-1). 

Foram obtidos os valores de absorbâncias em 232 nm para construção da curva, 

cujos pontos foram submetidos a regressão linear pelo Método dos Mínimos 

Quadrados. Foram realizadas leituras em duplicata no espectrofotômetro.  

2.6.2. Análise termogravimétrica 

 A medida da estabilidade térmica foi realizada por meio de análise 

termogravimétrica (TGA) com auxílio de um analisador térmico DTG (60H, 

Shimadzu, Japão). Cerca de 4 mg da HPβCD, do OE e do CI otimizado foram 

pesados em microbalança analítica (Mettler Toledo, XP26, Brasil). Em seguida, 

as amostras foram colocadas, individualmente, em cadinho de alumina e 

aquecidas na faixa de temperatura de 30 a 450 °C em uma razão de 

aquecimento de 10 °C min-1, com tempo total de análise de cerca de 45 min. Foi 

utilizada atmosfera inerte de nitrogênio com fluxo de 50 mL min-1. Essa análise 

foi realizada no Laboratório de Embalagens (LABEM) do Departamento de 

Tecnologia de Alimentos da UFV. 

2.6.3. Avaliação da estabilidade térmica do complexo de inclusão 

 O CI otimizado e o OE foram aquecidos, em uma placa de porcelana, em 

um forno (42E, Philco) pré-aquecido por 30 min a 180 °C por 10 min. 

Posteriormente foi realizada, em duplicata, a análise por FTIR do CI e do OE e 

espectroscopia UV-Vis do OE extraído do CI para comprovar a proteção térmica.  

2.6.4. Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier 

 A HPβCD, o OE, o CI otimizado e o OE e CI, ambos aquecidos 

previamente a 180 °C (item 2.6.3), foram submetidos às análises de 

espectroscopia na região do infravermelho com transformada de Fourier (FTIR). 

Essa análise foi realizada no Departamento de Química da Universidade Federal 
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de Viçosa (UFV). O OE aquecido foi volatilizado, gerou-se um resíduo sólido e a 

este foi adicionada uma gota de acetona. A solução foi levada ao FTIR e a após 

a volatilização do solvente foi realizada a leitura, com o branco sendo acetona. 

 Foi utilizado um espectrofotômetro de reflectância total atenuada (ATR) 

com cristal de germânio (Nicolet 6700, Thermo Scientific, Waltham, MA, EUA) 

na região de 4000 a 700 cm-1, com 32 varreduras e resolução espectral de 4 cm-

1. 

2.6.5. Análise de tamanho, índice de polidispersão e potencial Zeta por DLS 

 Por meio da técnica de espalhamento dinâmico de luz (DLS) foram 

realizadas as medidas de tamanho, índice de polidispersão (PDI) e potencial 

Zeta (PZ) da HPβCD e do CI otimizado. Para isso, foi utilizado o Zetasizer Nano 

ZS (Zen 3600, Malvern Instruments, Reino Unido), uma célula DTS 1070 com 

dois eletrodos, sem a presença de bolhas de ar e na temperatura de 25 °C. As 

amostras foram diluídas em água tipo 1 (Millipore Corporation), com pH igual a 

6,0, até a concentração de 1 mg mL-1. Essa análise foi realizada no LABEM do 

Departamento de Tecnologia de Alimentos da UFV. 

2.6.6. Difratometria de raios X 

 O padrão de difração de raios X (XRD) da HPβCD e do CI otimizado foi 

obtido a partir de um difratômetro de raios X (D8-Discover, Bruker, Alemanha). 

Foi utilizado um alvo de cobre com Kα com comprimento de onda de 1,5418 Å, 

tensão de aceleração de 40 kV e corrente do filamento de 40 mA. A taxa de 

varredura foi de 0,05 seg-1 no intervalo de 5 a 60°. Essa análise foi realizada no 

Laboratório de Difração e Espalhamento de Raios X do Departamento de Física 

da UFV. 

2.7. Liberação controlada 

 A liberação in vitro do OE da CAT complexado na HPβCD foi realizada 

utilizando uma membrana de diálise (14 kDa, Sigma Aldrich, Taufkirchen, 

Alemanha), de acordo com a metodologia de Babaoglu et al. (2017). Os meios 

de liberação foram solução aquosa de DMSO 1% (v v-1) e acetonitrila. Duas 

avaliações foram realizadas: (1) 400 mg do CI foi disperso em 1,00 mL de 
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solução aquosa de DMSO 1% (v v-1) e (2) 100 mg do CI foi solubilizado em 1,00 

mL de água. Essas soluções foram colocadas nas membranas, que foram 

fechadas e submersas nos meios contendo 135 mL de uma solução aquosa de 

DMSO 1% (400 mg) para (1), e outro com 135 mL de acetonitrila (100 mg) para 

(2). O sistema foi submetido a agitação de 200 rpm por 59 h à temperatura 

ambiente (~28 °C). Em determinados intervalos, alíquotas de 2,00 mL foram 

coletadas para medição espectrofotométrica e em seguida foram devolvidas à 

solução original. Os comprimentos de onda de 232 e 193 nm foram monitorados, 

respectivamente, nas soluções aquosas de DMSO 1% para (1), e acetonitrila 

para (2). Os experimentos foram realizados em duplicata. 

 Posteriormente, o CI retido no interior da membrana da solução de 

acetonitrila foi colocado em 50 mL de acetonitrila para quantificar o OE removido 

do CI, conforme a metodologia do item 2.6.1.  

2.8. Atividade larvicida 

A atividade larvicida do OE da CAT e do CI foi realizada com larvas de A. 

aegypti de quarto instar (L4) (PPCampos strain, Campos dos Goytacazes, RJ) 

obtidas a partir de uma colônia de sucessivas gerações mantidas no insetário do 

Departamento de Biologia Geral da UFV. Os ovos foram eclodidos e as larvas 

mantidas em água declorada, sendo alimentadas diariamente com ração de 

tartaruga (Reptolife, Alcon Pet, Camboriú, SC), sob temperatura controlada 

(28±3 °C) e fotoperíodo de 12 h até L4, sendo este o tamanho ideal para a 

realização dos ensaios de ação larvicida, de acordo com Consoli; Oliveira (1994) 

e WHO (2005). 

Os experimentos larvicidas foram realizados com 25 larvas por 

tratamento. Todos os ensaios foram feitos com cinco repetições em incubadora, 

sob condições controladas (28±3 °C; fotoperíodo de 12 h). 

Para os experimentos com o OE da CAT foram preparadas soluções 

aquosas com DMSO 1% (v v-1) nas concentrações: 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 

100, 110 e 120 µg mL-1, com o total de 10 tratamentos. As larvas foram 

separadas com auxílio da pipeta de Pasteur e, posteriormente, foram distribuídas 

em recipientes de vidro contendo 50 mL das diluições. Nesse experimento, o 

controle negativo foi com solução aquosa de DMSO 1% (v v-1).  
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O experimento com o CI foi realizado adicionando-o em água e o controle 

negativo foi somente HPβCD em água. As concentrações adotadas foram: 40, 

60, 80, 100, 120, 140, 160, 180 e 200 µg mL-1, com o total de 9 tratamentos.  

Os ensaios com o controle negativo foram realizados simultaneamente 

com os experimentos, utilizando cinco repetições. A verificação da mortalidade 

foi realizada 24 h após o início de cada ensaio. Foram consideradas mortas as 

larvas que não apresentaram movimento ou não responderam aos estímulos 

com a pipeta de Pasteur. 

2.9. Análise estatística  

 A obtenção dos parâmetros estatísticos, como: análise de variância, 

regressão linear e delineamento experimental da otimização no processo de 

complexação foi realizada utilizando o Programa Minitab, versão 17. A superfície 

de resposta foi obtida pelo Programa Design Expert, versão 11. Para encontrar 

os valores da concentração letal média para matar 50% da população (CL50) e 

para matar 90% da população (CL90) das larvas de A. aegypti, foi utilizado o 

modelo Probit com distribuição normal a 95% de significância utilizando o 

Programa SAS (“SAS Institute”, 2008). 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 Para caracterização físico-química do OE determinou-se o rendimento da 

extração e densidade. O rendimento do OE obtido das folhas da CAT foi de 

0,79% (m m-1) e densidade de 0,9247 g cm-3. Outros trabalhos encontraram 

rendimentos similares para os OEs das folhas da mesma planta: 0,8% (ADAM et 

al., 2011) e 0,51% (PINO et al., 2004). Ao comparar o rendimento do OE da CAT 

com o da P. guajava, espécie com maior relevância comercial do gênero, 

percebe-se que P. cattleyanum possui maior quantidade de OE nas folhas. Os 

rendimentos dos OEs das folhas da P. guajava são em torno de 0,3% (m m-1) 

dependendo da cultivar avaliada (MENDES et al., 2017; SOUZA et al., 2017). A 

utilização de outras Psidium além da P. guajava é agronomicamente favorável, 

pois contribui para o desenvolvimento da espécie e exploração do OE, 

agregando valor à cultura e tornando-a mais sustentável. Isso porque pode-se 
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aproveitar o material vegetal que, eventualmente, é desperdiçado nas podas 

para o manejo da produção da planta no cultivo comercial. 

 Foram identificados seis compostos presentes no OE da CAT, sendo 

mono e sesquiterpenos hidrocarbonetos e oxigenados (Fig. 2 e Tabela 2). 

Majoritariamente foram encontrados sesquiterpenos (60,1%) e o principal 

composto foi o β-cariofileno (34,2%). Outros autores que identificaram o perfil 

cromatográfico do OE das folhas da CAT também observaram 

predominantemente sesquiterpenos (ADAM et al., 2011; ALVES et al., 2022; 

CASTRO et al., 2015; CHALANNAVAR et al., 2013; PINO et al., 2004). Apesar 

de pertencerem à mesma classe terpênica, os trabalhos, citados anteriormente, 

demonstraram que os OEs da CAT têm compostos majoritários bastante 

distintos dos encontrados. Isso pode ser justificado pelas plantas apresentarem 

variações intraespecíficas, influenciadas por fatores fenológicos, sua idade de 

desenvolvimento, localização de plantio, condições de cultivo, tipo de extração 

do OE, entre outros fatores (MENDES et al., 2018; SEFIDKON; ABBASI; 

KHANIKI, 2006; SIFOLA; BARBIERI, 2006; SOUZA et al., 2017).  

 

Figura 2. Cromatograma do óleo essencial da espécie Psidium cattleyanum com 

as estruturas químicas dos compostos identificados. 1) α-pineno; 2) limoneno; 3) 

1,8-cineol; 4) β-cariofileno; 5) α-humuleno; 6) óxido de cariofileno. 
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 De acordo com Tao et al. (2014), os CIs utilizando a β-ciclodextrina (βCD) 

são comumente empregados na indústria farmacêutica, pois devido ao seu 

grande diâmetro interno e profundidade da cavidade, permite a complexação de 

medicamentos com massa molar entre 200 e 800 g mol-1. Sendo assim, os 

sesquiterpenos poderiam ser melhor complexados do que os monoterpenos 

(Tabela 2).   

Tabela 2. Identificação dos compostos presentes no óleo essencial da espécie 

Psidium cattleyanum. 

n Compostoa IRcalb IRtabc Arel (%)d 

Massa 

molar  

(g mol-1) 

Classificação 

terpênicae 

1 α-pineno 929 932 10,0 136,24 MH 

2 limoneno 1024 1024 14,9 136,24 MH 

3 1,8-cineol 1027 1026 9,7 154,25 MO 

4 β-cariofileno 1419 1417 34,2 204,36 SH 

5 α-humuleno 1452 1452 9,3 204,36 SH 

6 
óxido de 

cariofileno 
1584 1582 16,6 220,36 SO 

 Total identificado   94,7   
aCompostos majoritários listados na ordem de eluição utilizando coluna Rtx®-5MS. bÍndice de 

retenção calculado através de dados obtidos por amostra de n-alcanos saturados (C7-C40). 
cÍndice de retenção tabelado (ADAMS, 2007; EL-SAYED, 2016; NIST, 2011). dCompostos com 

área relativa > 5% foram identificados. eClassificação terpênica: Monoterpeno hidrocarboneto 

(MH), monoterpeno oxigenado (MO), sesquiterpeno hidrocarboneto (SH), sesquiterpeno 

oxigenado (SO). 

 Outro parâmetro que pode ser avaliado para inferir quais compostos 

podem ter maior facilidade de complexação é o diâmetro do composto hóspede 

e da cavidade do hospedeiro. Considerando que as distâncias das ligações C-

C, C=C e C≡C são 1,54; 1,33 e 1,20 Å, respectivamente, é possível calcular o 

diâmetro aproximado dos compostos presentes no OE da CAT (LEAL et al., 

2010). Os diâmetros encontrados para os compostos da Tabela 2 variam de 6,16 

a 10,57 Å, aproximadamente. Considerando que o diâmetro da cavidade da 

HPβCD está entre 6,0 e 6,5 Å, alguns compostos precisariam de mais uma 

molécula de HPβCD para serem totalmente protegidos na cavidade e os 
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monoterpenos teriam maior facilidade de complexação devido ao menor 

tamanho (VARAN et al., 2017).  

 Além disso, outro parâmetro importante consiste na polaridade da 

molécula hóspede, que também deve ser considerada. A cavidade do 

hospedeiro (HPβCD) é mais apolar do que a sua superfície, portanto, possui 

maior afinidade por moléculas mais apolares. No entanto, é importante ressaltar 

que apenas a parte lipofílica da molécula pode se encaixar na cavidade 

(JANSOOK; OGAWA; LOFTSSON, 2018; MARQUES, 2010). 

 Dessa forma, quanto menor a molécula hóspede, melhor é a sua 

complexação, desde que haja semelhança entre a polaridade da molécula 

complexada e a HPβCD.  

3.1. Otimização do preparo de complexos de inclusão 

 O método de maceração pode ser considerado o mais comum para formar 

CI, sendo bastante simples, fornece um bom rendimento e possui baixo custo de 

produção (PATIL et al., 2010). Na Figura 3 são apresentados os resultados de 

13 ensaios empregando o planejamento multivariado composto central 

rotacional (Tabela 1). Os ensaios foram realizados baseados em razões molares 

(OE:HPβCD) comumente utilizadas por outros autores. Porém, geralmente, a 

estequiometria molar entre hóspede e hospedeiro utilizando ciclodextrina é de 

1:1 (CIOBANU; LANDY; FOURMENTIN, 2013; FLORENCE; ATTWOOD, 2003; 

GALVÃO et al., 2019; HERRERA et al., 2019; KFOURY et al., 2019; 

MAGALHÃES et al., 2020; MARRETO et al., 2008; PANDIYAN; MATHEW; 

MUNUSAMY, 2019). Outro parâmetro avaliado foi o tempo de maceração para 

o processo de complexação. Não há registros de trabalhos que utilizem a 

variação desse parâmtero, sendo geralmente utilizado o tempo em torno de 50 

min (BABAOGLU et al., 2017; KAMIMURA et al., 2014; TEIXEIRA et al., 2013).  

Pode-se observar na Figura 3 que o tempo de maceração é uma variável 

fundamental na otimização do processo de produção dos CIs, alcançando alta 

EC, gerando economia de reagentes e tempo para obtenção. Como observado 

no ensaio 12, tanto não macerar (mistura física), quanto macerar por maior 

tempo, como observado no ensaio 11, mantendo a proporção molar, são 

insuficientes para um processo com os mais altos valores de EC do OE da CAT 

em HPβCD. 
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Figura 3. Resultado do delineamento experimental realizado para otimização da 

eficiência de complexação do óleo essencial de Psidium cattleyanum em 

HPβCD.  

1) OE:HPβCD (1,4:1), tempo de maceração: 38,4 min; 2) OE:HPβCD (1:1,4), tempo de 

maceração: 38,4 min; 3) OE:HPβCD (1:1,4), tempo de maceração: 7 min; 4) OE:HPβCD (2:1), 

tempo de maceração: 22,5 min; 5/7-10) OE:HPβCD (1:1), tempo de maceração: 22,5 min; 6) 

OE:HPβCD (1:2), tempo de maceração: 22,5 min; 11) OE:HPβCD (1:1), tempo de maceração: 

45 min; 12) OE:HPβCD (1:1), tempo de maceração: 0 min; 13) OE:HPβCD (1,4:1), tempo de 

maceração: 7 min.        

 Os ensaios 5, 7, 8, 9 e 10 são o ponto central com as repetições 

(proporção molar 1:1 e tempo de maceração 22,5 min) e geraram CIs com 

eficiência de complexação superior a 80%. O ensaio 2, proporção molar 1:1,4 

(OE:HPβCD) e tempo de maceração 38,4 min, também apresentou alta 

eficiência de complexação. 

Trabalhos que utilizaram a maceração para formar CI do analito com a 

HPβCD, obtiveram eficiência de 78% (KAMIMURA et al., 2014; TEIXEIRA et al., 

2013) e 97% (BABAOGLU et al., 2017) no processo de preparação. No entanto, 

apesar da alta eficiência obtida pelos autores, o método pode ser otimizado 

através da variação dos parâmetros avaliados neste trabalho. 
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 Através dos resultados de EC obtidos, foi possível construir a superfície 

de resposta (Fig. 4). A equação da regressão do modelo quadrático foi Ŷ = 33,31 

+ 3,94P + 4,003T - 3,615P2 - 0,06882T2, com R2ajustado = 0,9393 e Fajuste = 0,010. 

Todos os coeficientes (β) foram significativos (βproporção = 0,010; βtempo = 0,000; 

βproporção x proporção = 0,004; βtempo x tempo = 0,000) à α = 0,05. 

 

Figura 4. Superfície de resposta da otimização da eficiência de complexação 

com a equação do modelo de regressão e coeficientes à α = 0,05. 

Os maiores valores de eficiência apresentam coloração vermelha e os 

menores azul. As condições para obter a melhor EC na preparação do CI a partir 

do OE da CAT foram preditas pelo software Minitab. A otimização obtida foi de 

utilizar a razão molar OE:HPβCD de 1:1,14 e macerar por 30 min. Os CIs foram 

produzidos nessas condições e caracterizados com as técnicas analíticas 

descritas a seguir. 

3.2. Eficiência de complexação 

Para verificar a eficiência de complexação, foi obtida a curva analítica do 

OE da CAT a partir de um espectrofotômetro UV-Vis (Fig. 5). Os grupos de 

átomos que absorvem na região do UV-Vis em espectroscopia são chamados 
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de cromóforos. Considerando que o OE é formado por uma mistura complexa de 

compostos, a absorbância dos compostos presentes no OE da CAT foi 

quantificada por essa técnica analítica. O comprimento de onda de máxima de 

absorção ocorre em 193 nm e este foi adotado para identificar e quantificar o OE 

extraído do CI. A curva analítica é mostrada como insert da Fig. 5 e a equação 

da regressão linear obtida foi y = 53,024x + 0,03732, com R2ajustado = 0,9976 e 

Fajuste = 0,591 (p<0,05). A EC do CI otimizado foi de (94,9 ± 1,7)%. A alta 

eficiência está relacionada a proporção de OE da CAT e HPβCD otimizada, além 

do tempo ideal de maceração, pois considerando a alta volatilidade e 

instabilidade do OE, macerar por muito tempo pode contribuir para a degradação 

dos compostos. 

 

Figura 5. Espectro de absorção no UV-Vis de soluções padrão do óleo essencial 

(OE) da Psidium cattleyanum em acetonitrila (2,03 a 20,3 μg mL-1) e do OE 

removido do complexo de inclusão. Como insert está a curva analítica do OE em 

acetonitrila (λmáx = 193 nm). 

O OE extraído do CI otimizado também foi submetido à análise 

cromatográfica para caracterização dos compostos complexados (Fig. 6). Ao 

comparar a Fig. 6 com a Fig. 2, observa-se que os compostos majoritários do 

OE estão presentes no CI. Do ponto de vista qualitativo, a similaridade dos 
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cromatogramas do OE e do OE extraído do CI evidenciam a capacidade da 

HPβCD em aprisionar compostos hidrofóbicos nas cavidades. 

 

Figura 6. Cromatograma do óleo essencial da espécie Psidium cattleyanum 

extraído do complexo de inclusão com a HPβCD. 1) α-pineno; 2) limoneno; 3) 

1,8-cineol; 4) β-cariofileno; 5) α-humuleno; 6) óxido de cariofileno. 

Marreto et al. (2008) fizeram a extração dos compostos complexados em 

HPβCD e também observaram semelhanças entre os cromatogramas do OE 

(Lippia gracilis) e do OE extraído do CI. No trabalho citado anteriormente foi dado 

destaque a eficiência do oligossacarídeo HPβCD em complexar os compostos 

terpênicos. 

3.3. Caracterização dos complexos de inclusão 

3.3.1. Estabilidade térmica 

 As curvas termogravimétricas para o OE, HPβCD e CI são apresentadas 

na Fig. 7. A curva do OE apresenta perda de massa em um evento contínuo com 

a volatilização e degradação ocorrendo a partir de 30 °C, tendo o máximo de 

degradação em 142 °C. Em 170 °C, o OE é totalmente degradado (Fig. 8b).  



105 

 

 

 Pode-se ver na Tabela 3 as perdas de massa da HPβCD (Fig. 8a) e do CI 

(Fig. 8c) que foram divididas em dois eventos: O primeiro pode ser atribuído à 

perda de água que está na superfície e nas cavidades do material (Δm1) e o 

segundo com grande perda de massa, representando a decomposição completa 

do material (Δm2). 

 

Figura 7. Curvas termogravimétricas da HPβCD, do óleo essencial da espécie 

Psidium cattleyanum (OE) e do complexo de inclusão (CI). 

 O CI não apresentou perda de massa entre 110 e 170 °C, o que sugere 

que compostos do OE não foram complexados na parte externa. O máximo de 

degradação da HPβCD e do CI foi 349 e 357 °C, respectivamente, apresentando 

grande estabilidade térmica do oligossacarídeo e proteção do OE no CI. A perda 

de massa da água (Δm1) é um pouco maior para HPβCD em comparação ao CI, 

o que sugere que houve a substituição das moléculas de água dentro da 

cavidade HPβCD por um material hidrofóbico, como o OE.  

 Outra avaliação da estabilidade térmica do OE complexado foi verificada 

através do aquecimento do CI à 180 °C e quantificação por espectroscopia no 

UV-Vis (Fig. 9). Essa temperatura foi selecionada a partir do resultado da TGA, 

para garantir a completa volatilização do OE.  

 Após o aquecimento do CI à 180 °C, o OE foi totalmente protegido pela 

HPβCD, pois a curva do OE removido se sobrepôs a curva representada em 
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vermelho na Figura 10. Segundo HILL; GOMES; TAYLOR (2013) a HPβCD 

apresenta um pico endotérmico em torno de 300 °C referente a fusão e 

decomposição térmica da ciclodextrina. Assim, o aquecimento utilizado não 

ultrapassa à temperatura de degradação da HPβCD, que consegue proteger o 

OE. Por outro lado, o OE aquecido à 180 °C foi volatilizado restando apenas um 

resíduo no fundo da placa de porcelana.   

Figura 8. Curva termogravimétrica com derivada: a) HPβCD; b) óleo essencial 

da espécie Psidium cattleyanum; c) complexo de inclusão. 

Tabela 3. Perda de massa da HPβCD e do complexo de inclusão otimizado (CI). 

Amostra 
Δm1 (%)a 

0-110 °C 

Δm2 (%)b 

180-400 °C 

HPβCD 6,9 79,4 

CI 6,7 84,1 

Variação de massa: aperda de água e bdegradação da HPβCD ou do complexo de inclusão.  
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Figura 9. Placa de porcelana antes e depois de ser aquecida à 180 °C por 10 

min. contendo o óleo essencial da espécie P. cattleyanum e o complexo de 

inclusão. 

Fonte: O autor. 

 Os resultados obtidos demonstram que para superar a limitação da 

volatilização e degradação do OE a baixas temperaturas, o OE deve ser 

complexado em HPβCD, ampliando assim seu uso potencial. 

 

Figura 10. Espectro de absorção no UV-Vis do OE removido do complexo de 

inclusão (CI) e do CI aquecido a 180 °C.  
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3.3.2. Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier 

 Os espectros de FTIR da HPβCD, do OE, do CI, do OE e do CI, ambos 

aquecidos a 180 ºC são mostrados na Fig. 11.  

 Essa técnica contribui para a verificação da formação do CI através da 

visualização de bandas pertencentes ao OE e a HPβCD que se apresentam 

simultaneamente no CI, indicando a interação entre hóspede e hospedeiro. 

 

Figura 11. Espectros de FTIR para a HPβCD, óleo essencial da espécie Psidium 

cattleyanum (OE), do complexo de inclusão (CI) e do CI e OE, ambos após 

aquecimento a 180 °C. 

 Em todos os espectros, observa-se a presença de uma banda larga 

representada por a, que possui número de onda de aproximadamente 3400 cm-

1 e pode ser atribuída ao estiramento da ligação O-H (BARBOSA, 2007). A 

diminuição da banda a no CI submetido ao aquecimento (180 °C) se refere a 

eliminação da água presente na amostra.  

 A banda em 2925 cm-1, presente em todos os espectros, se refere ao 

estiramento assimétrico de CH2. As bandas em 2860 e 2950 cm-1, observadas 

principalmente no OE, pertencem ao estiramento simétrico e assimétrico da 

ligação CH3, respectivamente (BARBOSA, 2007). As bandas em 2860, 2925 e 



109 

 

 

2950 cm-1 do OE submetido ao aquecimento (180 °C) tiveram maior intensidade 

quando comparado ao OE (Fig. 11). Isso pode indicar que existem maiores 

quantidades de vibrações das ligações químicas no OE aquecido do que no OE. 

Assim, devido a degradação do OE quando é aquecido outros compostos podem 

ter sido formados. 

 A banda b, em 1740 cm-1, apesar de ser uma banda fraca, possivelmente 

se refere ao estiramento da carbonila C=O. Sua baixa intensidade pode ser 

devido a sua presença ser minoritária no OE, pois este não foi identificado por 

análise cromatográfica (BARBOSA, 2007). Para o espectro do OE aquecido, a 

banda b possui número de onda em 1712 cm-1 e também se refere a banda de 

carbonila. Porém, esta banda pode ser atribuída a carbonila de outro composto 

orgânico e evidencia que houve degradação de compostos presentes no OE 

quando é aquecido. 

 A banda c em 1640 cm-1 aparece devido à deformação angular da H2O 

presente tanto no OE quanto no CI em pequena quantidade (BARBOSA, 2007). 

A banda c no CI submetido ao aquecimento foi suprimida, pois a água foi 

evaporada durante o processo.  

 A banda d, com número de onda de 1378 cm-1 representa a frequência 

vibracional da deformação angular simétrica de CH3 e está presente, 

principalmente, no OE e nos CIs (BARBOSA, 2007).  

 A banda e em 1030 cm-1 representa o estiramento da ligação C-O de éter 

cíclico e está presente no espectro da HPβCD e dos CIs. O espectro do OE não 

apresenta a banda e sugerindo que 1,8-cineol e óxido de cariofileno podem ter 

sido degradados ou volatilizados do CI, no entanto, esses compostos foram 

observados no cromatograma do OE removido do CI (Fig. 6). Assim, a técnica 

de FTIR não foi suficiente para mostrar bandas caraterísticas desses compostos 

ou eles foram complexados em menores quantidades na HPβCD e não puderam 

ser evidenciados pelo FTIR. O espectro do OE aquecido apresenta uma banda 

larga entre 900 e 1300 cm-1, representando a formação de novos compostos.   

 As bandas b, d e e confirmaram que houve interação entre o OE e a 

HPβCD. As bandas destacadas na HPβCD também foram observadas nos 

espectros de outros autores (MAGALHÃES et al., 2020; PINHEIRO et al., 2017b; 

RAKMAI et al., 2018). Apesar da menor intensidade das bandas presentes no CI 
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aquecido a 180 °C em comparação ao CI, o OE extraído foi quantificado por 

espectroscopia do UV-Vis e o resultado foi mostrado anteriormente. 

3.3.3. Análise de tamanho, índice de polidispersão e potencial Zeta por DLS 

O tamanho hidrodinâmico médio e a distribuição de tamanho (PDI - índice 

de polidispersidade) do CI e da HPβCD foram apresentados na Tabela 4.  

Tabela 4. Diâmetro hidrodinâmico da partícula, potencial Zeta e índice de 

polidispersão da HPβCD e do complexo de inclusão. 

Amostra 
Diâmetro médio da 

partícula (nm) 
Potencial Zeta (mV) 

Índice de 

polidispersão (PDI) 

HPβCD 431,9a ± 18,8 -25,1b ± 0,9 0,38a ± 0,06 

CI 440,1a ± 13,9 -40,9a ± 2,2 0,23b ± 0,01 

Letras iguais entre colunas não diferem entre si pelo teste de Tukey, à p<0,05. 

O diâmetro hidrodinâmico do CI e da HPβCD foram iguais entre si e acima 

de 400 nm. Em solução aquosa esses materiais apresentaram tendência de 

agregação, como observado por outro autor (MENDES et al., 2022). Geralmente, 

os aglomerados não ocorrem de maneira uniforme, podendo gerar variabilidade 

no tamanho dos CIs, o que justifica os valores de PDI obtidos (HILL; GOMES; 

TAYLOR, 2013; KOTRONIA et al., 2017; MIRANDA et al., 2019). Sabe-se que 

um sistema com PDI ≤ 0,1 é considerado altamente monodisperso, valores entre 

0,1 e 0,4 são moderadamente polidispersos e > 0,4 são altamente polidispersos 

(BHATTACHARJEE, 2016). Dessa forma, o CI e a HPβCD podem ser 

classificados como moderadamente e altamente polidispersos, respectivamente. 

A maior uniformidade dos tamanhos do CI é favorável, pois ele pode conter 

quantidades semelhantes do agente bioativo, como o OE, o que leva a uma 

liberação mais uniforme (KOTRONIA et al., 2017).  

O potencial Zeta é um indicador da estabilidade dos CIs em suspensão. 

Partículas com valores mais elevados em módulo (>|30| mV) representam uma 

repulsão eletrostática mais forte e, portanto, melhor estabilidade das partículas 

(MIRANDA et al., 2019). Sendo assim, o CI pode ser classificado como maior 

estabilidade em suspensão aquosa em comparação com a HPβCD.   
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3.3.4. Difratometria de raios X 

 Os resultados das análises de XRD corroboram para a confirmação da 

formação do CI e foram apresentados na Fig. 12. Quando ocorre a complexação, 

certos picos podem se deslocar e/ou aumentar a nitidez de outros já existentes, 

uma vez que a maioria das moléculas líquidas, como os OEs, não apresentam 

padrões de difração (WADHWA et al., 2017).  

 O difratograma da HPβCD e do CI apresenta as principais bandas com 2θ 

em 10° e 19°. As bandas largas são características de compostos amorfos, 

semelhante ao que foi encontrado por outros trabalhos (GAO et al., 2019b; 

MAGALHÃES et al., 2020). No entanto, o CI exibiu um pequeno estreitamento 

da banda em torno de 19° em comparação com a HPβCD, o que pode ser devido 

à formação do CI. Dessa forma, para que haja a complexação do OE deve haver 

uma organização do CI justificando a alteração no difratograma (MAGALHÃES 

et al., 2020). 

 

Figura 12. Difratograma da HPβCD e do complexo de inclusão da espécie 

Psidium cattleyanum (CI).  
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3.4. Liberação controlada  

 O estudo do perfil de liberação do OE da CAT a partir do CI foi realizado 

para estimar o tempo de liberação do OE em solução aquosa de DMSO 1% e 

em acetonitrila. O meio aquoso simula as condições empregadas no 

experimento larvicida com A. aegypti, pois previamente o CI é solubilizado em 

água e posteriormente as larvas são adicionadas. Este experimento foi realizado 

em uma mesa agitadora (Fig. 13). 

 

Figura 13. Mesa agitadora em que foi realizado o experimento de liberação in 

vitro do óleo essencial de P. cattleyanum do complexo de inclusão nos meios 

acetonitrila e solução aquosa de DMSO 1%. 

Fonte: O autor. 

 O CI foi colocado em uma membrana de diálise que permitiu a migração 

do OE para o meio externo através do processo de osmose até atingir o 

equilíbrio. Para quantificar o OE liberado do CI foi utilizada a curva analítica do 

OE em acetonitrila (Fig. 5) e do OE em solução aquosa de DMSO 1% (Fig. 14). 

 A curva analítica do OE em solução aquosa de DMSO 1% é mostrada 

como insert da Figura 14. O comprimento de onda de máxima de absorção 

ocorre em 232 nm e este foi adotado para identificar e quantificar o OE extraído 

do CI. A equação da regressão linear obtida foi y = 0,5011x + 0,0856, com 

R2ajustado = 0,9759 e Fajuste = 0,392 (p<0,05). 

 Como pode ser observado na Fig. 15, a liberação do OE da CAT em 

acetonitrila é caracterizada por duas fases: a primeira sendo uma liberação inicial 
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relativamente rápida, entre 0 e 6 h, que é chamada de ‘‘burst effect”, em que 

cerca de 30% do OE foi liberado; a segunda fase (após 6 h) de liberação 

sustentada é mais lenta e constante, sendo liberado mais aproximadamente 

15%. Após 51 h, a liberação acumulada de 45% foi alcançada. A liberação inicial 

mais rápida normalmente é atribuída ao OE adsorvido na superfície do CI 

(BABAOGLU et al., 2017), o que não foi observado pela TGA.  

 

Figura 14. Espectro de absorção no UV-Vis de soluções padrão do óleo 

essencial da espécie Psidium cattleyanum em água e DMSO 1% (1,00x10-1 a 

1,60 mg mL-1). Como insert está a curva analítica do óleo essencial em água e 

DMSO 1% (λmáx = 232 nm). 

  Em relação a liberação do OE em acetonitrila, tais resultados podem ser 

devido à grande afinidade do OE pelo meio mais apolar, fazendo com que uma 

fração migre rapidamente para a solução devido ao gradiente de concentração. 

Na segunda etapa, pode estar havendo o ressecamento da membrana, causado 

pela acetonitrila, não permitindo o equilíbrio do OE nos meios interno e externo. 

Uma outra hipótese sugerida é que os poros da membrana de diálise são 

fechados e/ou obstruídos pela HPβCD, que é insolúvel em acetonitrila, deixando 

a liberação mais lenta e incompleta. A Figura 16a e 16b apresentam as 

membranas em meio aquoso e em acetonitrila, respectivamente, após o 
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experimento de liberação controlada. Percebe-se o aspecto da membrana em 

acetonitrila mais ressecado, o que pode tem impedido a migração do OE para o 

meio externo. Babaoglu et al. (2017) utilizaram a mesma membrana para avaliar 

a liberação controlada do OE de cravo no CI com a HPβCD. Os autores 

obtiveram uma liberação acumulada de apenas 30% em solvente orgânico. 

 

Figura 15. Perfil de liberação in vitro do óleo essencial de Psidium cattleyanum 

do complexo de inclusão com a HPβCD nos meios acetonitrila e solução aquosa 

de DMSO 1%. 

 O CI, em acetonitrila, que ficou retido na membrana foi quantificado por 

espectrofotometria na região do UV-Vis e apresentou 45% de massa acumulada 

do OE. Ou seja, apenas metade da quantidade de OE presente no CI foi liberado, 

justificando a baixa quantidade atingida. 

 Por outro lado, a liberação do OE em solução aquosa de DMSO 1% 

apresentou um perfil diferente do CI em acetonitrila. Após cerca de 4 h de 

agitação, o OE ficou bastante retido, porém, entre 4 e 27 h a liberação foi 

aumentando gradativamente até aproximadamente 90%. Após 27 h a taxa de 

liberação diminuiu e estabilizou. Após 59 h a liberação acumulada de 98% foi 

alcançada. Em solução aquosa de DMSO 1% ocorre o equilíbrio osmótico do OE 

complexado entre o interior e o exterior da membrana, permitindo a migração do 
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OE para a parte externa. Considerando que a água solubiliza a HPβCD, não 

ocorre obstrução dos poros da membrana, permitindo a liberação completa do 

OE. Em meio aquoso sem DMSO, a liberação do OE deve ser ainda mais lenta, 

pois o OE tem forte interação com a cavidade apolar do HPβCD, impedindo a 

liberação no meio aquoso no qual possui pouca afinidade. 

 

Figura 16. Membranas de diálise após o experimento com liberação controlada. 

A) Solução aquosa com DMSO 1%; B) Acetonitrila. 

Fonte: O autor.  

3.5. Atividade larvicida 

 As atividades larvicidas do OE da CAT em DMSO e do CI foram 

apresentadas na Tabela 5. Os valores de CL50 e CL90 do OE são menores do 

que do CI, assim, o OE é mais tóxico que o complexo formado. Na literatura não 

há trabalhos publicados com ação tóxica do CI feito com HPβCD. Um estudo que 

avaliou a atividade larvicida do CI do OE com β-ciclodextrina também verificou 

que o OE é mais tóxico do que o CI (GALVÃO et al., 2015). Outro trabalho, 

entretanto, observou o contrário (GALVÃO et al., 2019).  

 O perfil de liberação acumulada do OE em solução aquosa de DMSO (Fig. 

15) mostra que a liberação total do OE no meio ocorre somente após 27 h. Logo, 

a liberação do OE no CI é lenta e, provavelmente, muito menor em água sem 
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DMSO (meio utilizado no experimento larvicida em A. aegypti). Assim, uma 

hipótese sugerida é que como a liberação do OE é lenta, pode não haver tempo 

de contato suficiente para que maior quantidade de larvas sejam mortas. Dessa 

forma, no experimento com o OE, as larvas ficam em contato direto com o óleo 

durante 24 h, o que não ocorre com o OE que está protegido na HPβCD. Além 

disso, outra possibilidade é que o composto mais tóxico tenha a taxa de liberação 

do CI mais lenta, logo, apresentará menor atividade larvicida em comparação 

com o OE. 

Tabela 5. Toxicidade do óleo essencial da Psidium cattleyanum e do complexo 

de inclusão em larvas de Aedes aegypti. 

 CL50 (μg mL-1)a CL90 (μg mL-1)b χ2c 

OE em 

DMSO 1% 
81,73 (80,14-83,32) 102,50 (99,82-105,73) 0,4761 

CI 134,44 (130,93-137,62) 168,69 (163,80-174,98) 0,3028 
aConcentração letal média necessária para matar 50% da população com intervalo de confiança. 
bConcentração letal média necessária para matar 90% da população com intervalo de confiança. 
cQui-quadrado de Pearson com α = 0,05. 

 De forma geral, pode-se observar que os compostos majoritários e 

minoritários do OE da CAT foram complexados na HPβCD (Fig. 6). Sendo assim, 

a menor toxicidade do CI em comparação ao OE não pode ser atribuída a não 

complexação de algum composto potencialmente tóxico.  

 Os compostos químicos presentes no OE são responsáveis por sua 

bioatividade. Alguns trabalhos avaliaram a toxicidade do β-cariofileno, principal 

composto do OE da CAT, em larvas de A. aegypti. Para o β-cariofileno a CL50 foi 

de 88,30 μg mL-1 (PERUMALSAMY; KIM; AHN, 2009) e 1202 μg mL-1 (SILVA et 

al., 2008). O óxido de cariofileno, segundo composto principal do OE da CAT, 

apresenta CL50 de 125 μg mL-1 (SILVA et al., 2008). Enquanto o limoneno, que 

é o terceiro composto majoritário do OE da CAT, apresentou CL50 em larvas de 

A. aegypti igual a 17,8 μg mL-1 (ROCHA et al., 2015), 26,8 μg mL-1 (GALVÃO et 

al., 2015), 30 μg mL-1 (SANTOS et al., 2011) e 37 μg mL-1 (SILVA et al., 2008). 

Dessa forma, estes compostos isolados possuem toxicidade em larvas de A. 

aegypti, sendo o limoneno o mais tóxico. 
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 No entanto, deve-se considerar que os compostos majoritários 

encontrados nos OEs nem sempre são os principais responsáveis pelas 

propriedades que esses demonstram. Em alguns casos, a bioatividade da 

mistura é mais elevada do que dos compostos isolados (ROSA et al., 2016). Isto 

pode ser explicado pelo sinergismo entre os constituintes presentes nos OEs e 

a presença de compostos minoritários, que podem ser biologicamente ativos.  

 Apesar do CI ser menos tóxico do que o OE em DMSO, a formação do CI 

é capaz de melhorar a solubilidade aquosa e estabilidade térmica dos OEs. Além 

disso, permite sua utilização em recipientes contendo água, que são potenciais 

criadouros de larvas, sendo o CI mais adequado do que o OE. 

4. CONCLUSÃO 

 Diante dos resultados obtidos, pode-se concluir que a espécie P. 

cattleyanum possui conteúdo significativo de OE nas folhas e apresenta 

atividade larvicida. O processo de produção do CI, formado a partir do OE da 

CAT com a HPβCD, foi otimizado e apresentou alta eficiência de complexação. 

O estudo das variáveis tempo de maceração e proporção molar foram 

parâmetros imprescindíveis para a obtenção de CI com alta eficiência de 

complexação. O CI obtido foi caracterizado por técnicas analíticas comprovando 

que o OE foi complexado na cavidade da HPβCD. Devido à alta solubilidade 

aquosa do CI, este foi avaliado para o controle de larvas de A. aegypti e sua 

toxicidade foi comparada com o OE em DMSO. Apesar da toxicidade do CI ser 

inferior ao do OE, as vantagens que possui são superiores, pois são produtos 

termicamente estáveis e que não necessitam de solvente para serem 

solubilizados em água. Assim, os CIs da espécie CAT são produtos 

potencialmente tóxicos as larvas de A. aegypti e podem ser comercializados para 

essa finalidade. 
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CAPÍTULO 4 

 

Atividade herbicida e citogenotóxica de complexos de inclusão 

do óleo essencial das folhas de Psidium gaudichaudianum e β-

cariofileno em 2-hidroxipropil-β-ciclodextrina 
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RESUMO 

 

O uso de produtos naturais, como os óleos essenciais (OEs), para o controle 

de plantas invasoras em sistemas agrícolas, vem despertando grande 

interesse. O gênero Psidium é conhecido por conter plantas com OEs. 

Destaque é dado ao OE de Psidium gaudichaudianum (GAU) e seu 

composto majoritário β-cariofileno (β-CAR), que foram alvos deste trabalho. 

Apesar do OE GAU e do β-CAR serem promissores para utilização em 

plantas invasoras, eles são muito voláteis e facilmente biodegradados. 

Dessa forma, uma maneira de evitar ou diminuir essas características, são 

os métodos de proteção, como a formação de complexos de inclusão (CIs) 

com a 2-hidroxipropil-β-ciclodextrina (HPβCD). Assim, o objetivo deste 

trabalho foi obter CIs a partir do OE GAU e do β-CAR e avaliar suas 

atividades herbicida e citogenotóxica. Os CIs obtidos foram caracterizados 

pelas técnicas analíticas: UV-Vis, GC, TGA e FTIR, e estes foram utilizados 

como herbicidas nas plantas invasoras Lolium multiflorum e Bidens pilosa. 

Os CIs obtidos apresentaram eficiência de complexação de 91,5 e 83,9%, 

para o OE GAU e o β-CAR, respectivamente. Os CIs produzidos foram 

capazes de proteger o OE e o β-CAR da volatilidade e degradação, com alta 

estabilidade térmica, além de solubilizarem o OE e β-CAR em água sem a 

adição de solvente orgânico. O OE, o β-CAR e seus respectivos complexos 

foram utilizados quanto a atividade herbicida nas concentrações de 187,5 a 

3000 µg mL-1, avaliando as variáveis germinação, crescimento radicular e 

crescimento da parte aérea. De forma geral, o CI GAU foi mais tóxico que o 

CI β-CAR. Na maioria das concentrações avaliadas, o OE e o β-CAR 

apresentaram toxicidade igual ou maior que os respectivos CIs. O CI GAU 

na concentração de 3000 µg mL-1 é indicado para uso em B. pilosa e L. 

multiflorum, pois apresentou maior toxicidade, logo, houve efeito dose 

dependente. O CI β-CAR na concentração de 3000 µg mL-1 poderia ser 

indicado principalmente para aplicação em L. multiflorum. A 

citogenotoxicidade foi avaliada em células meristemáticas da raiz da planta 

modelo Lactuca sativa, sendo verificado uma influência dos OEs e CIs na 

normalidade do ciclo celular. Verificou-se a redução do índice mitótico e o 

aumento de anormalidades cromossômicas, evidenciando ação aneugênica 
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e clastogênica do OE, do β-CAR e dos CIs. Os resultados evidenciaram que 

os CIs podem ser utilizados em plantas invasoras, pois em termos de ação 

herbicida e citogenotóxica foi eficiente. Além disso, é possível indicar os 

produtos obtidos como potenciais a serem explorados comercialmente, pois 

os CIs permitem que o OE complexado apresente constituição química mais 

estável do que o OE puro, diante das condições de armazenamento. Ainda, 

este trabalho contribui para o desenvolvimento da GAU, uma espécie nativa 

do Brasil, com potencial para a bioeconomia.  

 

Palavras-chave: Produtos naturais. Araçá. Atividade biológica. Bioherbicida.   
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1. INTRODUÇÃO 

A preocupação com a escassez de alimentos nos últimos anos tornou 

necessário o desenvolvimento da agricultura sustentável, visando preservar 

o meio ambiente, reduzir custos e elevar a produtividade (KAUR et al., 2021). 

No entanto, em grandes culturas como trigo, milho, entre outras, as plantas 

invasoras crescem de forma espontânea e indesejada, causando perda da 

produtividade da cultura, colocando em risco a integridade de sistemas 

agrícolas e causando prejuízo econômico (PAINI et al. 2016; EL-ALAM et al. 

2020). Esforços contínuos são realizados para proteger as lavouras de 

plantas invasoras, que vão desde o controle mecânico até o químico (XIE et 

al., 2019). Sendo este último o mais utilizado na agricultura moderna, 

juntamente com práticas de manejo integrado (DABA; BERECHA; 

TADESSE, 2021). No entanto, o uso excessivo e inadequado de herbicidas 

sintéticos, como o glifosato, para o controle de plantas invasoras, favorece a 

seleção de genótipos resistentes, além de causar danos ambientais, à saúde 

humana e animal (BENCHAA et al., 2019; IBÁÑEZ; BLÁZQUEZ, 2018; 

PINHEIRO et al., 2017a; ZHANG et al., 2016). 

Dessa forma, para superar as desvantagens dos herbicidas sintéticos, 

os produtos naturais obtidos a partir de plantas, são uma alternativa viável, 

eficiente e segura para os agricultores (MAES et al., 2021). Os óleos 

essenciais (OEs) foliares podem possuir atividade herbicida para plantas 

invasoras, como a Lolium multiflorum (azevém) (IBÁÑEZ; BLÁZQUEZ, 

2019a) e a Bidens pilosa (picão preto) (ALVES et al., 2014). O gênero 

Psidium (Myrtaceae) contêm espécies que produzem OEs, em geral ricos 

em sesquiterpenos, os quais podem ser inibidores da germinação de 

sementes e interferirem no desenvolvimento de diferentes espécies vegetais 

(SILVA et al., 2021). Recentemente, o OE das folhas de Psidium 

gaudichaudianum Proença & Faria (GAU), rico em β-cariofileno, foi relatado 

por suas propriedades fitotóxicas sobre o crescimento radicular e aéreo de 

Lactuca sativa L. (alface), apresentando resultados estatisticamente 

semelhantes ao herbicida pós-emergente glifosato (VASCONCELOS et al., 

2019). No entanto, não há na literatura trabalhos com espécies de Psidium 

avaliados em plantas invasoras.  
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A espécie GAU é uma angiosperma conhecida popularmente como 

araçá. Apesar do gênero Psidium possuir ampla diversidade genética de 

forma interespecífica, GAU pode ser considerada uma espécie nativa pouco 

conhecida (SILVA et al., 2021). Investigar espécies pouco estudadas é 

imprescindível para o seu uso sustentável. As plantas invasoras L. 

multiflorum e B. pilosa são anuais e possuem diferentes preferências de 

habitat. B. pilosa (Asteraceae) é originária da América do Sul e comum em 

todas as áreas tropicais e subtropicais do mundo, que possuem clima quente 

e úmido (ARTHUR; NAIDOO; COOPOOSAMY, 2012). L. multiflorum 

(Poaceae) é uma gramínea de origem europeia e comum em regiões mais 

frias (FIRESTONE; JASIENIUK, 2012).  

Embora os OEs tenham potencial para uso no controle de plantas 

invasoras, eles são muito voláteis e facilmente degradados quando expostos 

a luz, calor e oxigênio (MOSSA, 2016). Assim, a utilização de métodos de 

proteção de OEs quanto ao aumento da estabilidade térmica e solubilidade 

em água, permitem ampliar as suas aplicações. Um desses métodos utiliza 

a 2-hidroxipropil-β-ciclodextrina (HPβCD), que é um oligossacarídeo 

derivado do amido, para produzir complexos de inclusão (CIs) com os OEs. 

Os CIs formados pela HPβCD possuem a superfície polar e cavidade apolar, 

assim a HPβCD aprisiona moléculas hidrofóbicas, como os compostos 

presentes nos OEs e são solúveis em meio aquoso (JANSOOK; OGAWA; 

LOFTSSON, 2018). 

Com a finalidade de ampliar o conhecimento dos OEs, suas potenciais 

aplicações e criar um produto bioherbicida, foi utilizado o OE da espécie P. 

gaudichaudianum e do composto majoritário β-cariofileno para este estudo. 

A partir deles foram obtidos os CIs, caracterizados por diferentes técnicas 

analíticas e avaliados quanto a germinação e crescimento radicular e aéreo 

de sementes de L. multiflorum e B. pilosa. Ainda, foi verificada a ação 

citogenotóxica dos produtos obtidos no ciclo celular de células 

meristemáticas radiculares de L. sativa. A L. sativa foi utilizada por ser 

considerada uma planta modelo, pois possui um baixo número de 

cromossomos (2n = 18) e estes são relativamente longos (2,8 a 5,5 μm), o 

que facilita a visualização microscópica das alterações citogenéticas, além 

de alta sensibilidade (SANTIAGO et al., 2017; SILVEIRA et al., 2017). 
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2. MATERIAL E MÉTODOS 

2.1. Padrões e reagentes 

Os reagentes utilizados foram β-cariofileno (96,2%, Quinarí, lote 

CAR76HG, Ponta Grossa, PR, Brasil), 2-hidroxipropil-beta-ciclodextrina 

(HPβCD, Oakwood Chemical, Estill, SC, EUA), etanol (95%, Didática, São 

Paulo, SP, Brasil), acetonitrila (99,9%, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA), 

acetona (99,5%, Dinâmica, Indaiatuba, SP, Brasil), tween 80 (Êxodo 

Científica, Hortolândia, SP, Brasil), glifosato (Roundup, São José dos 

Campos, SP, Brasil), ácido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) (98%, Sigma-

Aldrich, St. Louis, MO, EUA), ácido clorídrico (37%, Neon, Suzano, SP, 

Brasil), metanossulfonato de metila (MMS) (99%, Sigma-Aldrich, St. Louis, 

MO, EUA), aceto-orceína (Dinâmica, Indaiatuba, SP, Brasil) e ácido acético 

(99,7%, Vetec, Rio de Janeiro, RJ, Brasil). Para a preparação das soluções 

foi utilizada água tipo 1, obtida pelo sistema PURELAB (PURELAB Ultra 

MK2). 

2.2. Coleta e extração de óleo essencial das folhas de P. 

gaudichaudianum 

As plantas de Psidium gaudichaudianum estão localizadas no Centro 

de Ciências Agrárias e Engenharia da Universidade Federal do Espírito 

Santo (CCAE/UFES). Amostras foliares de plantas foram coletadas em julho 

de 2021 às 8 horas da manhã em Alegre, Espírito Santo, Brasil, localizada 

na latitude sul (20º 45'), longitude oeste (41º 31') e altitude de 254 metros. 

Uma amostra de P. gaudichaudianum foi coletada, seca e depositada 

no herbário RB do Jardim Botânico do Rio de Janeiro (RB00774107). 

As amostras foliares foram coletadas ao redor da copa das árvores. 

O material foi armazenado em sacos de papel e as folhas foram secas à 

sombra e à temperatura ambiente (~25 °C) por cerca de uma semana. Em 

seguida, as folhas foram armazenadas em freezer a -9 °C até a extração do 

OE. 

O OE foi obtido por hidrodestilação via aparelho Clevenger, durante 

quatro horas de extração, conforme metodologia recomendada pela 
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Farmacopeia Brasileira para óleos voláteis (SOUSA, 2019). Nas extrações, 

realizadas várias vezes, foram utilizados cerca de 100 g de folhas secas em 

aproximadamente 1500 mL de água tipo 1 em um balão de fundo redondo 

de 2000 mL. O OE foi removido com micropipeta e armazenado em freezer 

a -20 °C, protegido da luz até o uso. 

2.3. Determinação da densidade absoluta e rendimento de extração de 

óleo essencial 

A densidade absoluta do OE e do β-cariofileno foi determinada 

usando um picnômetro (RBR vidros, São Paulo, Brasil) de 5 mL. As massas 

do picnômetro vazio e seco, contendo água e com o OE, foram pesadas. O 

cálculo de densidade foi realizado usando a Equação 1. 

d = m2 - m1
m3 - m1

 x (dágua - dar) + dar                          (Eq. 1) 

Onde: d = densidade absoluta do OE (g cm-3); m1 = massa do 

picnômetro seco e vazio (g); m2 = massa do picnômetro com o OE (g); m3 = 

massa do picnômetro com água tipo 1 (g); dágua = densidade da água a 25 

°C (9,97 x 10-1 g cm-3); dar = densidade do ar (1,18 x 10-1 g cm-3). 

O rendimento da extração do OE foi determinado, em triplicata, pela 

razão entre a massa do OE extraído e a massa da planta seca, conforme a 

Equação 2. 

Rendimento (%) = massa do óleo essencial (g)
massa da planta seca (g)

 x 100%  (Eq. 2) 

2.4. Perfil cromatográfico do óleo essencial 

 A identificação e a semiquantificação dos constituintes do OE das 

folhas e do β-cariofileno foram realizadas utilizando a cromatografia a gás 

com detector de ionização de chama (GC-FID QP2010SE, Shimadzu, 

Japão) e cromatografia a gás acoplada à espectrometria de massas (GC-MS 

QP2010SE, Shimadzu, Japão) de acordo com a metodologia de Mendes et 

al. (2017). Essas análises foram realizadas na Central Analítica do 

Departamento de Agronomia da Universidade Federal do Espírito Santo 

(UFES). Para essas caracterizações, as seguintes condições foram 
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adotadas: o gás arraste utilizado foi o He para os dois detectores com fluxo 

e velocidade linear de 2,80 mL min-1 e 50,80 cm seg-1 (GC-FID) e 1,98 mL 

min-1 e 50,90 cm seg-1 (GC-MS), respectivamente; a temperatura do injetor 

foi de 220 °C na razão split de 1:30; coluna capilar de sílica fundida (30 m x 

0,25 mm); fase estacionária Rtx®-5MS (0,25 μm de espessura do filme); a 

temperatura do forno teve a seguinte programação: temperatura inicial de 40 

°C, a qual permaneceu por 3 minutos e em seguida a temperatura foi 

aumentada gradativamente a 3 °C min-1 até atingir 180 ºC, em que 

permaneceu por 10 minutos, tendo um tempo total de análise de 59,67 min; 

as temperaturas que foram utilizadas nos detectores FID e MS são de 240 e 

200 °C, respectivamente (SOUZA et al., 2017). A amostra utilizada foi 

retirada do vial em um volume de 1 μL de uma solução de 3% de OE em 

acetonitrila 99,9%. 

As análises por GC-MS foram realizadas em um equipamento 

utilizando ionização por impacto eletrônico com energia de 70 eV; velocidade 

de varredura de 1000; intervalo de varredura de 0,50 fragmentos seg-1 e 

fragmentos detectados de 29 a 400 (m/z). As análises por GC-FID foram 

realizadas por uma chama formada por H2 e ar atmosférico com temperatura 

de 300 °C. Foram utilizados fluxos de 40 mL min-1 e 400 mL min-1 para H2 e 

ar, respectivamente.  

A identificação dos componentes do OE e do β-cariofileno foi 

realizada pela comparação dos espectros de massas obtidos com os 

disponíveis no banco de dados da espectroteca (Wiley 7, NIST 05 e NIST 

05s) e pelo índice de retenção (IR). Para o cálculo do IR, foi utilizada uma 

mistura de alcanos saturados C7-C40 (Supelco, Estados Unidos) submetida 

sob as mesmas condições cromatográficas do OE e do β-cariofileno, e foi 

obtido o tempo de retenção ajustado de cada composto através do GC-FID. 

Em seguida, os valores calculados para cada composto foram comparados 

com os da literatura (ADAMS, 2007; EL-SAYED, 2019; LINSTROM; 

MALLARD, 2018). 

O percentual relativo de cada composto presente no OE GAU e no β-

cariofileno foi determinado pelo cálculo da razão entre a área do pico 

integrado e a área total de todos os constituintes da amostra, desde que a 
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área relativa fosse superior a 2%. Esses dados foram obtidos pelas análises 

realizadas em GC-FID. 

2.5. Preparação dos complexos de inclusão 

Os CIs foram obtidos pelo método de maceração seguindo a 

metodologia de Mendes et al. (2023). Os CIs contendo o OE foram 

preparados da seguinte maneira: utilizou-se a proporção molar do OE e 

HPβCD de 1:1 e o tempo de maceração total de 35 min. Cerca de 3,9 g de 

HPβCD (1460 g mol-1) e 0,5 g do OE (187,47 g mol-1) foram pesados em um 

almofariz. A massa molar média do OE foi obtida considerando a massa 

molar de cada composto e suas respectivas porcentagens de área relativa 

obtidas a partir da análise cromatográfica. Os experimentos foram realizados 

em triplicata. A mistura foi manualmente misturada sob pressão por 5 min 

utilizando almofariz e pistilo. Em seguida, adicionou-se o volume de etanol a 

95% correspondente a 2 mmol mL-1 de HPβCD para formar uma pasta 

homogênea e logo após a mistura foi macerada por 30 min. De forma similar, 

o CI contendo o β-cariofileno foi preparado em triplicata, variando apenas as 

massas pesadas de HPβCD e de β-cariofileno (204,36 g mol-1), que foram 

3,6 e 0,5 g, respectivamente. Os CIs produzidos foram mantidos a 5 ºC em 

dessecador sob vácuo por 72 horas. Posteriormente, os CIs foram 

armazenados em frascos âmbar à -20 ºC. 

2.6. Caracterização dos complexos de inclusão 

2.6.1. Curva analítica 

Para determinar a eficiência da complexação (EC), uma curva 

analítica do OE e do β-cariofileno foi obtida usando um espectrofotômetro 

NanoDrop UV-Vis (Thermo Scientific, Nanodrop One, Waltham, 

Massachusetts, EUA). O equipamento utilizado possui resolução de 0,5 nm 

e foram utilizadas cubetas de quartzo com 1 cm de caminho óptico. As 

análises foram realizadas em modo de varredura na faixa de 190 a 850 nm. 

Essas análises foram realizadas na Central Analítica do Departamento de 

Agronomia da Universidade Federal do Espírito Santo (UFES). 
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Para esta análise, dez soluções padrão foram preparadas em 

triplicata com concentrações crescentes de OE em acetonitrila (1,9 a 19,0 μg 

mL-1). A curva analítica do β-cariofileno foi preparada com concentrações 

crescentes em acetonitrila (1,0 a 20,4 μg mL-1). Os valores de absorbância 

em 195 e 197 nm, para o OE GAU e β-cariofileno, respectivamente, foram 

obtidos para a construção da curva, cujos pontos foram submetidos à 

regressão linear pelo Método dos Mínimos Quadrados. 

Para quantificar a concentração de OE e o β-cariofileno removido dos 

CIs, 25 mg dos materiais foram dissolvidos em 50 mL de acetonitrila 99,9%, 

e o sistema foi mantido no escuro a 900 rpm em um agitador magnético 

(Thermo Scientific, Cimerac, China) por 48 horas. Este procedimento foi 

realizado em triplicata e adaptado de Hill et al. (2013). Posteriormente, as 

amostras foram centrifugadas em centrífuga (206-BL, Fanem, São Paulo, 

Brasil) a 1900 rpm por 20 min a 25 °C para decantar a HPβCD, deixando 

apenas o OE ou o β-cariofileno solúveis em acetonitrila. As soluções 

contendo o OE e β-cariofileno em solvente foram submetidas à análise UV-

Vis, monitorando 195 e 197 nm, respectivamente. As concentrações do OE 

e do β-cariofileno foram obtidas pela curva analítica, possibilitando a 

determinação das massas de OE ou β-cariofileno extraídas. As eficiências 

de complexação foram determinadas usando a Equação 3: 

EC (%) = mext (mg)
madic (mg)

 x 100%      (Eq. 3) 

 Onde a mext é a massa do OE ou β-cariofileno extraída do CI (mg) e 

madic é a massa do OE ou β-cariofileno adicionada no início do processo de 

complexação (mg). 

2.6.2. Análise termogravimétrica 

 A estabilidade térmica foi medida por análise termogravimétrica (TGA) 

com o auxílio de um analisador térmico DTG (60H, Shimadzu, Japão). Cerca 

de 4 mg de HPβCD, OE, β-cariofileno e CIs foram pesados em uma 

microbalança analítica (Mettler Toledo, XP26, São Paulo, Brasil). Em 

seguida, as amostras foram colocadas individualmente em um cadinho de 

alumina e aquecidas na faixa de temperatura de 30 a 450 °C a uma taxa de 
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aquecimento de 10 °C min-1. Foi utilizada atmosfera inerte de nitrogênio com 

fluxo de 50 mL min-1. Essa análise foi realizada no Laboratório de 

Embalagens (LABEM) do Departamento de Tecnologia de Alimentos da 

UFV. 

2.6.3. Espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier 

O HPβCD, o OE, o β-cariofileno e os CIs foram submetidos à análise 

de espectroscopia na região do infravermelho com transformada de Fourier 

(FTIR). Foi utilizado um espectrofotômetro de refletância total atenuada 

(ATR) com cristal de germânio (Nicolet 6700, Thermo Scientific, Waltham, 

MA, EUA) na região de 4000 a 700 cm-1, com 32 varreduras e resolução 

espectral de 4 cm-1. Essa análise foi realizada no Departamento de Química 

da Universidade Federal de Viçosa (UFV). 

2.7. Avaliação da atividade herbicida 

As emulsões do OE e do β-cariofileno foram preparadas utilizando 

acetona (2% v v-1) e tween 80 (0,05% v v-1) em meio aquoso, com as 

seguintes concentrações: 3000, 1500, 750, 375 e 187,5 μg mL−1. As 

soluções dos CIs foram preparadas nas mesmas concentrações, no entanto, 

somente com água. Os controles negativos foram: acetona (2% v v-1) com 

tween 80 (0,05% v v-1) e HPβCD em água. Os controles positivos foram: 

glifosato (1 mL L-1) e 2,4-D (3 mmol L-1).  

Para a avaliação da taxa de germinação (G), crescimento radicular 

(CR) e crescimento aéreo (CA), foram adicionados 3 mL da solução de cada 

tratamento (incluindo os controles) em placas de Petri (9 cm de diâmetro), 

contendo sementes de Bidens pilosa e Lolium multiflorum em papel de filtro. 

Os tratamentos foram realizados com 25 sementes e cinco repetições. As 

placas foram vedadas com papel filme plástico e mantidas em câmara de 

germinação (BOD) a (24 ± 2) °C com fotoperíodo de 16 h no claro e 8 h no 

escuro. O ensaio foi realizado em delineamento inteiramente casualizado.  

A porcentagem de germinação (%G), o CR e CA de B. pilosa e L. 

multiflorum foram avaliados sete dias após a exposição inicial das sementes 

aos tratamentos. O crescimento aéreo e radicular foi medido com um 
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paquímetro digital (Stainless Hardened, Índia). Essas análises foram 

realizadas no Laboratório de Citogenética e Cultura de Tecidos Vegetais da 

Universidade Federal do Espírito Santo (UFES).  

2.8. Análise de citotoxicidade  

A avaliação citogenética foi realizada na planta modelo L. sativa para 

visualizar alterações mitóticas em seu ciclo celular, como anormalidades 

cromossômicas e envolvendo a presença de micronúcleos (SANTIAGO et 

al., 2017). Esta espécie possui sementes com germinação rápida e uniforme, 

além de ser sensível a ação de agentes tóxicos (TIGRE et al., 2012). 

Para realização dos experimentos, 2 mL da solução de cada 

tratamento (OE GAU, CI GAU, β-CAR e CI β-CAR) nas concentrações de 

3000, 1500, 750, 375 e 187,5 μg mL−1 foram adicionados a placas de Petri 

(9 cm de diâmetro), contendo 25 sementes de L. sativa em papel de filtro. 

Os controles negativos foram: acetona (2% v v-1) com tween 80 (0,05% v v-

1) e HPβCD em água. O metanossulfonato de metila (MMS) (4 mmol L-1) foi 

usado como controle positivo, pois é um agente alquilante de DNA em testes 

citogenotóxicos (SINGH et al., 2020). Após 48 h de exposição dos 

tratamentos com as sementes, 10 raízes de cada repetição foram coletadas 

e fixadas em solução de etanol:ácido acético (3:1 v v-1) e armazenadas em 

freezer a -18 °C. 

Para a avaliação microscópica, foram preparadas lâminas com 

células meristemáticas radiculares. As raízes, previamente fixadas, foram 

lavadas com água destilada e hidrolisadas em HCl 5 mol L-1 por 18 min à 

temperatura ambiente. As lâminas foram preparadas pela técnica de 

compressão e coradas com aceto-orceína (2% m v-1). Em seguida, foram 

cobertas com lamínula, seladas e armazenadas em freezer a -18 °C para 

conservação do material e posterior análise. Foram avaliadas mil células por 

lâmina, totalizando 5000 células por tratamento.  

 A citotoxicidade foi determinada pela razão entre o total de células 

em divisão e o total de células avaliadas, medida pelo índice mitótico (IM). A 

genotoxicidade foi determinada usando a soma das frequências de células 

com anormalidades cromossômicas (AC) (cromossomos não orientados, 

cromossomos aderentes, c-metáfases, pontes e quebras cromossômicas) e 
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nucleares (AN) (comunicação nuclear, broto nuclear, células multinucleadas 

e núcleo condensado) obtida pela razão entre o número total de células com 

alterações e o número total de células avaliadas. Já a mutagenicidade foi 

determinada pela frequência de células com micronúcleos obtida pela razão 

entre o número total de células com micronúcleos e o número total de células 

avaliadas (SANTOS; SOMMAGGIO; MARIN-MORALES, 2022). A 

porcentagem de cada alteração cromossômica dentro do total de células em 

divisão também foi avaliada. Essas análises foram realizadas no Laboratório 

de Citogenética e Cultura de Tecidos Vegetais da Universidade Federal do 

Espírito Santo (UFES). 

2.9. Análise estatística 

 A regressão linear foi realizada por meio do Programa Minitab, versão 

17. Os experimentos de fitotoxicidade (%G, CR e CA) foram realizados como 

um fatorial triplo. O primeiro fator foram as espécies de plantas invasoras (B. 

pilosa e L. multiflorum). O segundo fator incluiu quatro tratamentos (OE GAU, 

CI GAU, β-CAR e CI β-CAR). O terceiro fator foram as cinco concentrações 

dos materiais citados anteriormente (3000, 1500, 750, 375 e 187,5 µg mL-1). 

Para os ensaios fitotóxicos e citotóxicos (IM, AN e AC), os dados foram 

submetidos à ANOVA (análise de variância) com delineamento inteiramente 

casualizado. A comparação estatística dos dados entre os fatores foi 

realizada usando o teste de Tukey e a comparação com controles usando o 

teste de Dunnett a 5% de significância, utilizando o software R Studio versão 

4.1.0 (“R Core Team”, 2021). 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 O OE da P. gaudichaudianum apresentou rendimento da extração de 

(0,58 ± 0,02)% (m m-1). A densidade do OE GAU e do β-cariofileno foi de 

0,9157 e 0,9005 g cm-3, respectivamente. É importante a obtenção do 

rendimento de extração do OE para observar se há viabilidade econômica 

na sua exploração em larga escala. Na literatura não está relatado o 

rendimento da extração de OEs das folhas de P. gaudichaudianum, por esse 

motivo, pode-se realizar a comparação do valor obtido com outras plantas. 
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Os OEs de Psidium mais estudados e registrados no mundo, são: P. 

guajava, P. guineense e P. cattleyanum; e estas apresentaram o OE das 

folhas com rendimentos de 0,3% (MENDES et al., 2022), 0,1-0,9% 

(FIGUEIREDO et al., 2018) e 0,8% (SAVOLDI et al., 2020), respectivamente 

(SILVA et al., 2021). De forma geral, os OEs com utilização comercial podem 

apresentar rendimento de extração entre 0,30 e 3,86% (m m-1), o que ocorre 

para o OE GAU (FADEL et al., 2020). Ao comparar o rendimento do OE GAU 

com as outras espécies do gênero, observa-se que ela pode ser considerada 

uma planta contendo quantidade de OE de interesse comercial.  

 A composição química do OE GAU, as estruturas químicas e o 

cromatograma foram apresentados na Tabela 1, Fig. 1 e 2, respectivamente.  

Tabela 1. Identificação dos compostos presentes no óleo essencial da 

espécie Psidium gaudichaudianum. 

n Compostoa tretenção
b 

Arelativa 

(%)c 

Massa molar 

(g mol-1) 

Classificação 

terpênicad 

1 α-pineno 8,549 9,2 136,24 MH 

2 limoneno 12,833 9,8 136,24 MH 

3 1,8-cineol 12,833 4,3 154,25 MO 

4 γ-terpineno 14,149 2,9 136,24 MH 

5 β-cariofileno 30,646 53,3 204,36 SH 

6 α-humuleno 32,003 12,0 204,36 SH 

7 óxido de cariofileno 37,519 5,0 220,36 SO 

 Total identificado  96,5   
aCompostos majoritários listados na ordem de eluição utilizando coluna Rtx®-5MS. bTempo 

de retenção. cCompostos com área relativa > 2% foram identificados. dClassificação 

terpênica: monoterpeno hidrocarboneto (MH), monoterpeno oxigenado (MO), sesquiterpeno 

hidrocarboneto (SH) e sesquiterpeno oxigenado (SO). 

 

Figura 1. Estruturas químicas dos compostos identificados no óleo essencial 

da espécie Psidium gaudichaudianum. 1) α-pineno; 2) limoneno; 3) 1,8-

cineol; 4) γ-terpineno; 5) β-cariofileno; 6) α-humuleno; 7) óxido de cariofileno. 



137 

 

 

 Apesar do cromatograma conter cerca de 100 compostos, apenas 

sete deles foram identificados (Arelativa > 2%), correspondendo a 96,5% do 

total da composição do OE. Estes compostos foram agrupados em classes 

terpênicas, sendo mono ou sesquiterpenos, podendo ser hidrocarbonetos ou 

oxigenados (Tabela 1). Dentre estes 70,3% foram classificados como 

sesquiterpenos e 26,2% monoterpenos, sendo predominantemente 

hidrogenados. Os compostos majoritários (Arelativa > 10%) presentes no OE 

GAU foram: β-cariofileno (53,3%) e α-humuleno (12,0%). Para o OE da 

espécie GAU, Vasconcelos et al. (2019) verificaram que o OE continha β-

cariofileno (17,0%) e α-humuleno (5,5%), além de limoneno (16,2%) e outros 

compostos minoritários. Este último trabalho utilizou a mesma planta do 

presente estudo, apesar das semelhanças qualitativas nas composições, 

quantitativamente houve diferenças, que poderiam ser justificadas por 

condições ambientais, como fatores climáticos e diferentes épocas de 

coletas das folhas.  

 

Figura 2. Cromatograma do óleo essencial da espécie Psidium 

gaudichaudianum. 

 O perfil químico do OE foliar de GAU apresentou compostos 

semelhantes aos relatados em OEs de outras espécies do gênero em outras 

regiões do mundo (SILVA et al., 2021). Apesar da variação da composição 

dos OEs em espécies de Psidium, de forma geral, observa-se que o β-

cariofileno é um composto importante para o gênero. Portanto, a aplicação 
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do β-cariofileno de forma isolada ao ser comparada com o OE GAU permite 

indicar sua potencialidade ou se esta ocorre de forma sinérgica com os 

outros compostos. O cromatograma do OE β-cariofileno foi apresentado na 

Fig. 3. 

 

Figura 3. Cromatograma do β-cariofileno (1) com a estrutura química. 

3.1. Preparo dos complexos de inclusão e caracterizações 

O método de preparo dos complexos de inclusão foi realizado 

utilizando a maceração (MENDES et al., 2022). Esse método pode ser 

considerado simples, de alta eficiência e escalonável (CID-SAMAMED et al., 

2022). O hóspede (OE ou β-cariofileno) é misturado com o hospedeiro 

(HPβCD) e após a adição de etanol, forma-se uma pasta, que é macerada, 

permitindo que o hóspede seja incorporado às cavidades do hospedeiro. 

Para confirmar a formação dos complexos de inclusão e determinar a 

eficiência do processo, sua caracterização com técnicas analíticas é 

fundamental e estas se complementam. Isso é possível devido as variações 

nas propriedades físicas da molécula hóspede devido à formação do 

complexo de inclusão. As técnicas analíticas selecionadas foram: 

Espectroscopia na região do UV-Vis, GC, TGA e FTIR.   

A quantidade de OE incluída na ciclodextrina (eficiência de 

complexação) foi determinada espectrofotometricamente. Para isso, foi 

obtida a curva analítica do OE GAU a partir de um espectrofotômetro UV-Vis 
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(Fig. 4). O comprimento de onda de máxima de absorção ocorre em 195 nm 

e este foi adotado para identificar e quantificar o OE extraído do CI. A curva 

analítica é mostrada como insert da Fig. 4 e a equação da regressão linear 

obtida foi y = 51,453x + 0,0537, com R2ajustado = 0,9913 e Fajuste = 0,871 

(p<0,05). A eficiência de complexação foi de (91,5 ± 0,6)%. 

 

Figura 4. Espectro de absorção no UV-Vis de soluções padrão do óleo 

essencial (OE) da Psidium gaudichaudianum em acetonitrila (1,9 a 19,0 μg 

mL-1) e do OE removido do complexo de inclusão. Como insert está a curva 

analítica do OE em acetonitrila (λmáx = 195 nm). 

A verificação da eficiência de complexação do β-cariofileno foi 

realizada selecionando os valores de absorbância no comprimento de onda 

de 197 nm (Fig. 5). Este foi adotado para identificar e quantificar o β-

cariofileno extraído do CI. A curva analítica é mostrada como insert da Fig. 

5 e a equação da regressão linear obtida foi y = 62,987x + 0,02119, com 

R2ajustado = 0,9991 e Fajuste = 0,000 (p<0,05). A eficiência de complexação foi 

de (83,9 ± 1,6)%.  

O CI GAU e o CI β-CAR alcançaram eficiência de complexação 

superior a 80%. Trabalhos que utilizaram a maceração para formar complexo 

de inclusão do analito de interesse com a HPβCD, obtiveram eficiência de 
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78% (KAMIMURA et al., 2014; TEIXEIRA et al., 2013) e 97% (BABAOGLU 

et al., 2017) no processo de produção. Para o complexo de inclusão de 

linalool com HPβCD, utilizando como método de preparo a agitação em 

solução aquosa, a eficiência do processo foi de 32% 

(POONPHATANAPRICHA et al., 2021). Logo, o processo de maceração 

para a formação de complexos de inclusão, contendo compostos mais 

apolares, é promissor. 

 

Figura 5. Espectro de absorção no UV-Vis de soluções padrão do β-

cariofileno (β-CAR) em acetonitrila (1,0 a 20,4 μg mL-1) e do β-CAR removido 

do complexo de inclusão. Como insert está a curva analítica do β-CAR em 

acetonitrila (λmáx = 197 nm). 

O OE GAU e o β-cariofileno extraídos dos correspondentes CIs foram 

caracterizados por cromatografia sob as mesmas condições das amostras 

não complexadas (Fig. 6 e 7). Ao comparar os cromatogramas, observa-se 

que os compostos majoritários do OE estão presentes no CI (Fig. 6) e o β-

cariofileno foi encontrado no CI (Fig. 7). Assim, a similaridade dos 

cromatogramas do OE não complexado e do OE extraído do CI 

demonstraram qualitativamente a capacidade da HPβCD em aprisionar 

compostos hidrofóbicos. Do ponto de vista qualitativo, outros autores 
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encontraram semelhanças ao comparar os cromatogramas de OEs não 

complexados com OEs extraídos de CIs (MARRETO et al., 2008). 

 

Figura 6. Cromatograma do óleo essencial. A: P. gaudichaudianum; B: P. 

gaudichaudianum extraído do complexo de inclusão. 1) α-pineno; 2) 

limoneno; 3) 1,8-cineol; 4) γ-terpineno; 5) β-cariofileno; 6) α-humuleno; 7) 

óxido de cariofileno.  

 

Figura 7. Cromatograma do A: β-cariofileno; B: β-cariofileno extraído do 

complexo de inclusão. 1) β-cariofileno.  

 Em relação a análise termogravimétrica, as curvas 

termogravimétricas foram apresentadas na Fig. 8 e a Tabela 2 contém as 

perdas de massa calculadas para intervalos específicos de cada amostra 

(Fig. 9). A TGA permite verificar a estabilidade térmica das amostras por 

suas variações de massa, em função da temperatura, e seu uso é 

imprescindível para a confirmação da formação de complexos de inclusão. 

A perdas de massa das amostras foram divididas em três regiões: 

Δm1 refere-se a perda das moléculas de água por evaporação ou 
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volatilização do OE GAU e β-CAR (30-110 °C); Δm2 é a degradação da 

amostra ou volatilização do OE e β-CAR ou perda das moléculas de água 

que ficaram retidas na cavidade da HPβCD (110-200 °C); Δm3 a degradação 

da amostra (200-400 °C) (Tabela 2). 

 

Figura 8. Curvas termogravimétricas da HPβCD, do β-cariofileno (β-CAR), 

da Psidium gaudichaudianum (GAU) e dos respectivos complexos de 

inclusão (CIs). 

Tabela 2. Perda de massa da HPβCD, da Psidium gaudichaudianum (GAU), 

do β-cariofileno (β-CAR) e dos respectivos complexos de inclusão (CIs). 

Amostra 
Δm1 (%)a 

30-110 °C 

Δm2 (%)b 

110-200 °C 

Δm3 (%)c 

200-400 °C 

HPβCD 6,4 0,1 81,4 

GAU 17,4 77,9 - 

β-CAR 5,3 94,4 - 

CI GAU 7,9 1,6 76,5 

CI β-CAR 9,8 0,4 75,9 

Variação de massa: aperda de água ou volatilização, bdegradação, volatilização ou perda de 

água que ficou retida na cavidade da HPβCD e cdegradação da amostra. 
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Em relação a HPβCD, inicialmente ocorre a perda de massa de 6,4% 

em temperaturas abaixo de 110 °C. Isso está relacionado à liberação da 

água adsorvida em sua estrutura, e até 300 °C a variação de massa é de 

apenas 0,1%, quando então sua decomposição foi iniciada. A terceira perda 

de massa (Δm3) da HPβCD foi a mais evidente e ocorreu com o máximo de 

degradação em 351 °C. Assim, esse oligossacarídeo tem alta estabilidade 

térmica quando comparado ao OE ou β-CAR.  

 

Figura 9. Curva termogravimétrica com derivada: a) HPβCD; b) óleo 

essencial da espécie Psidium gaudichaudianum; c) complexo de inclusão da 

P. gaudichaudianum; d) β-cariofileno; d) complexo de inclusão do β-

cariofileno. 
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O OE GAU apresentou a perda de massa em um único evento, com 

o máximo de degradação ou volatilização em 167 °C, sendo que na Δm2 a 

perda de massa foi de 77,9%. O β-CAR teve perda de massa gradual com o 

máximo teor de degradação ou volatilização em 166 °C, com Δm2 de 94,5%. 

Assim, o OE e o β-CAR apresentam comportamentos semelhantes e são 

totalmente degradados até 200 °C. No entanto, os CIs da GAU e β-CAR 

apresentam a perda de massa mais evidente somente na Δm3, sendo 76,5 e 

75,9%, respectivamente. Logo, os CIs com HPβCD permitem a proteção 

térmica do OE e do β-CAR, pois o máximo de degradação ocorre somente 

em cerca de 350 °C.  

Na região de Δm2, ocorreu uma pequena perda de massa nos CIs, 

confirmando uma característica diferente da HPβCD, que praticamente não 

perdeu massa nesse intervalo de temperatura. Portanto, essa perda de 

massa dos CIs pode estar associada à volatilização de uma pequena fração 

do OE e β-CAR que está adsorvida na superfície da HPβCD. Assim, estes 

podem ter sido complexados na parte externa da HPβCD, o que também foi 

observado por Piletti et al. (2019). Porém, Δm2 do OE e β-CAR são muito 

superiores aos valores dos CIs, logo, as amostras complexadas na cavidade 

da ciclodextrina proporcionam o aumento da estabilidade térmica. Devido à 

capacidade da ciclodextrina de reter os compostos dos OEs para evitar sua 

volatilização, os complexos de inclusão podem complexar de forma eficiente 

e estável as moléculas hóspedes (SU et al., 2019). Assim, essa vantagem 

corrobora com a hipótese que o OE e o β-CAR foram protegidos da 

degradação térmica e isso foi observado por outros autores (BABAOGLU et 

al., 2017; GAO et al., 2019a; KOTRONIA et al., 2017; MARRETO et al., 

2008).  

Apesar das curvas dos CIs serem semelhantes a HPβCD, entre 200 

e 300 °C houve perda de massa dos CIs, o que não ocorreu para a curva da 

HPβCD (Fig. 8). Logo, isso representa a perda de massa das amostras 

complexadas, sendo uma evidência de que a complexação ocorreu, pois o 

CI tem propriedades térmicas diferentes da HPβCD. Outro trabalho verificou 

que o OE de alho quando complexado em β-ciclodextrina, apresentou 

alteração nas propriedades térmicas nessa região do termograma e atribuiu 

esse fenômeno a complexação (PILETTI et al., 2019; PRABU et al., 2015). 
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Dessa forma, esses resultados indicam que as propriedades térmicas foram 

alteradas após a formação do complexo de inclusão e essas mudanças são 

um forte indicativo da complexação do OE e do β-CAR.  

 Dessa forma, os experimentos com TGA corroboraram com os 

resultados da eficiência de complexação do OE GAU e do β-CAR com 

HPβCD, que não foi ideal (100%).  

 A análise por espectroscopia FTIR é uma ferramenta amplamente 

utilizada para fornecer informações qualitativas na identificação de 

interações entre as moléculas complexadas e a HPβCD. Assim, é importante 

observar bandas presentes no OE GAU e no β-CAR que estejam nos CIs, 

bem como as bandas de HPβCD, indicando a complexação. Os espectros 

obtidos são exibidos na Fig. 10.  

 

Figura 10. Espectros de FTIR para a HPβCD, β-cariofileno (β-CAR), 

complexo de inclusão do β-CAR (CI β-CAR), óleo essencial da espécie 

Psidium gaudichaudianum (GAU) e CI GAU. 

No espectro da HPβCD foi destacada a banda a em torno de 3400 

cm-1, que se refere a vibração do estiramento da ligação O-H, e a banda d 

em 1030 cm-1, que representa o estiramento da ligação C-O de éter cíclico 

(BARBOSA, 2007). A banda a está presente em todos os espectros com 

exceção do β-CAR, como era esperado, por este conter apenas ligações 
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carbono-carbono e carbono-hidrogênio. De forma semelhante, a banda d 

está presente apenas no espectro da HPβCD e dos CIs. O espectro da GAU 

não apresenta a banda d de forma evidente, sugere-se assim que os 

compostos presentes no OE com a ligação C-O de éter cíclico podem ter 

sido degradados ou volatilizados do CI. No entanto, todos os compostos 

majoritários foram observados no cromatograma do OE removido do CI (Fig. 

6b). 

A banda b em 2925 cm-1, presente em todos os espectros, se refere 

ao estiramento assimétrico da ligação C-H nos grupos CH2. Essa banda não 

é tão evidente no espectro da HPβCD, pois ele está presente na estrutura 

da molécula apenas na substituição do grupamento 2-hidroxipropil (Fig. 11). 

As bandas em 2860 e 2950 cm-1, observadas principalmente nos espectros 

da GAU e do β-CAR, pertencem ao estiramento simétrico e assimétrico da 

ligação C-H nos grupos CH3 (BARBOSA, 2007). A banda c em 1450 cm-1 

também representa a frequência vibracional da deformação angular 

assimétrica nos grupos CH3 e está presente, principalmente, no OE GAU, no 

β-CAR e nos CIs (BARBOSA, 2007). As bandas b e c apresentam-se com 

maior intensidade no espectro da GAU, pois esse OE é o que mais apresenta 

compostos com ligação CH3. 

 

Figura 11. Estrutura da 2-hidroxipropil-β-ciclodextrina. 

As bandas no espectro da GAU com número de onda em torno de 900 

a 1200 cm-1 foram suprimidas no CI (entre as linhas verticais tracejadas). O 
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desaparecimento dessas bandas no espectro do CI pode estar relacionado 

a complexação dos compostos com vibrações nessa região, que foram 

sobrepostas por bandas presentes na HPβCD (GAO et al., 2019b; RAKMAI 

et al., 2018). Isso ocorre porque essas bandas ficaram evidentes nos CIs, 

mesmo com tamanho reduzido, corroborando com a hipótese da presença 

de OE ou β-CAR com HPβCD.  

As bandas a, b, c e d confirmaram que houve interação entre os 

hóspedes que são o OE e o β-CAR com o hospedeiro que é a HPβCD. 

Outros trabalhos também relacionaram as mudanças das bandas nos 

espectros como um indicativo de complexação (Pinheiro et al., 2017; Pires 

et al., 2019). 

3.2. Atividade herbicida 

O potencial herbicida do OE da P. gaudichaudianum, do β-cariofileno 

e dos respectivos CIs foram testados em diferentes concentrações em 

relação à germinação de sementes (G), crescimento radicular (CR) e 

crescimento aéreo (CA) em B. pilosa e L. multiflorum. O glifosato (CP1) e o 

2,4-D (CP2) foram usados como controles positivos. A mistura dos solventes 

acetona (2%) e tween 80 (0,05%) em meio aquoso foi utilizada como controle 

negativo (CN) para o OE ou β-CAR, e para os CIs, utilizou-se a HPβCD em 

meio aquoso.  

Inicialmente, para verificar a significância e comparar as toxicidades 

do OE, β-CAR e seus respectivos CIs, foi realizada a análise de variância 

com todos os resultados avaliados, que indicou que os tratamentos tiveram 

efeito significativo na germinação, crescimento radicular e aéreo em B. pilosa 

e L. multiflorum, com valor de p<0,001 (Tabela 3). Além disso, interações 

bidirecionais e tridirecionais também mostraram significância, exceto para a 

interação entre espécies e concentração nas variáveis crescimento radicular 

e aéreo. Logo, podemos comparar o efeito dos tratamentos nas plantas 

invasoras e entre elas nas mesmas concentrações sobre a germinação, 

crescimento radicular e aéreo (Tabela 4).  

Comparando a resposta de cada planta invasora aos tratamentos 

avaliados, os resultados mostram que a L. multiflorum foi uma planta mais 

sensível do que a B. pilosa (Tabela 4). Isso ocorreu, pois a L. multiflorum 
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teve menor porcentagem de germinação e crescimento radicular em relação 

a B. pilosa na maioria dos tratamentos e concentrações. Com relação ao 

crescimento da parte aérea, os tratamentos tiveram efeitos semelhantes 

sobre as plantas invasoras na maioria das concentrações.  

Tabela 3. Análise de variância (ANOVA) para o efeito do óleo essencial da 

P. gaudichaudianum, β-cariofileno e os respectivos complexos de inclusão 

na germinação e crescimento radicular e aéreo de Bidens pilosa e Lolium 

multiflorum. 

Fonte de variação df 

Fcalculado 

Germinação 

(%) 

Crescimento 

radicular 

(mm) 

Crescimento 

aéreo 

(mm) 

Espécie de planta 

invasora (A) 
1 345,2801*** 160,437*** 4,9259* 

Tratamento (B) 3 63,6608*** 158,2757*** 219,206*** 

Concentração (C) 4 26,706*** 8,5239*** 26,9576*** 

A X B 3 27,9444*** 58,5316*** 5,4023** 

A X C 4 3,6755** 1,5868 2,1215 

B X C 12 13,4208*** 10,8153*** 24,6083*** 

A X B X C 12 7,519*** 4,804*** 7,7438*** 

Coeficiente de 

variação 
 20,53% 23,69% 23,37% 

df Graus de liberdade, número de replicatas (n): 5. *Significância à 5% de probabilidade 

(p<0,05), **Significância à 1% de probabilidade (p<0,01), ***Significância à 0,1% de 

probabilidade (p<0,001). 

Além disso, de forma geral, percebe-se que o OE GAU é mais tóxico 

do que todos os outros tratamentos (Tabela 4). Assim, o efeito sinérgico do 

OE é evidenciado, pois a mistura dos compostos é importante para sua 

aplicação biológica. Outros trabalhos evidenciaram que os OEs constituídos 

majoritariamente por compostos sesquiterpênicos podem contribuir para a 

atividade fitotóxica (ANDRIANA et al., 2019; VASCONCELOS et al., 2019). 
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Tabela 4. Resultados da comparação entre as médias dos efeitos dos tratamentos com óleo essencial da P. gaudichaudianum, β-

cariofileno e os respectivos complexos de inclusão e suas concentrações na germinação e crescimento radicular e aéreo em B. 

pilosa e L. multiflorum. 

As médias seguidas por letras diferentes, maiúsculas nas colunas (plantas) e minúsculas nas linhas (tratamentos), diferem pelo teste de Tukey (p<0,05).  

Média ± desvio padrão (n = 5). 

Concentrações 
(µg mL-1) 

Tratamentos  
Germinação (G) (%) 

Crescimento radicular (CR) 
(mm) 

Crescimento aéreo (CA)  
(mm) 

B. pilosa L. multiflorum B. pilosa L. multiflorum B. pilosa L. multiflorum 

3000 

OE GAU 3,2 ± 3,3 Bc 23,2 ± 15,8 Ab 2,3 ± 2,6 Bc 9,3 ± 5,7 Ab 0,0 ± 0,0 Ad 5,1 ± 3,0 Ac 
CI GAU 52,8 ± 18,8 Ab 19,2 ± 4,4 Bb 15,3 ± 2,4 Ab 13,2 ± 5,8 Aab 14,3 ± 0,7 Ac 13,0 ± 7,0 Ab 
β-CAR 86,4 ± 10,4 Aa 44,8 ± 15,6 Ba 20,3 ± 3,8 Ab 19,8 ± 6,2 Aa 22,3 ± 5,1 Ab 21,9 ± 6,8 Aa 

CI β-CAR 82,4 ± 6,1 Aa 28,8 ± 11,8 Bab 40,3 ± 1,8 Aa 13,2 ± 3,9 Bab 31,1 ± 5,3 Aa 13,6 ± 4,1 Bb 

1500 

OE GAU 4,0 ± 6,9 Bb 30,4 ± 14,3 Ab 1,8 ± 2,5 Bc 8,1 ± 1,6 Ab 0,0 ± 0,0 Ac 5,3 ± 1,7 Ac 
CI GAU 79,2 ± 7,7 Aa 35,2 ± 7,7 Bab 19,2 ± 1,1 Ab 17,1 ± 6,3 Aa 16,2 ± 4,3 Bb 22,1 ± 4,5 Aab 
β-CAR 92,0 ± 5,7 Aa 49,6 ± 8,8 Ba 24,1 ± 3,6 Ab 16,6 ± 5,4 Ba 26,4 ± 5,7 Aa 16,6 ± 7,3 Bb 

CI β-CAR 80,0 ± 9,4 Aa 44,8 ± 15,6 Bab 41,6 ± 4,2 Aa 15,9 ± 3,0 Ba 28,3 ± 7,9 Aa 27,4 ± 4,0 Aa 

750 

OE GAU 44,0 ± 25,3 Ab 29,6 ± 4,6 Ab 6,1 ± 3,8 Ac 9,8 ± 3,0 Ab 4,4 ± 4,1 Ac 5,5 ± 1,1 Ac 
CI GAU 79,2 ± 12,5 Aa 52 ± 11,0 Ba 24,4 ± 2,4 Ab 18,5 ± 5,9 Ba 19,2 ± 1,2 Ab 12,6 ± 3,3 Bb 
β-CAR 92,8 ± 8,2 Aa 48,8 ± 12,1 Ba 27,9 ± 3,4 Ab 20,7 ± 3,3 Ba 29,4 ± 4,4 Aa 24,8 ± 3,2 Aa  

CI β-CAR 88,0 ± 4,9 Aa 53,6 ± 14,6 Ba 35,4 ± 3,3 Aa 17,5 ± 5,9 Ba 31,4 ± 4,6 Aa 27,7 ± 3,3 Aa 

375 

OE GAU 76,0 ± 7,5 Aa 45,6 ± 6,7 Ba 12,2 ± 3,8 Ac 12,4 ± 6,2 Ab 8,4 ± 2,9 Ab 9,9 ± 2,3 Ab  
CI GAU 81,6 ± 12,2 Aa 50,4 ± 14,6 Ba 27,0 ± 0,7 Ab 17,7 ± 6,2 Bab 26,5 ± 3,3 Aa 16,4 ± 7,0 Bb  
β-CAR 83,2 ± 19,1 Aa 0,0 ± 0,0 Bb 13,0 ± 3,2 Ac 0,0 ± 0,0 Bc 0,0 ± 0,0 Ab 0,0 ± 0,0 Ac 

CI β-CAR 87,2 ± 8,7 Aa 62,4 ± 9,2 Ba 35,4 ± 3,3 Aa 24,1 ± 5,5 Ba 29,4 ± 6,4 Ba  35,5 ± 3,4 Aa 

187,5 

OE GAU 77,6 ± 8,8 Aa 42,4 ± 18,5 Ba 16,4 ± 3,8 Ac 14,9 ± 6,6 Abc 14,9 ± 3,4 Ab  14,2 ± 4,6 Ab 
CI GAU 84,0 ± 11,7 Aa 52,8 ± 11,1 Ba 27,0 ± 2,0 Ab 8,6 ± 1,8 Bc 25,9 ± 5,0 Aa 16,9 ± 4,5 Bb  
β-CAR 84,8 ± 10,4 Aa 53,6 ± 6,7 Ba 26,6 ± 5,9 Ab 18,9 ± 5,8 Bab 27,7 ± 3,6 Aa 29,7 ± 6,4 Aa 

CI β-CAR 80,0 ± 13,3 Aa 60,0 ± 7,5 Ba 37,1 ± 4,9 Aa 22,3 ± 9,7 Ba 26,1 ± 2,8 Ba 36,6 ± 1,5 Aa  
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Pode-se ainda estabelecer uma resposta dose-dependente para essas plantas, 

uma vez que a G, o CR e o CA diminuíram com o aumento das concentrações.  

Contudo, a concentração de 375 µg mL-1 do β-CAR é uma exceção, pois promoveu a 

inibição total da G, do CA e do CR em L. multiflorum e do CA em B. pilosa (Tabela 4). 

A germinação das sementes, os crescimentos radicular e aéreo das plantas 

invasoras foram relacionados com todos os tratamentos e comparados aos controles 

(Figura 12, 13 e 14). 

 

Figura 12. Atividade herbicida do (a) óleo essencial de P. gaudichaudianum, (b) 

complexo de inclusão da P. gaudichaudianum, (c) β-CAR e (d) complexo de inclusão 

do β-CAR; sobre a germinação de Bidens pilosa e Lolium multiflorum. CN = controle 

negativo; CP1 = controle positivo 1 (glifosato); CP2 = controle positivo 2 (2,4-D). Os 

boxplots seguidos das mesmas letras dos controles (CN, CP1 e CP2) não diferem 

entre si pelo teste de Dunnett (p<0,05). 

A taxa de germinação das sementes das plantas invasoras utilizando os 

tratamentos foi comparada aos controles (Figura 12). Em relação ao OE GAU, 

observou-se que a germinação em sementes de B. pilosa, nas maiores concentrações 

(≥1500 µg mL-1), foi similar ao 2,4-D (CP2), em que não houve germinação (Fig. 15). 

O glifosato (CP1), por ser geralmente um herbicida pós emergente, não afeta a 

germinação de B. pilosa. Para o CI GAU, somente a concentração de 3000 µg mL-1 

causou uma redução da taxa de germinação de B. pilosa, semelhante ao que foi 
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observado em 750 µg mL-1 do OE GAU (Fig. 16). Para B. pilosa, o β-CAR e o CI β-

CAR não influenciaram na variável germinação, pois se assemelharam ao controle 

negativo e ao glifosato (Fig. 17 e 18). No que diz respeito as sementes da planta L. 

multiflorum, considerando a utilização do OE GAU e do CI GAU, destaca-se a 

germinação em 3000 µg mL-1 para ambos, que se assemelharam aos controles 

positivos (Fig. 19 e 20). Na concentração de 375 µg mL-1 o β-CAR, inibiu 100% a 

germinação de sementes de L. multiflorum (Fig. 21). 

 

Figura 13. Atividade herbicida do (a) óleo essencial de P. gaudichaudianum, (b) 

complexo de inclusão da P. gaudichaudianum, (c) β-CAR e (d) complexo de inclusão 

do β-CAR; sobre o crescimento radicular de Bidens pilosa e Lolium multiflorum. CN = 

controle negativo; CP1 = controle positivo 1 (glifosato); CP2 = controle positivo 2 (2,4-

D). Os boxplots seguidos das mesmas letras dos controles (CN, CP1 e CP2) não 

diferem entre si pelo teste de Dunnett (p<0,05). 

Em relação ao crescimento radicular, tanto o OE GAU quanto o CI GAU, em B. 

pilosa, tiveram crescimentos inferiores ao controle negativo. No entanto, o OE GAU 

apresentou inibição do alongamento das raízes igual ao glifosato em concentrações 

≥750 µg mL-1. Considerando o β-CAR e o CI β-CAR, apenas a concentração de 375 

µg mL-1 inibiu o alongamento das raízes de B. pilosa, não se assemelhando a nenhum 

dos controles. Para a L. multiflorum, destaque é dado ao OE GAU na concentração 

de 1500 µg mL-1, pois o CR se assemelhou ao glifosato. Para o CI GAU, houve 

diminuição do CR em 187,5 e 3000 µg mL-1, sendo essas as concentrações mais 
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tóxicas. Na concentração de 375 µg mL-1 o β-CAR, inibiu 100% o CR da L. multiflorum. 

Para o CI β-CAR, 3000 µg mL-1 foi a concentração que mais inibiu o CR de L. 

multiflorum (Fig. 22). 

Para a variável crescimento aéreo em B. pilosa, no OE GAU, destacam-se as 

concentrações ≥750 µg mL-1, em que não houve desenvolvimento da parte aérea da 

planta, pois se assemelharam ao 2,4-D. O CI também apresentou os maiores valores 

de inibição de CA com concentrações ≥750 µg mL-1, se assemelhando ao glifosato. O 

CA de B. pilosa e L. multiflorum foi totalmente inibido utilizando 375 µg mL-1 de β-CAR. 

A concentração de 3000 µg mL-1 do CI β-CAR foi a que mais interferiu no CA de L. 

multiflorum. Todas as concentrações do OE GAU e do CI GAU afetaram o CA de L. 

multiflorum.  

 
Figura 14. Atividade herbicida do (a) óleo essencial de P. gaudichaudianum, (b) 

complexo de inclusão da P. gaudichaudianum, (c) β-CAR e (d) complexo de inclusão 

do β-CAR; sobre o crescimento aéreo de Bidens pilosa e Lolium multiflorum. CN = 

controle negativo; CP1 = controle positivo 1 (glifosato); CP2 = controle positivo 2 (2,4-

D). Os boxplots seguidos das mesmas letras dos controles (CN, CP1 e CP2) não 

diferem entre si pelo teste de Dunnett (p<0,05). 

De forma geral, a maioria dos tratamentos utilizados apresentaram atividade 

herbicida, seja por inibir a germinação de sementes ou por afetar o crescimento das 

raízes e da parte aérea. O OE GAU é um produto natural promissor, pois apresenta 

potencial herbicida semelhante ao glifosato, que é um produto comercial, 
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especialmente na concentração de 3000 µg mL-1 ao avaliar o CR e CA. Ainda, 

observa-se que os CIs apresentaram atividade herbicida igual ou menor do que o OE 

ou o β-CAR. Apesar disso, a utilização de complexos de inclusão ao invés do OE 

permite ampliar suas aplicações no setor agrícola visto que os CIs melhoram suas 

propriedades, como já discutido anteriormente. Diante disso, pode-se recomendar a 

utilização do CI GAU na concentração de 3000 µg mL-1 em B. pilosa e L. multiflorum, 

pois apresentou efeito negativo moderado na G, no CA e no CR. Em relação ao CI β-

CAR, a concentração mais indicada para ser utilizada em L. multiflorum é de 3000 µg 

mL-1, pois apresenta maior toxicidade. 

 

Figura 15. Efeito do óleo essencial de Psidium gaudichaudianum em Bidens pilosa. 

1) 187,5 µg mL-1; 2) 375 µg mL-1; 3) 750 µg mL-1; 4) 1500 µg mL-1; 5) 3000 µg mL-1. 

 

Figura 16. Efeito do complexo de inclusão do óleo essencial de Psidium 

gaudichaudianum em Bidens pilosa. 1) 187,5 µg mL-1; 2) 375 µg mL-1; 3) 750 µg mL-

1; 4) 1500 µg mL-1; 5) 3000 µg mL-1. 



154 

 

 

 

Figura 17. Efeito do β-cariofileno em Bidens pilosa. 1) CN = controle negativo (acetona 

e tween 80 em meio aquoso); 2) CP1 = controle positivo 1 (glifosato); 3) CP2 = controle 

positivo 2 (2,4-D); 4) 187,5 µg mL-1; 5) 375 µg mL-1; 6) 750 µg mL-1; 7) 1500 µg mL-1; 

8) 3000 µg mL-1. 

 

Figura 18. Efeito do complexo de inclusão do β-cariofileno em Bidens pilosa. 1) CN = 

controle negativo (HPβCD em meio aquoso); 2) CP1 = controle positivo 1 (glifosato); 

3) CP2 = controle positivo 2 (2,4-D); 4) 187,5 µg mL-1; 5) 375 µg mL-1; 6) 750 µg mL-1; 

7) 1500 µg mL-1; 8) 3000 µg mL-1. 

 

Figura 19. Efeito do óleo essencial de Psidium gaudichaudianum em Lolium 

multiflorum. 1) 187,5 µg mL-1; 2) 375 µg mL-1; 3) 750 µg mL-1; 4) 1500 µg mL-1; 5) 3000 

µg mL-1. 
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Figura 20. Efeito do complexo de inclusão do óleo essencial de Psidium 

gaudichaudianum em Lolium multiflorum. 1) 187,5 µg mL-1; 2) 375 µg mL-1; 3) 750 µg 

mL-1; 4) 1500 µg mL-1; 5) 3000 µg mL-1. 

 

Figura 21. Efeito do β-cariofileno em Lolium multiflorum. 1) CN = controle negativo 

(acetona e tween 80 em meio aquoso); 2) CP1 = controle positivo 1 (glifosato); 3) CP2 

= controle positivo 2 (2,4-D); 4) 187,5 µg mL-1; 5) 375 µg mL-1; 6) 750 µg mL-1; 7) 1500 

µg mL-1; 8) 3000 µg mL-1. 

 

Figura 22. Efeito do complexo de inclusão do β-cariofileno em Lolium multiflorum. 1) 

CN = controle negativo (HPβCD em meio aquoso); 2) CP1 = controle positivo 1 

(glifosato); 3) CP2 = controle positivo 2 (2,4-D); 4) 187,5 µg mL-1; 5) 375 µg mL-1; 6) 

750 µg mL-1; 7) 1500 µg mL-1; 8) 3000 µg mL-1. 
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Outro ponto que deve ser ressaltado é que a comparação entre os tratamentos, 

apresentada na Tabela 4, não leva em consideração os controles negativos utilizados. 

Para solubilizar o OE GAU e o β-CAR em meio aquoso foi utilizado o tween 80, que é 

um surfactante considerado de baixa toxicidade ao ambiente: solo, plantas e ser 

humano (CHENG et al., 2017). Além disso, o tween 80 é um surfactante não-iônico, 

economicamente viável, um dos melhores e mais utilizados para solubilizar o OE em 

água (CAMPOLO et al., 2020; PENG; YIN; LI, 2012). No entanto, observa-se que o 

controle negativo do OE GAU e do β-CAR, contendo acetona e tween 80 em água, na 

maioria das vezes, tem maior toxicidade no CR e no CA do que o controle negativo 

dos CIs, que é a HPβCD. Isso significa que parte da toxicidade do OE GAU e do β-

CAR se deve ao solvente e não somente ao OE.  

A avaliação das propriedades herbicidas em plantas invasoras utilizando o OE 

GAU e o β-CAR não foram relatadas anteriormente na literatura. Porém, esse OE já 

foi testado em plantas modelo (alface e sorgo) (VASCONCELOS et al., 2019). Nesse 

trabalho, o OE GAU afetou o crescimento da raiz de alface nas concentrações ≥750 

µg mL-1, se assemelhando ao glifosato, o que foi correspondente ao observado nas 

plantas invasoras (VASCONCELOS et al., 2019). Outro trabalho que utilizou 

complexos de inclusão de nove OEs em HPβCD verificou que não houve melhora na 

toxicidade de alface (L. sativa) e azevém (L. perenne), quando comparado aos OEs 

não complexados (EL-ALAM et al., 2020).  

A nanoemulsão contendo OE de erva-doce (Foeniculum vulgare) é uma forma 

de protegê-lo e foi utilizada para verificar a atividade herbicida em plantas invasoras 

de trigo (Triticum aestivum) (KAUR et al., 2021). Apesar da nanoemulsão não ter sua 

eficácia comparada com o OE, a nanoemulsão apresentou capacidade de inibir a G, 

o CR e o CA (KAUR et al., 2021).  

Idealmente o OE ou CI OE devem ser tóxicos em plantas invasoras sem afetar 

as plantações agrícolas, isso porque o herbicida seria aplicado no ambiente em que 

essas plantas estariam juntas. Neste contexto, M. Ibáñez and Blázquez (2019), 

utilizaram OEs formados majoritariamente por compostos sesquiterpênicos e 

verificaram atividade herbicida promissora em L. multiflorum e outras plantas 

invasoras (IBÁÑEZ; BLÁZQUEZ, 2019b). Este trabalho utilizou as mesmas 

concentrações dos OEs em plantas não alvo (tomate, pepino e arroz) e não foram 

observados efeitos fitotóxicos significativos (IBÁÑEZ; BLÁZQUEZ, 2019b). 
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3.3. Atividade citogenotóxica 

A análise da citogenotoxicidade foi realizada para verificar o efeito tóxico do 

óleo essencial de P. gaudichaudianum, do β-cariofileno e dos CIs sobre o ciclo celular 

da planta modelo L. sativa, determinando assim, o modo de ação envolvido na inibição 

da germinação e crescimento radicular. As Tabelas 5 e 6 apresentam os resultados 

das alterações induzidas sobre o índice mitótico e o potencial genotóxico e 

mutagênico observados.  

Tabela 5. Índice mitótico, genotoxicidade e mutagênicidade observado em células 

meristemáticas de raízes de Lactuca sativa expostas ao óleo essencial de Psidium 

gaudichaudianum (OE GAU) e ao β-cariofileno (β-CAR).  

Tratamento 
Concentração 

(µg mL-1) 

Índice mitótico 

(%) 

Genotoxicidade 

(%) 

Mutagenicidade 

(%) 

CN - 8,16 ± 1,08 a 2,14 ± 0,32 a 0,00 ± 0,00 a 

CP - 8,57 ± 0,62 b 2,88 ± 0,25 b 0,00 ± 0,00 b 

     

OE GAU 187,5 8,70 ± 0,78 ab 2,46 ± 0,71 ab 0,00 ± 0,00 ab 

 375 8,96 ± 1,09 ab 2,24 ± 0,39 ab 0,02 ± 0,04 ab 

 750 9,22 ± 1,29 ab 2,36 ± 0,50 ab 0,00 ± 0,00 ab 

 1500 8,92 ± 0,57 ab 2,38 ± 0,29 ab 0,04 ± 0,05 ab 

 3000 7,88 ± 1,13 ab 2,30 ± 0,51 ab 0,02 ± 0,04 ab 

     

β-CAR 187,5 8,64 ± 0,84 ab 2,16 ± 0,55 ab 0,00 ± 0,00 ab 

 375 4,82 ± 1,30 2,16 ± 0,46 ab 0,04 ± 0,05 ab 

 750 7,2 ± 0,37 ab 2,22 ± 0,58 ab 0,00 ± 0,00 ab 

 1500 7,22 ± 1,18 ab 1,96 ± 0,42 a 0,00 ± 0,00 ab 

 3000 7,54 ± 1,24 ab 1,98 ± 0,36 a 0,00 ± 0,00 ab 

As médias com letras diferentes entre linhas diferem estatisticamente entre si pelo teste de Dunnett 

(p<0,05). CN = controle negativo (acetona e tween 80 em meio aquoso); CP = controle positivo 

(metanossulfonato de metila).  

A citotoxicidade foi estimada através da análise do índice mitótico. O índice 

mitótico está relacionado às células em divisão e sua diminuição é causada pela 

interrupção de uma ou mais fases mitóticas ou pela desaceleração da taxa de divisão 

celular do meristema apical da raiz (YUET PING et al., 2012). A diminuição da divisão 
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celular tem como consequência a redução do alongamento da raiz (HARASHIMA; 

SCHNITTGER, 2010). As anormalidades cromossômicas e nucleares (efeito 

genotóxico) também levam a alterações no índice mitótico visto que interferem na 

viabilidade celular (GONÇALVES et al., 2020). Dessa forma, compostos citotóxicos 

também podem demonstrar genotoxicidade (BIANCHI; MANTOVANI; MARIN-

MORALES, 2015; GONÇALVES et al., 2020).  

Tabela 6. Índice mitótico, genotóxico e mutagênico observado em células 

meristemáticas de raízes de Lactuca sativa expostas ao complexo de inclusão do 

essencial de Psidium gaudichaudianum (CI GAU) e do β-cariofileno (CI β-CAR).  

Tratamento 
Concentração 

(µg mL-1) 

Índice mitótico 

(%) 

Genotoxicidade 

(%) 

Mutagenicidade 

(%) 

CN - 9,36 ± 0,62 a 1,96 ± 0,38 a 0,00 ± 0,00 a 

CP - 8,57 ± 0,62 b 2,88 ± 0,25 b 0,00 ± 0,00 b 

     

CI GAU 187,5 8,78 ± 0,61 ab 2,02 ± 0,30 a 0,00 ± 0,00 ab 

 375 9,10 ± 0,16 ab 1,88 ± 0,38 a 0,04 ± 0,05 ab 

 750 7,90 ± 0,80 b 1,48 ± 0,51 a 0,00 ± 0,00 ab 

 1500 7,86 ± 0,82 b 1,72 ± 0,04 a 0,00 ± 0,00 ab 

 3000 7,52 ± 0,49 b 1,52 ± 0,47 a 0,04 ± 0,05 ab 

     

CI β-CAR 187,5 7,80 ± 0,69 b 1,48 ± 0,38 a 0,00 ± 0,00 ab 

 375 8,54 ± 0,49 ab 1,82 ± 0,29 a 0,02 ± 0,04 ab 

 750 8,80 ± 1,19 ab 1,82 ± 0,21 a 0,00 ± 0,00 ab 

 1500 8,58 ± 0,44 ab 2,54 ± 0,57 ab 0,00 ± 0,00 ab 

 3000 8,28 ± 1,12 ab 2,76 ± 0,36 b 0,00 ± 0,00 ab 

As médias com letras diferentes entre linhas diferem estatisticamente entre si pelo teste de Dunnett 

(p<0,05). CN = controle negativo (2-hidroxipropil-β-ciclodextrina em meio aquoso); CP = controle 

positivo (metanossulfonato de metila).  

Os efeitos genotóxicos podem ser causados pelos mecanismos de ação 

aneugênico e clastogênico. Os agentes aneugênicos induzem a erros na ligação dos 

cromossomos ao fuso mitótico, provocando anormalidades cromossômicas como c-

metáfase, perdas e aderências cromossômicas (LEME; MARIN-MORALES, 2009; 

SILVEIRA et al., 2017). Os agentes clastogênicos interagem diretamente com o DNA 
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provocando quebras cromossômicas e pontes (LEME; MARIN-MORALES, 2009; 

SILVEIRA et al., 2017). 

A mutagenicidade foi avaliada pela presença de células com micronúcleos. 

Esta anormalidade nuclear é um marcador de toxicidade. Os micronúcleos podem ter 

origem de quebras cromossômicos causadas por agentes clastogênicos, ou através 

de perdas cromossômicas causadas por agentes aneugênicos (FERNANDES; 

MAZZEO; MARIN-MORALES, 2007, 2009; LEME; MARIN-MORALES, 2009). 

Em relação ao índice mitótico, o OE GAU e o β-CAR se assemelharam aos 

controles, exceto na concentração de 375 µg mL-1 do β-CAR (Tabela 5). Para essa 

concentração, observou-se a inibição total da G, do CR e do CA de L. multiflorum 

(Tabela 4). Assim, o efeito citotóxico do β-CAR justifica essas alterações herbicidas a 

nível macroscópico. Se o índice mitótico foi baixo, significa que menor quantidade de 

células está se dividindo sendo mais difícil encontrar anormalidades cromossômicas 

(genotoxicidade). 

A porcentagem de cada alteração cromossômica dentro do total de células em 

divisão foi avaliada (Fig. 23). As imagens das anormalidades cromossômicas e 

nucleares observadas no microscópio em células meristemáticas de Lactuca sativa 

expostas ao OE, β-CAR e seus respectivos CIs foram apresentadas na Figura 24. 

Apesar dos controles não apresentarem muita diferença no índice mitótico (Tabela 5 

e 6), o controle positivo exibiu maior genotoxicidade, com maior quantidade de 

alterações cromossômicas, principalmente de c-metáfase (Fig. 23). 

Em 375 µg mL-1 a genotoxicidade do β-CAR apesar de não ter sido muito 

afetada, se assemelhando aos controles (Tabela 5), foi a concentração que 

apresentou a maior frequência de anormalidades cromossômicas (Fig. 23b), 

especialmente c-metáfase e ponte (Fig. 24A,E,F), em relação as demais 

concentrações. Logo, os mecanismos de ação do β-CAR são por efeito clastogênico 

e aneugênico. Nas concentrações de 1500 e 3000 µg mL-1 do β-CAR, a 

genotoxicidade foi menos afetada do que as demais. Em relação a mutagenicidade, 

apesar do OE GAU, β-CAR e CIs se assemelharem aos controles, em que não houve 

presença de núcleo condensado ou micronúcleo (Fig. 24H), eles estão presentes nos 

tratamentos, como em 375 µg mL-1 do β-CAR, sendo um indicativo de efeito 

mutagênico (Tabela 5 e 6). 

O OE GAU apresenta c-metáfase e cromossomos aderentes (Fig. 24E-G) como 

as principais anormalidades cromossômicas (Fig. 23a). Logo, o principal mecanismo 
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de ação do OE foi causado por agentes aneugênicos. Na concentração de 375 µg mL-

1 do OE GAU houve quebras cromossômicas (Fig. 23a). Além disso, ele apresentou a 

presença de núcleo condensado ou micronúcleo em 375, 1500 e 3000 µg mL-1 (Tabela 

5). 

 
Figura 23. Porcentagem de anormalidades cromossômicas observadas em células 

meristemáticas de raízes de Lactuca sativa expostas ao: a) óleo essencial de Psidium 

gaudichaudianum (OE GAU) e ao seu complexo de inclusão (CI GAU); b) β-cariofileno 

(β-CAR) e ao seu complexo de inclusão (CI β-CAR). CN1 = controle negativo 1 

(acetona e tween 80 em meio aquoso); CN2 = controle negativo 2 (HPβCD em meio 

aquoso); CP = controle positivo (metanossulfonato de metila). As médias com letras 

diferentes entre barras com as mesmas cores diferem estatisticamente entre si pelo 

teste de Dunnett (p<0,05). 

O CI GAU apresentou citotoxicidade maior nas concentrações igual ou acima 

de 750 µg mL-1, pois apresentaram os menores índices mitóticos (Tabela 6). Se o ciclo 

celular foi afetado, a multiplicação celular anormal pode contribuir para a diminuição 

da germinação e do crescimento radicular e aéreo. Isso foi observado na atividade 
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herbicida, uma vez que as maiores concentrações do CI GAU foram as que mais 

afetaram a G, o CR e o CA. Apesar do CI GAU não afetar a genotoxicidade, foram 

verificadas c-metáfase, cromossomos aderentes e ponte como as principais 

anormalidades cromossômicas (Fig. 23a). Por isso, os mecanismos de ação do CI 

GAU foram por efeito clastogênico e aneugênico. Em 375 e 3000 µg mL-1, houve 

indício de mutagenicidade visto que foram encontrados micronúcleos utilizando o CI 

GAU (Tabela 6).  

 

Figura 24. Anormalidades cromossômicas e nucleares observadas em células 

meristemáticas de Lactuca sativa expostas ao OE, β-CAR e seus CIs. A) ponte em 

telófase; B) anáfase com ponte e cromossomo perdido; C) metáfase com cromossomo 

perdido; D) intérfase com micronúcleo; E) e F) c-metáfase; G) aderência 

cromossômica; H) núcleo condensado. Barra = 10 μm.  

O CI β-CAR apresentou índice mitótico e genotoxicidade semelhante ao 

controle positivo em 187,5 e 3000 µg mL-1, respectivamente. As principais 

anormalidades cromossômicas observadas foram c-metáfase e cromossomos 

aderentes, evidenciando o efeito aneugênico (Fig. 23b). Em 375 µg mL-1, o CI β-CAR 

apresentou indício de mutagenicidade.  

De forma geral, as anormalidades cromossômicas menos observadas entre os 

tratamentos foram quebra e perda (Fig. 23). As anormalidades mais observadas foram 

c-metáfase e cromossomos aderentes. A c-metáfase está associada ao mau 

funcionamento do fuso ou sua inativação, paralisando o ciclo mitótico em metáfase 

(FREITAS et al., 2016; LEME; MARIN-MORALES, 2009). Portanto, a presença de c-

metáfase indica que o fuso provavelmente está sendo danificado por proteases 

contidas no OE GAU ou β-CAR (PALMIERI et al., 2021). Os cromossomos aderentes 
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levam à perda das características normais de condensação, à formação de 

aglomerados e está relacionada a efeito citotóxico (ANDRADE; CAMPOS; DAVIDE, 

2008; ANDRADE-VIEIRA et al., 2011).  

Em OEs de Psidium também foram observados anormalidades cromossômicas 

principalmente do tipo c-metáfase e cromossomos aderentes em L. sativa 

(VASCONCELOS et al., 2021). Assim, os resultados obtidos nesse trabalho foram 

semelhantes aos de Vasconcelos et al. (2019), que utilizaram o OE GAU e observaram 

que compostos com efeitos citotóxicos induziam anormalidades cromossômicas em 

L. sativa, logo, apresentaram efeito genotóxico. De acordo com Nishida et al. (2005), 

de forma geral os OEs, além do 1,8-cineol e α-pineno, que estão presentes no OE 

GAU, têm a capacidade de inibir a síntese de DNA, o que impede que a célula entre 

em mitose, tendo assim efeito aneugênico.  

Foi possível verificar que o OE GAU, o β-CAR e os respectivos CIs interferem 

no ciclo celular de raízes de L. sativa e induzem a anormalidades cromossômicas. Os 

resultados permitiram estabelecer uma correlação entre os parâmetros microscópicos 

e macroscópicos, justificando a fitotoxicidade comprovada. 

4. CONCLUSÃO 

O uso de produtos naturais, como o óleo essencial de Psidium 

gaudichaudinum, o padrão majoritário β-cariofileno e os complexos de inclusão têm 

um efeito promissor no manejo de plantas invasoras. Uma vez que os OEs são 

considerados produtos ecologicamente seguros e facilmente degradados na natureza, 

podem ser uma alternativa para reduzir a quantidade de herbicidas comumente 

utilizados. Os complexos de inclusão produzidos foram capazes de proteger o OE e o 

β-CAR da volatilidade e degradação térmica, com alta eficiência de complexação. Foi 

estudada a comparação entre os efeitos médios dos tratamentos com óleo essencial 

de P. gaudichaudianum, β-cariofileno e respectivos complexos de inclusão e suas 

concentrações na germinação, crescimento radicular e aéreo em B. pilosa e L. 

multiflorum. O CI do OE GAU na maior concentração testada apresentou efeito 

significativo contra as espécies de plantas invasoras B. pilosa e L. multiflorum. No 

entanto, o CI do β-CAR na maior concentração foi eficaz apenas em L. multiflorum. 

Os CIs mantiveram ou diminuíram a atividade biológica em plantas invasoras quando 

comparado ao OE GAU e β-CAR não complexados, mas positivamente o CI permite 

a aplicação do OE no campo, pois protege o OE da volatilização enquanto aumenta 



163 

 

 

sua solubilidade em água. Estudos futuros com foco na toxicidade desses complexos 

de inclusão em culturas como trigo e milho são necessários. Contudo, os avanços 

alcançados neste trabalho fornecem um produto bioherbicida comercialmente viável 

para o controle de plantas invasoras. 
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3. CONCLUSÃO GERAL 

 Neste trabalho foi desenvolvida uma tecnologia para produzir CIs a partir de 

produtos naturais obtidos de fontes renováveis. Os insumos utilizados na produção de 

CIs são amigáveis ao ambiente, sendo o OE extraído das folhas da goiabeira e araçá, 

provenientes de culturas amplamente cultivadas no Brasil, podendo ser obtidas a 

partir de processo de podas das plantações. A HPβCD, que é um derivado do amido, 

também apresenta baixa toxicidade ao meio ambiente e ao ser humano. A 

composição química dos OEs e os rendimentos de extração foram determinados, 

sendo imprescindíveis para demonstrar a viabilidade de exploração das plantas 

estudadas, visando seu potencial de aplicação em grande escala. O planejamento 

experimental multivariado demonstrou ser uma ferramenta muito importante para 

otimizar o processo de produção dos CIs. Dessa forma, a partir do desenvolvimento 

desse método é possível complexar vários OEs com a HPβCD, obtendo alta eficiência 

na produção. 

Considerando que os OEs de P. guajava e P. cattleyanum apresentaram 

atividade larvicida promissora em A. aegypti, acredita-se que o gênero Psidium seja 

uma referência em possuir OEs com essa aplicação. Outra aplicação com o OE de P. 

gaudichaudianum e o β-cariofileno foi na produção de bioherbicidas para aplicação 

em plantas invasoras que surgem em lavouras de forma indesejável. Os produtos 

aplicados apresentaram eficácia na atividade herbicida e citogenotóxica.  

Devido à presença marcante de óleos essenciais foliares nas plantas do gênero 

Psidium e suas múltiplas aplicações, outras espécies devem ser estudadas. No 

entanto, somente os OEs protegidos podem ser aplicados em possíveis criadouros de 

larvas ou em campos agrícolas, que estão expostos a variações climáticas. Assim, os 

CIs, obtidos nesse trabalho, são um avanço científico que permitem o 

desenvolvimento de plantas do gênero Psidium, a obtenção de um produto 

ambientalmente amigável com potencial exploração e comercialização.  
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5. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

Dada a relevância científica do presente estudo, foi possível a obtenção de um 

depósito do pedido de patente de invenção intitulado "Processo de elaboração do 

complexo de inclusão pelo método de maceração, complexo de inclusão, 

composições e usos", protocolado no INPI em 29/08/2022, sob o número definitivo de 

proteção BR 10 2022 017284-6 (Apêndice 1). Obtivemos a publicação de três artigos 

em revistas conceituadas como a Natural Product Research (fator de impacto 2,49), a 

Industrial Crops and Products (fator de impacto 6,45) e a Molecules (fator de impacto 

4,93), referentes ao conteúdo dos capítulos 1, 2 e 3 da tese, respectivamente 

(Apêndices 2-4). A revisão bibliográfica da tese se transformou em um capítulo de livro 

intitulado “Complexos de inclusão de óleos essenciais de Psidium para aplicação 

larvicida, herbicida e citogenotóxica” e publicado no livro “Tecnologia e Inovação em 

Ciências Agrárias e Biológicas Avanços para a sociedade atual” da Editora Seven 

(Apêndice 5). Os capítulos da tese e assuntos que envolviam aplicação de óleos 

essenciais de Psidium e outros métodos de proteção foram apresentados no Simpósio 

de Integração Acadêmica da UFV (Apêndice 6-7), VI Encontro De Ciências Biológicas 

do IFES (Apêndice 8-9) e em congresso internacional (Encontro Latino-Americano de 

Pós-graduação/INIC) (Apêndice 10-11), recebendo o prêmio de melhor trabalho da 

área (Apêndice 12). Neste ano, alguns trabalhos foram enviados ao INIC (Apêndice 

13-16). O projeto com o tema “Desperdício zero: Extração de óleos essenciais de 

plantas para um mundo sustentável” foi desenvolvido e orientado com os alunos do 

ensino técnico e superior na 13ª Semana Nacional de Ciência e Tecnologia do IFES 

(Apêndice 17). Por final, almeja-se a publicação de mais um artigo, que está sendo 

redigido, com a otimização no preparo de nanoemulsão de óleo essencial e aplicação 

fungicida.



183 

 

 

6. APÊNDICE 

Apêndice 1 

 



184 

 

 

Apêndice 2 

 



185 

 

 

Apêndice 3 

 



186 

 

 

Apêndice 4 

 



187 

 

 

Apêndice 5 

 



188 

 

 

Apêndice 6 

 

Apêndice 7 

 



189 

 

 

Apêndice 8 

 

Apêndice 9 

 



190 

 

 

Apêndice 10 

 

Apêndice 11 

 



191 

 

 

Apêndice 12 

 

Apêndice 13 

 



192 

 

 

Apêndice 14 

 

Apêndice 15 

 



193 

 

 

Apêndice 16 

 

Apêndice 17 

 


