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Resumo

RESUMO

O mosquito Aedes aegypti ¢ uma praga urbana presente em diversos paises,
principalmente aqueles de clima tropical. Ele € responsavel pela veiculagao de virus de doengas
como dengue, zika, chikungunya e febre amarela, as quais podem ocasionar mortes ou sequelas
graves, como a microcefalia em beb€s. Uma das melhores maneiras de combater o mosquito €
ainda na sua fase larval, a qual ocorre em ambiente aquoso. Para isto, larvicidas de origem
natural e sintética podem ser utilizados, entretanto, quando aplicados em sua forma livre podem
degradar, perdendo sua eficicia. A microencapsulagdo surge como uma alternativa, protegendo
o composto ativo e liberando-o controladamente. Assim, o objetivo desta tese foi produzir um
sistema carreador biodegraddvel e de baixo custo para liberar controladamente um larvicida
natural contra Ae. aegypti. O método de microencapsulagdo utilizado a extrusao termopléstica,
pouco utilizada para este propdsito, além de ser continua, rapida, aplicdvel em escala industrial
e que utiliza amido como material de parede. O amido de milho € barato, abundante e incha ao
entrar em contato com a &agua. Inicialmente, foram avaliados larvicidas naturais (6leos
comerciais de neem, extrato etandlico de neem, 6leo essencial de tomilho e extrato etandlico de
jambu) e larvicida sintético (composto puro temefds). Dentre os larvicidas avaliados, o 6leo de
tomilho foi escolhido para ser o composto ativo a ser microencapsulado devido ao seu
metabolito timol apresentar coeficiente de particdo intermedidrio entre as amostras, por ser
green, por ter sido o larvicida natural com melhor eficiéncia larvicida e por apresentar custo
relativamente barato e disponibilidade em grande quantidade para producdo minima do
equipamento. Dois tipos de extrusores (mono-rosca e dupla-rosca), trés tipos de recheio
(nenhum, 6leo livre e 6leo emulsionado) e diferentes teores de amilose do amido (1,8, 15, 28,
45 e 71%) foram utilizados para produzir as particulas, as quais foram caracterizadas quanto as
suas caracteristicas fisicas, fisico-quimicas e bioldgicas. A microencapsulacio foi eficiente,
pois mesmo tendo sido aplicada temperatura de 100°C, as particulas apresentaram entre 48 a
69% de eficiéncia de encapsulacdo e a sua atividade bioldgica foi preservada. Foi verificado
que a liberacdo do 6leo é dependente do grau de hidratacdo e de lixiviacdo e da formulagdo
(processamento, teor de amilose e tipo de recheio). A liberacdo foi fortemente correlacionada
ao mecanismo de inchamento e maior liberacdo de 6leo nao significa maior mortalidade larval.
A formulagdo com 15% de amilose e 6leo de tomilho livre como recheio produzida em extrusor
dupla-rosca se destacou em relacdo a capacidade de liberar o 6leo de forma controlada, de
proteger mais o composto ativo e de eliminar 100% das larvas. Ela também foi capaz de

eliminar larvas recém-eclodidas e larvas de populacdo resistente. O sistema particulado
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apresentou uma concentragdo letal trés vezes menor e manteve a mortalidade 10 dias a mais,
ambos comparados ao 6leo de tomilho ndo encapsulado. As particulas sdo ideais para utilizagdao
em recipientes que possam acumular d4gua e a fémea deposite seus ovos e além de ter aplicagdes

contra outros organismos (microrganismos, insetos, larvas de mosquitos de outras espécies).

Palavras-chave: Amido, Extrusdao, Microencapsulacao.




Abstract

ABSTRACT

The Aedes aegypti mosquito is an urban pest present in several countries, especially those
of tropical climate. It is responsible for the placement of virus diseases such as dengue, zika,
chikungunya and yellow fever, which can cause death or serious consequences, such as the
microcephaly in babies. One of the best ways to combat the mosquito is still in their larval
stage, which occurs in an aqueous environment. For this, larvicides of natural and synthetic
origin may be used, however, when applied freely may degrade, losing their effectiveness. The
microencapsulation emerges as an alternative, protecting the active compound and releasing it
under control. Thus, the aim was to produce a biodegradable carrier system with a low cost to
release gradually a natural larvicidal against Ae. aegypti. The microencapsulation method used
was thermoplastic extrusion, unusual for this purpose, furthermore, to be continuous, rapid,
applicable on an industrial scale and which uses starch as wall material. The maize starch is
cheap, abundant and swells when in contact with water. Initially, distinct natural larvicides were
evaluated (commercial neem oils, neem ethanolic extract, commercial thyme essential oil and
jambu ethanolic extract) and synthetic larvicide (temephos). Among the larvicides evaluated,
the thyme essential oil was chosen to be the active compound to be microencapsulated due to
its metabolite thymol presents an intermediary partition coefficient comparing with the other
samples, is green, showed the best larvicidal efficiency among the natural larvicides and posed
relatively inexpensive cost and was availability in large amount for the minimum production of
equipment. Two types of extruders (mono-screw and twin-screw), three types of core (without
oil, free oil and emulsified oil) and different amylose content of starch (1.8, 15, 28, 45 and 71%)
were used to produce the particles, which were characterized according to their physical
characteristics, chemical and biological characteristics. The microencapsulation was effective
because even having been applied temperature of 100°C, the particles presented encapsulation
efficiency among 48 to 69% and the biological activity was preserved. It was verified that the
release of oil is dependent on the degree of hydration and leaching and on the formulation
(processing conditions, amylose content, and type of core). The release was strongly correlated
to the mechanism of swelling and greater oil release did not mean increased larval mortality.
The formulation with 15% amylose and free oil as core produced in twin-screw extruder stood
in relation to the gradual oil release, more protection of the active compound and elimination
of 100% of larvae. It was also able to eliminate newly hatched larvae and larvae of resistant
populations. The particulate system presented a lethal concentration three times lower and kept

the mortality 10 more days, both compared to the thyme oil not encapsulated. The particles are
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ideal for use in containers that may accumulate water and the female deposits her eggs and

beyond have applications against other organisms (organisms, insects, mosquito larvae of other

species).

Keywords: Extrusion, Microencapsulation, Starch.
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1. INTRODUCAO

Atualmente um dos principais problemas de satde enfrentados por paises de clima
tropical sdo aqueles relacionados as doengas transmitidas pelo mosquito Aedes aegypti como a
dengue, a zika, a chikungunya e a febre amarela, as quais levam a 6bito centenas de pessoas
ano apds ano. A vacina contra a febre amarela existe ha décadas, mas contra a dengue e a zika,
as vacinas ainda estdo em fase de estudo (BRASIL, 2016). Além disso, a elevada incidéncia de
surtos leva a concluir que apenas as vacinas ja existentes nao sdo suficientes. Sendo assim, a
principal forma de prevengdo € o combate a reproducdo do mosquito, com incentivo a redug¢ao
de reservatdrios de dgua, sendo tais medidas dependentes da eliminacao das larvas do mosquito

(BENELLI et al., 2016).

A utilizacdo de inseticidas sintéticos com esta finalidade pode selecionar populacdes do
mosquito resistentes (BRAGA; VALLE, 2007), além de serem prejudiciais a saide do homem
e ao meio ambiente (GARCEZ et al., 2013). Como alternativa, tem-se os larvicidas naturais,
menos prejudiciais, geralmente provenientes de plantas, como no caso do neem (Azadirachta
indica), tomilho (Thymus vulgaris) e jambu (Acmella oleracea). Os extratos e 6leos essenciais
dessas plantas apresentam diversas atividades bioldgicas, tais como: antimicrobiana, inseticida,
larvicida e antioxidante (CRUZ et al., 2016; EL-AKHAL et al., 2016; FORIM et al., 2010;
KADIR et al., 1989; KNIO et al., 2008; MACIEL et al., 2010; MARCOMINI et al., 2009;
MESQUITA; SOUSA; INNECCO, 2010; MORDUE; NISBET, 2000; NICOLETTTI et al.,
2012; OLIVEIRA et al.,, 2016b; PANDEY et al., 2007; PAVELA, 2007; PAVELA;
VRCHOTOVA; TRISKA, 2009; PEREIRA et al, 2009a, 2009b; PRATES; VIANA;
WAQUIL, 2003; ROMAO et al., 2015; SARAF; DIXIT, 2002; SHARMA et al., 2012; SIMAS
et al., 2013; TRINDADE et al., 2000), as quais sdo associadas com a presenga de metabdlitos
ativos: no caso do jambu, o espilantol; no caso do neem, a azadiractina; no caso do tomilho, o

timol.

Os compostos ativos geralmente sdo sensiveis a fatores abidticos como luz, oxigénio,
temperatura e podem volatilizar, como no caso de dleos essenciais, 0os quais sdo ricos em
compostos voldteis. Como forma de melhorar a efetividade dos compostos ativos, a
microencapsulacdo surge como uma técnica que permite proteger, liberar gradualmente e no
local desejado, além de aumentar a praticidade de aplicacao e a vida util dos compostos ativos

(material de recheio), fatores chave no sucesso de empregabilidade pela populacdo. Dentre os
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inimeros métodos de microencapsulacio disponiveis, um método pouco utilizado € a extrusao
termoplastica, a qual € uma técnica rapida, continua e que permite a produ¢do em maior escala
(GUEVARA-BRETON; JIMENEZ-MUNGUIA, 2008). Aliado a isto, dentre os diferentes
materiais de parede (matrizes poliméricas) atéxicos mais utilizados (proteinas, hidrocoloides e
carboidratos), o amido € uma das op¢Oes mais baratas e amplamente utilizada na extrusao
termoplastica. O amido também € hidrossolivel e incha ao entrar em contato com a umidade,
o que facilita a dispersd@o do composto ativo na dgua (YILMAZ et al., 2001), ambiente este

onde as larvas do mosquito Ae. aegypti se reproduzem.

Este foi um Doutorado multidisciplinar que abrange as dreas de parasitologia com o0s
testes larvicidas; engenharia, ci€ncia e tecnologia de alimentos na parte de producdo das
particulas, obtencdo de extrato natural e a caracterizacdo dos extratos e das particulas e a
aplicacdo da tese € na grande drea de epidemiologia no combate ao vetor de diversas doengas,
0 mosquito Ae. aegypti. A ideia de aplicacdo das particulas desenvolvidas ¢ em ambiente
interno, como vasos de plantas, ralos de banheiro desprotegidos, ou em ambientes externos,
CcOmo pneus, copos, entre outros residuos solidos descartados de maneira incorreta e que podem

acumular dgua.

A tese estd escrita no formato tradicional. Inicialmente serdao apresentados os objetivos, a
revisdo de literatura, o material e os métodos, os resultados obtidos juntamente com a discussao
e as conclusdes. Por final, sdo apresentadas sugestdes para outros trabalhos futuros, as

atividades desenvolvidas durante o Doutorado, bem como as publicacdes pertinentes.

Este projeto de Doutorado faz parte de um projeto mais amplo (Fapesp, #16/09824-4) que
visava produzir particulas de amido extrusadas capazes de conter e liberar adequadamente
compostos com cardter lipofilico e hidrofilico. Inicialmente foi feita uma triagem de compostos
ativos com atividade inseticida. Foi observado o extrato de jambu e o 6leo essencial de tomilho
atendiam a este pré-requisito, sendo entdo escolhidos como modelos de composto hidrofilico e
lipofilico respectivamente. No entanto, com o desenvolvimento do plano de trabalho, foi
observada uma proximidade entre os coeficientes de parti¢do do espilantol e do timol em 4gua,
sendo os dois lipofilicos. Além disso, o extrato de jambu apresentou um elevado custo de
obtencdo. Desta forma, foi feito um estudo mais aprofundado para encontrar um candidato a

composto hidrofilico e com atividade larvicida, resultando na escolha do neem.
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2. OBJETIVOS
2.1. OBJETIVO GERAL

Desenvolver um sistema carreador biodegraddvel e de baixo custo para liberagdao

controlada de larvicida natural contra Aedes aegypti.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar a atividade larvicida de diferentes compostos ativos, de origem natural e sintética,

contra larvas do mosquito Aedes aegypti e selecionar o melhor composto ativo;

Produzir uma particula de baixo custo com escala de producdo para proteger e liberar

controladamente compostos ativos larvicidas;

Avaliar diferentes teores de amilose, formas de incorporacdo do composto ativo e tipos

de extrusor nas propriedades de inchamento, lixiviacdo e liberacao;

Identificar mecanismos envolvidos na liberacdo do composto ativo nas particulas

produzidas;
Avaliar a protecdo conferida ao composto ativo pela capsula;

Avaliar a atividade larvicida das particulas contra Ae. aegypti e selecionar a melhor

formulacgdo;

Avaliar a eficdcia bioldgica da melhor formulacdo em relacao a manutencao da atividade
larvicida ao longo do tempo por meio do efeito residual, bem como sua eficdcia contra larvas

de Ae. aegypti resistentes a inseticidas.
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3. REVISAO DE LITERATURA
3.1. ARBOVIROSES

Arboviroses sdo doengas transmitidas por artropodes, tais como dengue, Zika, febre
amarela, maldria, chikungunya, entre outras. A dengue € uma doenga viral infecciosa aguda de
curta duragdo, podendo assumir formas letais e que vem preocupando autoridades na area de
saude. Sua transmissdo ocorre pela picada do mosquito fémea Ae. aegypti infectado, sendo o
principal vetor da dengue. A maior preocupagdo se da pela existéncia desta espécie nas regides

tropicais e subtropicais do mundo (COSTA et al., 2005).

No Brasil, os numeros sio alarmantes e crescentes. Na Tabela 1 é possivel observar a
quantidade de casos registrados no Brasil das principais arboviroses transmitidas pelo mosquito
Ae. aegypti entre os anos 2015 e 2018 (BRASIL, 2017a, 2017b, 2017¢, 2018a, 2018b). A febre
provocada pelo Zika virus foi confirmada pela primeira vez no Brasil em 2015 (BRASIL,
2017c), mas foi registrada pioneiramente em 1947 na Uganda (BENELLI et al., 2016).
Atualmente, pesquisas estdo comprovando a relagdo entre Zika virus e microcefalia,
malformacdes congénitas e sindromes neuroldgicas (PROENCA-MODENA et al., 2018;
VENTURA et al.,, 2016). A febre amarela € relatada ha décadas no Brasil, com periodos de

surtos e Obitos em seres humanos e primatas (BRASIL, 2017a).

Foi realizada uma pesquisa dos focos mais comuns de larvas do Ae. aegypti por regido do
Brasil, de modo que os principais foram: reservatérios de dgua, depdsito domiciliar e lixo. O
resultado apontou que em novembro de 2015 os reservatorios de dgua corresponderam a 82,5%
dos focos na regido Nordeste, 34,7% no Norte, 32,5% no Centro-oeste, 30,9% no Sudeste e
17,6% no Sul (BRASIL, 2015). De acordo com outro estudo realizado em Goiania (GO, Brasil)
em 1999, a categoria de vaso de plantas, garrafas abertas, latas e utensilios domésticos de
plastico foi responsavel por 65% dos locais de reprodu¢do do mosquito (SANTOS et al., 1999).
A alta prevaléncia de criadouros domésticos € a razdo pela qual o controle de mosquitos €
intensamente promovido pelos governos e nas midias sociais; a mensagem € eliminar os focos
de dgua parada e proteger os reservatérios de dgua do acesso por mosquitos, para evitar a
proliferagcdo do vetor. No entanto, este método depende da adesdo da populagdo a politica de
descarte de utensilios ndo utilizados e cobertura dos reservatorios. Conforme os dados da Tabela

1, apesar de, em 2018, os niimeros de casos de doencas transmitidas pelo mosquito registrados
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e de 6bitos serem menores do que em anos anteriores, apenas a conscientizacdo da populacio

e combate aos focos nao tem sido suficiente.

A metamorfose completa do Ae. aegypti é: fase ovo, fase larva (4 estadios: L1, L2, L3 e
L4), fase pupa e fase adulto, as quais podem ser observadas na Figura 1. As acdes para controlar
a sua populagdo sdo realizadas principalmente na fase de larva (ambiente aquoso), quando o

inseto se encontra mais vulnerdvel, ainda ndo é um vetor em potencial (GUARDA et al., 2016)

e tem menor mobilidade do que em ambiente terrestre.

Adulto //

, | | r
1 -2 dias 4 - 5 dias 1 - 2 dias

Figura 1: Fases de desenvolvimento do mosquito Aedes aegypti em funcdo do tempo e do

ambiente.
Fonte: Adaptado de Shutterstock (2019)

— 1 -2 dias
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Tabela 1: Numeros de casos e 6bitos das principais doengas transmitidas pelo mosquito Aedes aegypti nos ltimos anos no Brasil.

Ano
Arbovirose 2015 2016 2017 2018
Registros Obitos Registros Obitos Registros Obitos Registros Obitos
Dengue 1.688.688 * 986 1.500.535 % 6422 239.389° 185° 265.934° 155°
Chikungunya 38.499% 142 271.824*° 196 185.593° 192° 87.687° 39°
Zika NI?# 32 215.319° 8 17.593° 1° 8.680° 5°
Febre amarela <80° 750 ¢ 218°¢ 1€

?Boletim Epidemioldgico volume 48 (BRASIL, 2017c¢)
®Boletim epidemiolégico volume 50 (BRASIL, 2019)
¢ Informe n° 02 (BRASIL, 2018a) - a taxa de letalidade média entre o periodo de 1980 a 2017 foi de 42,7%
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Além do Ae. aegypti, outras espécies de mosquito sdo vetores de doencas, principalmente
dos géneros Culex e Anopheles, sendo também preocupacdo aos 6rgdos governamentais. Eles
podem transmitir maldria, filariose, entre outras doencas (PAVELA, 2016). De acordo com
Pavela (2015), a prote¢do quimica contra o mosquito € baseada em trés métodos: 1) matar o
mosquito adulto utilizando inseticidas, mas nesta fase o mosquito pode estar contaminado com
o virus da doenca; 2) prevenir a alimentacdo de sangue pelo mosquito adulto utilizando
repelentes, mas € necessario aplicar corriqueiramente para continuar tendo seu efeito; 3) reduzir
a populacao de mosquito, evitando a eclosdo dos ovos ou matando as larvas, com o uso de
larvicidas naturais ou sintéticos. Na Tabela 2, Tabela 3, Tabela 5 e na Tabela 6 é possivel
verificar o estudo da atividade larvicida de compostos sintéticos e naturais, encapsulados ou

ndo, para diferentes espécies. A seguir, eles serdo detalhados separadamente.

3.1.1. Larvicidas sintéticos

De modo geral, os inseticidas sintéticos mais utilizados pertencem as classes dos
organosfosforados, carbamatos e piretréides. Um dos mecanismos de acdo deles se baseia na
inibicdo da enzima acetilcolinesterase presente no sistema nervoso do mosquito, aumentando o
nivel de acetilcolina nas sinapses e, consequentemente, ocasionando a paralisia e morte do
inseto. O uso intenso dos inseticidas sintéticos pode selecionar os mosquitos mais resistentes,
acarretando na reducdo da sua eficdcia e, consequentemente, menor eliminacdo dos mosquitos.
O alerta € que o Ae. aegypti € uma praga urbana e que se adapta rapidamente as mudangas
ambientais e apresenta rdpida recuperacdo apds as intervengdes de controle (GARCEZ et al.,

2013).

Um exemplo de larvicida sintético organofosforado € o temef6s (Figura 2). A sua duracao
residual € de aproximadamente 60 dias. A recomendacdo da Fundagao Nacional da Saide € de
usar o temef6s com concentragdo de 100 pg mL™!. Porém, Guarda et al. (2016) concluiram que
em concentragdes menores (70 a 100 ug mL!) é possivel obter a atividade larvicida eficaz e,
provavelmente o larvicida sintético estaria sendo aplicado em dosagem maior do que a
necessdria para eliminar o mosquito, o que seria preocupante para a saide do homem e para o

meio ambiente.
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Na Tabela 2 € possivel verificar alguns estudos com larvicidas sintéticos. Verifica-se que
a concentracdo letal para eliminar 50% das larvas (CLso) dos larvicidas sintéticos € muito
pequena e por isso sdo considerados eficazes. Entretanto, o uso continuo de inseticidas
sintéticos descontrola a populacdo de mosquitos, causam toxicidade ao homem e a outros
organismos ndo-alvo, poluem o meio ambiente e o custo para o desenvolvimento de novas
moléculas com efeito potencializado € alto (GARCEZ et al., 2013; MACIEL et al., 2010). Por
1sso, uma das tendéncias atuais neste sentido € a prospeccao de produtos naturais de origem
vegetal com propriedades larvicidas, visando maior sustentabilidade (GARCEZ et al., 2013),
aproveitando também a enorme biodiversidade botanica brasileira com inimeros compostos

bioativos ainda a ser explorada (MACIEL et al., 2010) como sera discutido na proxima secao.

S
S
: g
oO— - 0
/ O O \

Figura 2: Estrutura quimica do temefos.
Fonte: Shiralipour; Zargar; Parham (2015)

Uma informacdo importante apresentada na Tabela 2 € o coeficiente de parti¢ao (log P)
do composto ativo puro. O log P € uma grandeza que informa a tendéncia do composto em se
distribuir entre fases liquidas imisciveis, geralmente formadas por octanol e dgua. Quanto
menor o valor de log P, mais hidrofilico € o composto. De modo contrario, quanto maior o valor
de log P, maior € a afinidade de composto pela fase organica (octanol, por exemplo) e ele é
denominado hidrofébico (CANTO, 2016). Se a estrutura quimica da substincia é conhecida, a
partir do seu nimero Smiles, € possivel obter o valor do coeficiente de particao de forma online

(VIRTUAL COMPUTATIONAL CHEMISTRY LABORATORY, 2017).

Desta forma, pode-se dizer que de acordo com a Tabela 2, o temefds tem maior afinidade
com a fase oleosa do que a imidacloprida. O estudo da miscibilidade e da parti¢do do composto
na fase 4gua € muito importante, pois pode justificar a eficdcia larvicida do composto, visto que

o meio de aplicagcdo € aquoso.

Além das diferentes espécies de vetores como mostra a Tabela 2, o larvicida pode ter

diferentes concentragdes letais a depender da origem da populacdo de larvas. Na pesquisa
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desenvolvida por Aradjo et al. (2016), a CLso do temefds para a linhagem Rockefeller (0,0035
ppm) é menor do que a CLso para populacdes coletadas em dreas urbanas de diferentes
municipios (0,0130 — 0,0088 ppm). Isto ocorre porque a linhagem ROCK é criada em
laboratdrio, geralmente sem acesso a herbicidas (larvicidas, inseticidas, repelentes) ou perfumes
e, por isso, sdo mais susceptiveis do que as populagdes encontradas em ambientes comuns
(urbanos ou rurais). O que geralmente € realizado € o cdlculo da resisténcia a morte entre uma
populagdo comum e comparar com a populacio da linhagem ROCK. Quando a resisténcia é
alta, implica dizer que o larvicida nao tem mais efeito sobre aquela populagcao na concentragcao
testada, pois a mesma ji adquiriu resisténcia e, o larvicida deve ser substituido pois sua

eficiéncia diminuiu ou a sua dose deve ser aumentada.
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Tabela 2: Concentracao letal para eliminar 50% das larvas (CLso) apds 24 h de exposicao de larvicidas sintéticos ndo encapsulados para diferentes
vetores

Coeficiente de

Composto partigiio* Espécie CLso (ppm) Referéncia
Cipermetrina 5,81 Lutzomyia longipalpis ﬁggm eliminou 100% das  \y A ~1B1 et a1, 2010)
Cx. quinquefasciatus 0,027 (BHAN; MOHAN; SRIVASTAVA, 2014)
Imidacloprida 0,62
Ae. aegypti 0,0412 (MOREIRA et al., 2016)
Ae. aegypti 0,030 (SANTOS et al., 2010)
Ae. aegypti 0,042 (LIMA et al., 2015)
Temefos 5,47 Ae. aegypti 0,0035 (ARAUIJO et al., 2016)
Cx. quinquefasciatus 0,006 (BHAN; MOHAN; SRIVASTAVA, 2014)
Cx. pipiens 0,01 (BADAWY et al., 2015)

“O logaritmo do coeficiente de parti¢o foi calculado de acordo com a literatura (VIRTUAL COMPUTATIONAL CHEMISTRY LABORATORY,
2017) a partir do nimero Smiles da estrutura do composto puro.
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3.1.2. Larvicidas naturais

Atualmente o uso de produtos amigdveis ao meio ambiente com atividade inseticida tem
aumentado. As investigacdes por tais fitoquimicos sdo renovadas a medida que sua seletividade
aumenta e menores concentracdes sao necessdrias para se obter o efeito biologico desejado
(SARAF; DIXIT, 2002). Muitas plantas produzem substincias em resposta a um ataque
patogénico e algumas delas tém a capacidade de atrair insetos (polinizadores) ou repelir insetos
(predadores), de modo que os 6leos essenciais das plantas sdo fontes de substancias com estas

atividades biolégicas (COSTA et al., 2005).

Existem inumeros compostos de origem natural, principalmente de origem vegetal, cuja
atividade bioldgica contra insetos e larvas ja foi avaliada. Algumas revisdes de literatura estao
disponiveis (BENELLI; PAVELA, 2018; GARCEZ et al., 2013; KISHORE et al., 2011;
NERIO; OLIVERO-VERBEL; STASHENKO, 2010; PAVELA, 2015; REHMAN; ALI
KHAN, 2014) e apresentam descri¢do vasta sobre 6leos essenciais como repelentes, isto €, com
acdo no mosquito adulto (ambiente terrestre), mas a proposta aqui € fazer uma revisao dos
compostos que apresentam eficdcia no ambiente aquoso como agente larvicida. Na Tabela 3
sdo apresentadas as concentragdes letais para eliminar 50% da populacdo de larvas (CLso) de

diferentes Oleos e extratos.

As substancias naturalmente presentes nas plantas t€ém vantagem quando comparadas aos
inseticidas sintéticos por serem recursos renovaveis, serem rapidamente degradéveis e a selecao
de individuos resistentes por parte dos mosquitos ser um processo mais lento, visto que as
substincias sdo compostas por associagdes complexas de principios ativos (PROPHIRO et al.,

2008) e nao simplesmente por moléculas puras como os larvicidas sintéticos sao.

Na Tabela 3 € possivel observar que diferentes partes das plantas sdo utilizadas (folhas,
sementes, frutos, bulbos, castanhas) para obter o 6leo/extrato ou, de forma mais pratica, o 6leo
comercial. O composto ativo pode ser isolado utilizando-se varios métodos de extracdo e com

solventes com distintas polaridades (PAVELA, 2016).

Em relacdo ao método de obtencao do 6leo essencial, o0 mais comum € a hidrodestilagio
(Tabela 3), em razdo das substancias serem voldteis. Neste sentido, uma informacao importante

que precisa ser verificada € o efeito residual que o 6leo essencial apresenta, ou seja, por ele ser
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volatil e facilmente oxidado (a¢do do oxigénio e da luz), por quanto tempo a sua atividade

larvicida é/sera mantida.

Outro dado relevante apresentado na Tabela 3 € o composto majoritdrio presente na planta
e a suarespectiva quantidade. Ndo necessariamente, 0 composto majoritirio € o composto ativo,
isto é, aquele que confere a atividade bioldgica da planta. Sabendo qual € a estrutura desse
composto, € possivel averiguar o coeficiente de parti¢cdo. Neste sentido, o neem se destaca por
conter a azadiractina, cujo coeficiente de particdo € o menor de todos (1,53) apresentado na
Tabela 3, sendo que o neem apresenta uma CLso abaixo de 200 ppm (ALOUANI; REHIMI;
SOLTANI, 2009; DUA et al., 2009; MACIEL et al, 2010; PANT et al, 2012;
VATANDOOST; VAZIRI, 2004). A moringa por sua vez contém o fitol como composto
majoritario e apresentou o maior coeficiente de parti¢ao de todos (7,89) e CLso superior a 1000
ppm (FERREIRA et al., 2009). A partir dessas informagdes, é possivel fazer uma associacio

entre coeficiente de particdo e atividade larvicida.

E importante perceber que os compostos majoritirios ou considerados os agentes ativos
das plantas tiveram sua atividade bioldgica avaliada de maneira isolada. Em alguns casos, a
CLso do composto puro € maior do que do 6leo/extrato, como no caso do cebolinho, do tomilho,
da salsa e do neem (Tabela 3). Entretanto, em outros casos iSSo nao ocorre, como no caso de
Croton jacobinenesis e Hyptis pectinata (Tabela 3), provavelmente porque o efeito sinergistico
entre todos os compostos presentes no 6leo/extrato promoveu maior eficdcia contra as larvas
do que o composto puro. E importante ressaltar que o custo para a obtengio do composto ativo

isolado € alto, sendo preferivel que o 6leo/extrato bruto apresente atividade larvicida eficiente.
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Tabela 3: Concentracdo letal para eliminar 50% (CLso) de larvas de diferentes vetores ou mortalidade (%) apds 24 h de exposi¢ao de extratos e
6leos de plantas e de seus compostos majoritdrios e metabdlito ativo

Planta (Nomes

Metabdélito ativo

R . Coeficiente Parte da Metabdélito Método de . . A
cientifico e e sua quantidade .~ . ~ Espécie CLso (ppm) Referéncia
. de particao! planta usada isolado extraciao
comum) estimada
Par'tlgao com Ae..a.egyl.atz, An. (SARAF: DIXIT,
Flores - diferentes culicifacies e C. 4-5
Acmella . . . 2002)
Espilantol solventes quinquefaciatus
oleracea 3 4,10 .
(s (5% Particao com (SIMAS et al
Folhas secas - diferentes Ae. aegypti 145-1193 2013) ?
solventes
Allium Dissulfeto de Bulbos secos - Hidrodestilagao 72,86
macrostemon metil propil 2,29 . Ae. albopictus (LIU et al., 2014)
Dissulfeto d
(Cebolinho) (47,23%) - T - 86,16
metil propil
Anacardium Particdo com
occidentale - - (SR - diferentes Ae. aegypti 3,18-6,55 (SAUESONILEEEL
. seca 2013)
(Caju) solventes
Oleo ) ) An. stephensi, C. 0.35 — 0.69 (VATANDOOST;
comercial quinquefasciatus ’ ’ VAZIRI, 2004)
Oleo .
concentrado - - Ae. aegypti 1,7 (DUA et al., 2009)
Oleo .

. comercial - - Ae. aegypti 5,1 (PANT et al., 2012)
Azadirachia Azadiractina® 1,53 Soxhlet com 100% de (PEREIRA et al.
indica (Neem) Folhas - Ae. aegypti mortalidade a ’

etanol 2009b)
0,03%
Sementes ) Prenszj mecanica Lutzgmyzq 60.98 (MACIEL et al.,
a frio longipalpis 2010)
Oleos . (BENELLI et al.,
comerciais - - Ae. albopictus 142 - 171 2015)

1O logaritmo do coeficiente de parti¢ao foi calculado de acordo com a literatura (VIRTUAL COMPUTATIONAL CHEMISTRY LABORATORY,
2017) a partir do nimero Smilles da estrutura do composto puro. 2 Extrato das flores de jambu obtido com diéxido de carbono supercritico apresenta

até 65% de espilantol (DIAS et al., 2012). 3 Extrato de neem aquoso apresenta 17 ug g! de azadiractina (Ghimeray et al., 2009).
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Continuacdo da Tabela 3:

Plap ta ’(Nomes Metabdlito ‘atlvo Coeficiente Parte da Metabélito Método de . . A .
cientifico e e sua quantidade .~ planta . ~ Espécie CLso (ppm) Referéncia
. de particao! isolado extraciao
comum) estimada usada
3 gde p6é em
suspensao em 40 mL
.Remdqo.s Extracao Ae. de dgua ap0s~17 dias (NICOLETTI et al.,
industriais - com . de incubacdo no
.. albopictus .. 2012)
comerciais metanol escuro eliminou entre
0—95% de larvas em
até 4 dias
Extrato da ) i C. pipiens 0357 (ALOUANI; REHIMI,;
Azadirachta L planta - . SOLTANI, 2009)
LT Azadiractina 1,53 . .
indica (Neem) Particdo
Residuo ) com An. 13-24 (CHANDRAMOHAN et
industrial diferentes culicifacies ’ ’ al., 2016a)
solventes
Residuo Extracdo . (CHANDRAMOHAN et
T - T Ui = U al., 2016b)
An 0,025 a 0,1 ppm matou (NATHAN;
- Azadiractina - ste hf:’nsi entre 65 a 95% das KALAIVANI;
. larvas MURUGAN, 2005)
Cinnamomum . , £
cassi (Céssia Cinnamaldeido 2,0 Oleo - - Ae. aegypti 80 (ZHU et al., 2006)
. (63%) comercial
chinesa)
Particao
auend Lansiumamida B - “ (HAN et al., 2013)
lansium solventes albopictus
) Lansiumamida i 0.45

B
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Continuacdo da Tabela 3:

Planta (Nomes

cientifico e Metabélito ativo e sua Coeficiente de  Parte da planta  Metabolito Método de Espécie CLso Referéncia
quantidade estimada particao! usada isolado extracio P (ppm)
comum)
Acido [(-)-3B-acetoxilabdan- ) i 0.8
8(17)-13-dien-15-6ico ’
Copaif Oleorresina Particao com Ae. (GERIS et al.,
opayera L . diferentes solventes  aegypti 2008)
reticulata Acido alepterolico [(-)-3 8 -
(Copaiba) hidroxilabdano-8(17)-13- = = 87,3
dien-15-6ico]
p . Ae. (KANIS et
- - Oleorresina - - . 48 al., 2012)
Coriander sativum Linalol 2 68 Frutas secas - Hidrodestilagdo Oc. 156 (KNIO et al.,
(Coentro) (57,11 %) ’ - Linalol - caspius 155,73 2008)
a . o Ae. (PINTO et al.,
Croton 1.8-Cineol Inflorescéncias = Hidrodestilagao p—— 65,8 2016)
Jjacobinenesis 24,3 %) 26
. 1,8-Cineol . de. 3 GlLvactal,
aegypti 2008)
. . 1,8-Cineol . J— Ae. (SILVA et al.,,
Hyptis fruticosa (15.79 %) 2.6 Folhas secas - Hidrodestilacao aegypti 502 2008)
. o (COSTA et
PR 1.8-Cineol . Folhas secas - Hidrodestilacao Ae. 19,5 al.. 2005)
P (24,3 %) g |8-Cincol aegypti 3o (SILVAetal,
) o ) 2008)
) ) B-Cariofileno Folhas secas - Hidrodestilagdo Ae. 366 (SILVA et al.,
Hyptis pectinata 4090 % 5,35 . 2008
(40.90 %) - B-Cariofileno - aegypti 130 )
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Continuacdo da Tabela 3:
Pla.n ta ’(Nomes Metabolito .atlvo € Coeficiente de Parte da Metabdlito Método de L. CLso A
cientifico e sua quantidade .~ planta . ~ Espécie Referéncia
. particao! isolado extracio (ppm)
comum) estimada usada
S . . (FERREIRA et al.,
Wl el Fitol g Folhas secas Agitacdo com dgua Ae. aegypti 1260 2009)
(Moringa) (21,6%)! ’ Extracdo Soxhlet . (PRABHU et al.,
Folhas secas - An. stephensi 72,45
com metanol 2011)
Folhas secas - Hidrodestilagao 98
Lippia gracillis Carvacrol 3,21 Ae. aegypti (SILVA etal.,
ppias (44,43%) ’ - 4e8yp 2008)
- Carvacrol - 70
Folhas secas - Hidrodestilagao Ae. aegypti 19,5 (Clomne CEetk;
2005)
. Oleo . (PAULA et al.
S Timol - - )
Lippia sidoides ( 4;2;;)) 3,17 comercial G T = 2010a)
. . (SILVA et al.,
- Timol - Ae. aegypti 79 2008)
Oxido de Folhas secas - Hidrodestilagio 58
Lippia . . (NASCIMENTO et
edunculosa piperitenona 1,96 . Ae. aegypti al.. 2016)
p (70,35%) ) Oxido de i 240 -
piperitenona ’
Peumus boldus Ascaridole . S C. (CASTRO et al.,
Molina (Boldo) (31,4%) 258 Aol saras ) Alchodesil aciy quinquefasciatus Sl 2016)

'Referéncia: (BARRETO et al., 2009).
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Continuacdo da Tabela 3:

Planta (Nomes

Metabélito ativo e sua

Coeficiente de

Parte da

Metabélito

Método de

CLso

cientifico e comum) quantidade estimada particao! planta usada isolado extracio Espécie (ppm) Referéncia
Timol Folhas secas - Hidrodestilacao 0 34,3
Petroselinum . 49“171?7) 3,17 s "l:us (KNIO et al., 2008)
crispum (Salsa) i - Timol - P 33,65
Pimpinella anisum Trans-Anetol Folhas secas ) Hidrodestilagdo Oc. 65,07
. 3,40 : (KNIO et al., 2008)
(Anis) (76,7%) Trans- caspius
- - 74,99
Anethole
1’;(39“:;"1 2,6 - 289,9  (OLIVEIRA et al., 2013)
Piper aduncum (53,9 %) Folhas . o Ae.
(Apertarudo) frescas ot aegypti
P E-isocroeacina 244 ) &P 46 (SANTANA et al.,
(29,52%) ’ 2015)
Piper betle (Pimenta Hidroxichavicol . o Ae. (WIDAWATI,
betéle) (39,31%)! 2,20 Folhas i Hidrodestilagdo ' i 0 DHEWANTARA, 2013)
Piper arboretum Germacreno Folhas . o Ae. (SANTANA et al.,
(ET e e (31,8%) I — - e T 2015)
Piper marginatum E-metil-isoeugenol Folhas . S Ae. (SANTANA et al.,
(Pimenta-do-mato) (27,08%) 3:47 frescas - Hidrodestilagao 0 34 2015)
Pongamia glabra i ) Oleol ) i Ae. . 4.0 (PANT et al., 2012)
(Karanja) comercial aegypti
Syzigium Eugenol . S Ae.
aromaticum (Cravo) (80.8%) 2,66 Folhas secas - Hidrodestilagao aegypti 21,4 (COSTA et al., 2005)

1 Referéncia: (NALINA; RAHIM, 2007)
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Continuagdo Tabela 3:

Planta

Metabolito

(Nomes ativo e sua Coeficiente de Pl:; r;fada Metabélito Método de Espécie CLso (ppm)  Referéncia
cientifico e quantidade particao! Esa da isolado extracao P s (PP
comum) estimada
Biomassa
i L. - Hidrodestilacio  An. labranchiae 352,63 (Bl sl
matéria 2016)
vegetal
(ZAHRAN;
- Timol - C. pipiens 52,3 ABDELGALEIL,
2011)
) Folhas (PAVELA;
Timol : 3,17 secas - Hidrodestilagio  C. quinquefasciatus 14-117 VRCHOTOVA,;
Thymus (=50%) TRISKA, 2009)
E)]Lff)g:ﬁr]l}io) Folhas - Hidrodestilacdo  Ae. aegypti 17,3 (21:)/[0%§SEBO etal,
- Hidrodestilacdo  Ae. aegypti 2,14-2537 (LOPEZ et al., 2015)
Hidrodestilagao (RIOS: STASHENKO:
- - assistida por Ae. aegypti 45,73 ’ ’
microondas DUCIE, 20T
Carvacrol feoclgss Hidrodestilagao 15
(70.6%) 3,20 Oc. caspius (KNIO et al., 2008)
R = Carvacrol = 35,48
Zingiber o-zingibereno
officinale 27 12%(7) 5,77 Rizomas - Hidrodestilacdo  Ae. aegypti 76,07 (GOMES et al., 2016)
(Gengibre) S

'Referéncia: JAKIEMIU et al., 2010).
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A seguir, serd detalhada a importancia de trés plantas consideradas, dentre indmeras

atividades bioldgicas comprovadas, larvicidas naturais: o jambu, o tomilho e o neem.
3.1.2.1. Jambu

O jambu (Acmella oleracea) é denominado também de agrido-do-brasil (Figura 3A),
sendo nativo do Brasil, mas também é encontrado na Africa, Asia e América do Sul. Em
territério nacional, € mais comum na regido Norte, principalmente no estado do Pard, onde é
amplamente consumido na culindria como condimento em pratos como tucupi e tacacd. As
folhas do jambu apresentam sabor acre e pungente, principalmente pela presenca do metabdlito

espilantol (FAVORETO; GILBERT, 2010).

A B

Figura 3: Caule, folhas e flores de jambu (A) e estrutura quimica do espilantol (B).
Fonte: Barbosa et al. (2016) e Campelo (2018)

De acordo com Barbosa et al. (2016), o espilantol é uma alquilamida anfifilica, ou seja,
possui uma regido hidrofilica e uma regido hidrofébica (Figura 3B). O grupo amida da molécula
de espilantol € relativamente polar, enquanto que a parte insaturada € menos polar. Isto permite
que o composto seja extraido com solventes de diferentes polaridades. Esta estrutura confere
ao espilantol atividade anestésica, sendo utilizado na medicina popular, principalmente contra
dor de dente, ferimentos na boca e tuberculose, e vem sendo utilizado em cosméticos para

compor mascaras faciais antissinais de idade (FAVORETO; GILBERT, 2010).

Além disso, o extrato de jambu possui propriedades antioxidantes que permitem seu uso
como conservante de alimentos ou ingrediente funcional. Por exemplo, Romao et al. (2015)

estudaram a constitui¢do fitoquimica e a atividade antioxidante das flores de jambu. A andlise
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fitoquimica indicou a presenca de alquilamida e flavondides e o extrato aquoso apresentou

atividade antioxidante (ICso) proximo a 307 ug mL!.

Além destas aplicacdes, o extrato do jambu estd associado a muitas atividades
praguicidas. Ele foi testado contra carrapatos como alternativa para acaricidas sintéticos para
doencas do gado bovino (CRUZ et al., 2016; OLIVEIRA et al., 2016b). Também ja foi testado
contra insetos, tais como: barata (KADIR et al., 1989), pulgdo-das-bréssicas em repolho verde
(MESQUITA; SOUSA; INNECCO, 2010) e traca de couve (SHARMA et al., 2012). O seu
efeito contra larvas de mosquito nio € recente e a atividade larvicida do jambu vem sendo

investigada desde a década de 1940 (JACOBSON, 1956).

Em estudo desenvolvido por Saraf e Dixit (2002), foi avaliada a atividade inseticida do
extrato com éter das flores do jambu contra trés espécies de mosquito em diferentes estadios de
desenvolvimento: An. culicifacies Giles, vetor da maléria, Cx. quinquefaciatus, vetor da
filariose e Ae. aegypti, vetor da dengue. Os resultados apontaram CLso em torno de 5 ppm para
0 Ae. aegypti. Além disso, os autores observaram também que o espilantol € mais efetivo em
doses baixas. Na fase de pupas dos mosquitos, o espilantol provavelmente age no sistema
nervoso, devido aos movimentos anormais e atividade muscular desordenada observados

experimentalmente.

Observando que S. Acmella é sinonimia de A. oleracea, Pandey et al. (2007) investigaram
a eficiéncia larvicida de trés espécies de plantas do género Spilanthes (S. acmella, S. calva e S.
paniculata) contra trés espécies de mosquito (An. stephensi, An. culicifacies e Cx.
quinquefasciatus). Extratos das sementes e das flores das plantas foram obtidos a partir de
extracdo com hexano. A S. acmella apresentou as menores concentracdes letais (CLso) em
relacdo as outras plantas investigadas: 4,57 ppm para A. stephensi, 0,87 ppm para An.

culicifacies e 3,11 ppm para Cx. quinquefasciatus.

Simas et al. (2013) verificaram o efeito do extrato etandlico das folhas de jambu
proveniente de Pard/Brasil contra larvas do mosquito Ae. aegypti. Os resultados apontaram que
o extrato bruto apresentou CLso equivalente a 251 ppm, mas o extrato particionado com hexano
foi mais ativo e exibiu CLsp igual a 145 ppm, mostrando que a particdo do extrato bruto em
fracdes de hexano foi importante para promover redu¢io da concentragao necessaria para obter

o efeito desejado contra as larvas.
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3.1.2.2. Neem

O neem ou nim (Azadirachta indica) ilustrado na Figura 4A € bastante conhecido por sua
atividade inseticida. Tem origem na Asia, mas é amplamente distribuido na América e Africa
(SCHMUTTERER, 1990). O neem contém o limondide azadiractina (Figura 4B), um dos
principais metabolitos responsaveis pela sua atividade biologica (GARCEZ et al., 2013). A
azadiractina A e um grupo de outros limonoides estio intimamente associados a a¢do supressora

de apetite ou inibidora de crescimento em insetos (VIEGAS J UNIOR, 2003).

Figura 4: Folhas e sementes de neem (A) e estrutura quimica da azadiractina (B).
Fonte: Mordue(Luntz); Nisbet (2000) e Investor Square (2014)

O local de origem, idade da planta e solvente utilizado na extracao sao alguns fatores que
podem ocasionar variacdes nos teores do composto ativo e na sua atividade bioldgica
(TRINDADE et al., 2000). A qualidade da matéria-prima utilizada pela inddstria para
fabricacdo de inseticidas de origem natural também reflete na qualidade do produto final, visto
que diversos fatores sdo responsaveis pela producao de metabdlitos secundarios na planta, o
que influencia diretamente a sua atividade biolégica. Além disso, condi¢des de armazenamento
e procedimentos de preparo dos dleos/extratos afetam a qualidade do produto final. Por isso
que algumas industrias costumam enriquecer os produtos com limonoides, principalmente o
6leo de neem. Mas o sucesso na execucdo do procedimento s6 € possivel pelo monitoramento
do contetido de compostos ativos, como a azadiractina, em cada etapa do processo (FORIM et

al., 2010).



https://www.google.com.br/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=imgres&cd=&cad=rja&uact=8&ved=2ahUKEwjj_NWorZrgAhWuIbkGHUPIAUUQjRx6BAgBEAU&url=https%3A%2F%2Finvestor-square.com%2Finvestment-news%2Fneem-tree-investments-brazil-profitable-commodity%2F&psig=AOvVaw30gjxQRG1a6wT0_ej_zfOD&ust=1549104289516863
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O neem também tem atividade antimicrobiana, tendo sido eficiente contra
Staphylococcus aureus, mais especificamente, agindo como um fintocida, isto é, um antibiético

contra um dos principais causadores de mastite bubalina (PEREIRA et al., 2009a).

Sobre sua atividade inseticida, o extrato metandlico da semente de neem foi eficiente
contra ovos e larvas da traga-do-tomateiro (TRINDADE et al., 2000). Em outra pesquisa, o
extrato aquoso das folhas de neem foi eficiente contra lagarta-do-cartucho do milho (PRATES;
VIANA; WAQUIL, 2003). Oleo comercial de neem foi diluido em dgua (10%) com a utilizagdo
de surfactante Tween-20 e foi pulverizado sob cascudinhos-dos-avidrios e apds 7 dias de

contato 97,5% dos insetos morreram (MARCOMINI et al., 2009).

Forim et al. (2010) estudaram diferentes métodos de extragdo com solventes distintos para
obter maior quantidade de azadiractina a partir de sementes de neem e aplicar os extratos em
dietas e verificar a mortalidade da lagarta-de-cartucho. Os resultados dos autores mostraram
que o melhor método foi a extragdo com hexano seguida da extragdo com etanol. Para matar
100% das larvas de lagarta-de-cartucho, foi necessario que o extrato apresentasse no minimo 3
ug kg'! de azadiractina e esta concentragio foi obtida utilizando-se 250 mg kg™ de extrato na

dieta fornecida as larvas do inseto.

Em relacdo a atividade larvicida do neem, a Tabela 3 informa que sua CLso € menor que
200 ppm (ALOUANI; REHIMI; SOLTANI, 2009; DUA et al., 2009; MACIEL et al., 2010;
PANT et al., 2012; VATANDOOST; VAZIRI, 2004). Contudo, alguns trabalhos detalham que
a sua acdio em meio aquoso & lenta. E importante ressaltar que o ideal é eliminar o vetor antes

de atingir a fase adulta.

Maciel et al. (2010) avaliaram o efeito do 6leo das sementes de neem proveniente do
Ceara frente ao principal vetor da Leishmaniose visceral no Brasil: o mosquito palha
(Lutzomyia longipalpis). Os autores verificaram que o 6leo diluido em 4dgua e emulsificado com
Tween-20 apresentou mortalidade sobre ovos e larvas apenas apds 10 dias de contato, atingindo
uma eficdcia em torno de 65% na maior concentragdo testada (100 ppm). A CLso frente as larvas
foi de 60,98 mg mL'. Por outro lado, cerca de 96% dos adultos expostos ao 6leo morreram nas
primeiras 24 h de contato. Isto implica dizer que o 6leo de neem é mais eficiente contra o
mosquito em sua fase adulta do que na fase larval. Além disso, a azadiractina ndo age matando
diretamente o inseto como a maioria dos inseticidas, mas atua sobre a reproducio, alimentacao

e crescimento (ROY; SARAF, 2006).
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Nicoletti et al. (2012) avaliaram a eficiéncia de seis residuos industriais de neem de
diferentes origens apds extragdo com metanol e evaporagdo do solvente contra larvas nos quatro
estadios (L1 a L4) de Aedes albopictus e quantificaram o teor de compostos ativos nas amostras.
Cerca de 3 g dos pds de neem foram diluidos em 40 mL de dgua e incubados no escuro a 26°C
por até 7 a 17 dias. Os resultados apontaram que poucas amostras foram capazes de eliminar
100% das larvas apenas ap6s 4 dias de exposi¢cdo. A quantidade de azadiractina presente nas
amostras variou de 15 a 180 ppm. Apds 4 dias de exposi¢do, uma delas atingiu 95% de
mortalidade (mas também houve mortalidade no tratamento controle, assim, provavelmente
houve morte por outros fatores, como falta de alimentacdo provavelmente) e nesse mesmo 6leo
foi verificada a maior concentracdo de salanina (2700 ppm) e nimbina (321 ppm), outros

compostos ativos que contribuem para a atividade bioldgica do neem além da azadiractina.

3.1.2.3. Tomilho

O tomilho (Thymus vulgaris L.) é uma planta com propriedades aromdticas e medicinais
(Figura 5A) e pertence a familia Lamiaceae e possui origem Mediterranea (PAVELA;
VRCHOTOVA; TRISKA, 2009). A maior parte das pesquisas com este vegetal se deve as
propriedades atribuidas a presenga do metabdlito timol (Figura 5B), o qual vem sendo estudado
quanto as suas atividades antipasmddica, antisséptica, antidiurética, expectorante,
antibacteriana, antifingica e antioxidante (GROSSO et al., 2010). O timol € um fenol derivado
de terpenos (MARCHESE et al., 2016) e estd presente em outros 6leos essenciais como

apresentado previamente na Tabela 3.

A B

Figura 5: Folhas e flores do tomilho branco (A) e estrutura quimica do timol (B).
Fonte: Carvalho (2003) e Soejarto (2007)
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Devido a suas propriedades flavorizantes e conservantes, o 6leo essencial de tomilho é
utilizado como condimento, na producdo de alimentos, como aditivo GRAS (Generally
Recognized As Safe) - conservante, antioxidante, aroma, repelente, larvicida, cosmético e na

medicina tradicional (MARCHESE et al., 2016).

Em relacdo ao seu potencial como inseticida natural, o 6leo de tomilho contendo 77% de

timol foi eficiente contra larvas e adultos de mosca doméstica (PAVELA, 2007).

Em relacdo a sua atividade larvicida, algumas pesquisas mostram a eficicia do tomilho.
Quatro diferentes amostras de tomilho foram submetidas a hidrodestilacdo e para cada uma
delas um metabdlito distinto foi considerado majoritario: timol, linalol, geraniol e B-ciclocitral
e a amostra que apresentou timol como composto majoritrio expds menor CLso (32,9 mg L)
contra larvas do mosquito C. quinquefasciatus (PAVELA; VRCHOTOVA; TRISKA, 2009). O
6leo de tomilho mostrou-se eficiente também contra larvas de An. labranchiae, com CLsg igual
a352 pg mL! (EL-AKHAL et al., 2016), contra larvas de Ae. aegypti com CLso variando entre
17 a45 pg mL' (LOPEZ et al., 2015; MASSEBO et al., 2009; RIOS; STASHENKO; DUQUE,
2017). O 6leo de tomilho contendo 70,6% de carvacrol como metabdlito majoritario apresentou
CLsoigual a 15 ng mL™! contra larvas do mosquito Oc. caspius, enquanto que o carvacrol puro
apresentou CLso maior (35 ug mL™), evidenciando que o sinergismo dos metabélicos presentes

no Oleo refletiu em maior eficiéncia larvicida (KINIO et al., 2008).

3.2. MICROENCAPSULACAO

Microencapsulagdo € um processo que coloca pequenas particulas, sélido, liquido ou gés,
dentro de uma camada de recobrimento. Neste trabalho, as particulas que serao distribuidas sdao
chamadas de composto ativo (material de recheio) e a camada de recobrimento é chamada de
material de parede (matriz polimérica). A microencapsulacdo vem sendo utilizada em industrias
farmacéuticas, quimicas, alimenticias e agricolas. Uma das razdes de se utilizar a
microencapsulacdo € a prote¢ao conferida ao agente ativo, uma vez que se evita a degradacao
devido a exposi¢do a dgua, ao oxigénio, ao calor e a luz. Em alguns casos, a microencapsulagcao
€ usada para mascarar gostos, odores e cores desagraddveis, para prevenir reacdes € interagoes
indesejdveis entre os componentes do alimento, para melhorar a manipulacdo do produto
(converter um ingrediente liquido em sélido por exemplo) e, consequentemente, para permitir

a reducdo de volatilidade de alguns compostos e para controlar a liberacdo de um metabdlito
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(SOBEL; VERSIC; GAONKAR, 2014). Além disso, a microencapsulacdo pode prolongar a
vida ttil do composto ativo e diminuir a dosagem necessdria para obter o efeito desejado a partir

da liberagao controlada (TACKENBERG; KLEINEBUDDE, 2015).

A microencapsulacido € uma técnica que tem sido utilizada industrialmente por conferir
maior protecdo, melhorar o transporte e liberar controladamente o agente ativo no tempo e lugar
mais adequado, ampliando as possibilidades de aplicacdes. Existem diferentes técnicas e, de
acordo com o processo selecionado, as particulas variam: de forma (esferas, irregulares), de
estrutura (porosa, compacta) e estado fisico (amorfo ou sélido cristalino desidratado, eldstico
ou vitreo). Tudo isso afeta as propriedades de difusdo ou a estabilidade durante o
armazenamento. Outros parametros importantes na hora da escolha da melhor técnica de
microencapsulacdo sdo: custo, rendimento e adaptagdo a producdo em escala industrial

(GUEVARA-BRETON; JIMENEZ-MUNGUIA, 2008).

As particulas produzidas podem ser classificadas quanto ao seu tamanho em: macro (>
5000 um), micro (0,2 a 5000 um) e nano (< 0,2 um). Outra classificagdo esta relacionada a
distribuicdo do ativo no material de parede: sistema do tipo reservatorio (“verdadeiras”
microcdpsulas, o nicleo € concentrado na regido central e estd circundado pelo material de
parede) e sistema matricial (microesferas, o nucleo se encontra totalmente disperso na matriz)

(AZEREDO, 2005).

Alguns fatores que influenciam na liberacao do ativo sdo: propor¢ao entre ativo e material
de parede, viscosidade do material de parede, tamanho das particulas e volatilidade do recheio.
A liberacdo pode ser ativada devido a acdo de um ou mais mecanismos, como: difusdo
(propriedades que interferem na velocidade da transferéncia de massa), degradagdo (atividade
enzimatica), solvente (dissolucdo do material de parede; expansdo ou inchamento), pH (meio
acido ou basico pode melhorar a solubilidade do ativo), temperatura (alteragdo do estado fisico
e da velocidade de transferéncia de massa) e pressao (forca mecanica). Em produtos extrusados,
0s mecanismos mais comuns sdo liberacao por a¢do de solvente e difusdo (AZEREDO, 2005).

Maiores detalhes sobre esta parte serdao discutidos na sec¢do 3.2.4.
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3.2.1. Extrusao termoplastica

De modo geral, a extrusio na drea alimenticia é um processo de producdo de
expandidos/massas e consiste na mistura inicial do material seco (geralmente pds de amidos de
diferentes fontes vegetais) com dgua (agente umectante e melhorador do processo), seguida de
aquecimento dentro do canhdo do extrusor (onde ocorre a gelatinizacao do amido e cozimento
parcial) e, finalmente, cisalhamento da mistura com rosca sem fim que gira a uma velocidade
de rotacdo, fazendo com que essa mistura passe por um orificio pequeno, seguido de um corte

com espessura e tamanho definidos (ORDONEZ, 2005a).

A extrusdo € um processo completo que contempla varias operacdes unitérias: transporte,
mistura, amassamento, coc¢cdo, moldagem, reducdo do tamanho. O processo completo €
relativamente rdpido, a operacdo € continua e eficiente, tem baixo custo de investimento e de
operacdo, alta produtividade e, principalmente, ndo gera efluentes. A formulacdo sofre
complexa reagdo fisico-quimica a partir das energias mecénica e térmica aplicadas no extrusor,
o qual pode ser considerado um reator quimico continuo. Nas condi¢des de baixa umidade e
taxa de cisalhamento e aquecimento, o biopolimero se funde e sua estrutura € fixada
posteriormente ao sair pela matriz perfurada. Seu estado fluido original transforma-se em
gomoso e, posteriormente, ao esfriar/secar, em vitreo e estavel. As propriedades viscoeldsticas
da massa e a redugdo da pressao ao sair da matriz causam a evaporagao instantanea de parte da
dgua, levando a massa a inchar e a expandir, formando um produto com estrutura porosa,

principalmente quando sdo aplicadas temperaturas superiores a 150°C (ORDONEZ, 2005a).

Os extrusores mais utilizados na industria de alimentos sdo: mono-rosca, dupla-rosca e
co-rotacional, pois eles ttm uma boa eficiéncia de mistura, capacidade de bombeamento,
flexibilidade de usar diferentes matérias-primas e habilidade de reproduzir resultados (SOBEL;

VERSIC; GAONKAR, 2014).

Na Figura 6A € possivel visualizar um extrusor e as principais partes do equipamento.
Gear box é a caixa de velocidades, raw materials é a entrada de matéria-prima, motor, extruder
€ o extrusor que pode conter uma ou mais roscas, que giram em sentido hordrio ou anti-horério,
hot die face é a face de moldagem a quente, cutting device é o dispositivo de corte, fan é o
ventilador, granules é a saida das particulas. Na Figura 6B é possivel verificar com mais

detalhes a parte interior do extrusor com uma rosca.
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Figura 6: Exemplo geral de um extrusor (A) - gear box é a caixa de velocidades, raw materials
¢ a entrada de matéria-prima, extruder é o extrusor, hot die face é a face de moldagem a quente,
cutting device € o dispositivo de corte, fan é o ventilador, granules é a saida das particulas.

Visao lateral de um extrusor mono-rosca (B).

Fonte: Adaptado de Tackenberg; Kleinebudde (2015) e ABIPLAST (2019)

Santos et al. (2004) definem o processo de producdo de pellets como a aglomeracgdo por

via imida de pés finos de substincia ativa e excipientes em pequenas unidades esféricas. Este

processo € dividido em trés operagdes unitdrias principais: malaxagem, extrusio e secagem. A

malaxagem consiste no preparo da massa umidificada para a extrusdo: mistura homogénea do

po seco com o excipiente e com o liquido de granulagdo. O liquido de granulacdo geralmente é

a dgua, a qual vai tornar a massa mais coesa e plastica. Em caso de excesso de umidade, pode

ocorrer migragdo excessiva de liquido para a superficie do pellet, levando a aglomeracao dos

pellets uns aos outros. Os excipientes, por exemplo 6leos, empregados na producdo de pellets

geralmente sdo utilizados para obter particulas. Os excipientes sdo adicionados ao pd para

promover a liberacdo da substincia ativa num sitio especifico ou durante um determinado
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periodo de tempo e, para isto, o excipiente a ser incorporado deve ter a atividade bioldgica
adequada ao seu propdsito. A mistura deve ser armazenada em sacos pldsticos selados em
condi¢des ideais para evitar a evaporacdo de dgua até o momento da préxima etapa. A extrusao
¢ a préxima operacao unitdria e nela a massa sofre compactacao, sendo modelada sob a forma
de cilindros de aspecto semelhante a tira de espaguete de diametro uniforme. A capacidade de
extrusar depende da plasticidade da massa obtida na malaxagem e do tipo de extrusor

empregado.

3.2.1.1. Microencapsulacao por extrusao termoplastica

O uso da extrusdo como técnica de microencapsulacio € recente, apesar da extrusdo de
flavors ser utilizada desde 1950, principalmente para aplicacdes alimenticias. O grande
diferencial do processo normal de extrusdo para o processo de microencapsulacio por extrusao
¢ a faixa de temperatura aplicada, de modo que para microencapsular 6leos essenciais, €
necessdrio utilizar temperaturas inferiores a 100°C para nao ocorrer a volatilizagdo do liquido
e nao ocorrer a expansdo do produto (TACKENBERG; KLEINEBUDDE, 2015). Outra
diferenga importante que Reifsteck e Jeon (2000) salientam € que na extrusdo para
microencapsulacdo de flavors, a incorporacdo de tais compostos voldteis ocorre mais
comumente na parte final do extrusor. Contudo, a proposta nesta tese € que o sistema carreador
consiga realmente proteger o composto ativo, incorporando-o ao material de parede
previamente a extrusdo, com o intuito de garantir boa distribuicdo e melhor estabilidade. O
tamanho do extrusado dependerd da matriz inserida no final do extrusor, podendo variar de 0,5

a 4,0 mm de diametro e diferentes comprimentos (SOBEL; VERSIC; GAONKAR, 2014).

A encapsulagdo por extrusdo produz uma particula com no minimo duas fases: recheio
(liquido — geralmente 6leo) e material de parede (s6lido), cuja estrutura é apresentada na Figura
7. O tipo de estrutura proposto contém varios nucleos dispersos na matriz, visto que € necessaria
uma homogeneizacdo da matéria-prima antes de ocorrer a extrusdo. A composi¢do da matriz e
as propriedades do agente ativo e a interagdo entre eles sdo importantes para que a extrusao

ocorra com sucesso (SOBEL; VERSIC; GAONKAR, 2014).

As vantagens da extrusdo termopléstica frente aos outros métodos de encapsulagdo sdo:
ndo utiliza solvente organico; € um processo continuo, rapido e com alto rendimento; diferentes

formas de particulas podem ser obtidas; permite a versatilidade dos parametros de processo
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(velocidade, temperatura, didmetro do bocal, etc.); a particula produzida € estdvel, pois
apresenta baixo teor de umidade (GUEVARA-BRETON; J IMENEZ-MUNGUfA, 2008);
permite a encapsulacdo de inimeros 6leos essenciais ou extratos; utiliza o amido como principal
polimero como material de parede, o qual é abundante, barato e biodegradavel (YILMAZ et al.,

2001).

Figura 7: Modelo de estrutura da particula produzida por extrusao
Fonte: Tackenberg; Kleinebudde (2015)

Para a encapsulacido de fragrancias, herbicidas, flavors e inseticidas em matrizes de
amido, emulsificantes geralmente sdo utilizados para estabilizar a dispersdo das duas fases do
sistema. Com este intuito, foi realizada a encapsulacdo de 6leo de girassol com amido de batata
em extrusor dupla-rosca com diferentes emulsificantes (Tween, Span 20, e suas misturas em
diferentes propor¢des) e os resultados apontaram que na presenca de emulsificante houve
reducdo do tamanho das goticulas de 6leo dispersas ao comparar com o extrusado sem
emulsificante. Além do mais, quanto maior o valor do balango hidrofilico-lipofilico, menor o
tamanho da particula e menor a energia mecanica especifica (EME) necessdria durante a

extrusdo (YILMAZ et al., 2001).

Na literatura estdo disponiveis alguns artigos sobre a encapsulacdo em extrusor dupla-
rosca de herbicidas sintéticos amplamente utilizados na agricultura do Estados Unidos no inicio
da década de 1990 (DOANE, 1993). Sdo feitas comparacdes entre extrusao e cozimento por
injecdo de vapor em relag@o: ao grau de intumescimento, liberacdo em 4dgua, teor de herbicida,
teor de amido como material de parede, eficiéncia de encapsulacdo, modo estdtico ou dindmico

de liberacdo do herbicida e didmetro das particulas. A principal motivacdo para encapsular os
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herbicidas (atrazina, EPTC, metolachlor, alachior e dual) era reduzir os efeitos negativos ao
meio ambiente devido a grande quantidade aplicada do herbicida ndo encapsulado, mas em
nenhum desses trabalhos foi comparada a eficiéncia dos herbicidas sintéticos ndo encapsulados
e as respectivas particulas produzidas (CARR; WING; DOANE, 1991; TRIMNELL et al.,
1991; WING et al., 1991).

Deste modo, sabendo que os exemplos iniciais de microencapsulacao de herbicidas em
geral por extrusdo termopldstica utilizam o amido como material de parede, a secdo a seguir

traz mais detalhes sobre esse biopolimero e a interacao entre amido e o composto ativo.

3.2.2. Amido

Os carboidratos sdo substincias organicas abundantes nos seres vivos. Dentre os
inimeros tipos de carboidratos e suas funcdes, o amido se destaca por ser o carboidrato de
reserva das plantas, encontrado principalmente em sementes e graos. O amido € classificado
como um polissacarideo formado por mais de 20 monossacarideos de glicose, dispostos de
forma linear ou ramificada, sendo caracterizado por seu alto peso molecular (ORDONEZ,

2005b).

Na Figura 8A € possivel verificar como € a estrutura do grdo de amido. Quanto a sua
forma, o granulo pode ser redondo, oval ou poliédrico. Quanto ao seu tamanho, o granulo pode
ter entre 2 a 100 um. Quanto a distribuicdo do tamanho dos granulos, pode ser uni, bi ou
trimodal, dependendo da origem botanica, entretanto, a distribuicio bimodal é mais comum

para a maioria dos cereais (DENARDIN; SILVA, 2009).

7z

Estruturalmente, o amido € um polissacarideo composto por amilose e amilopectina
(Figura 8B). A amilose ¢ formada por unidades de glicose unidas por ligagdes glicosidicas a-
1,4 com cadeia linear. Ja a amilopectina € formada por unidades de glicose unidas em ligagdes
a-1,4 e a-1,6 com cadeia ramificada (DENARDIN; SILVA, 2009). A amilopectina é estrutural
e funcionalmente a mais importante dentre as duas fracdes que compde o amido, pois sozinha

€ suficiente para formar o granulo (DENARDIN; SILVA, 2009).
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O amido contribui para diversas propriedades de textura em alimentos e possui vdrias
aplicacdes industriais, tais como: espessante, estabilizador de col6ides, geleificante, agente de

volume, adesivo, retentor de 4gua (DENARDIN; SILVA, 2009).

CH,OH CH,0H CHyOH CH,OH CH,0H

WA O owAT O owAT %w owA % owAT Ow
oh HA o Now w/l_o Now nfl_o Now n/l o Now w/l o

H OH H OH H OH H OH H OH

H/h H H/ H
E OH H OH H
o 0 fs

CH,0H CH,0H CH,0H CHyO0H

H OH H
CH,
GGGy
on HA o Non u/l o Now w/l_o Now w/l o Now wfl o
H  OH H OH H OH H  OH H OH

Figura 8: Estrutura do granulo de amido (A) e estrutura linear da amilose e estrutura ramificada
da amilopectina (B)

Fonte: Adaptado de Google (2011); Saunders, Izydorczyk, Levin (2011) e Zimmerman, Snow
(2012)

Ol OH
H H

O milho (Zea mays) é um cereal bastante cultivado no Brasil e no mundo, sendo o Brasil
um dos principais produtores, juntamente com Estados Unidos e China. Em 2018, 23 milhdes
de toneladas de milho foram exportadas pelo Brasil, principalmente para o mercado europeu
(ABMILHO, 2019). O milho se caracteriza por se destinar tanto ao consumo humano (como
espiga e demais receitas de preparo caseiro ou industrializado), bem como para a alimentacao
de animais, sobretudo suinos e aves. O milho pode ser industrializado através dos processos de
moagem Umida e seca, sendo esta tltima a mais empregada, gerando produtos como milho em

conserva, congelado, farinha de milho, fubd, quirera, farelo, glicose, dextrose, 6leo, entre
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outros. Através do processo de moagem umida, o principal subproduto obtido é o amido
(GARCIA et al., 2006). O teor de amilose nos granulos de amido varia de acordo com o tipo de
vegetal. No caso do amido de milho, o amido considerado “normal” contém entre 25 a 28% de
amilose, ja o amido ceroso (waxy) é praticamente constituido por amilopectina, enquanto que
o amido com teor de amilose superior a 50% ¢ denominado “alto teor de amilose”. Os géis
feitos com amido de milho ceroso geralmente sdo fracos, ao contrario dos géis feitos com amido

com alto teor de amilose (WEBER; COLLARES-QUEIROZ; CHANG, 2009).

A gelatinizacdo do amido geralmente causa um aumento da viscosidade, mas o
aquecimento durante a extrusdo promove a quebra das macromoléculas em unidades menores,
reduzindo a viscosidade. Durante o aquecimento na extrusao, granulos menores de amido sdo
cozidos mais rapidamente do que particulas maiores, o que também altera a qualidade do
produto (FELLOWS, 2006). Observando a Tabela 4, é possivel verificar que o teor de amilose
também altera a viscosidade da pasta e isto pode interferir durante o processo de extrusao ao

longo do cisalhamento da pasta.

Tabela 4: Propriedades gerais de amido de milho e suas pastas

Amido Amido Amido com alto
Propriedade

Ceroso comum teor de amilose
Diametro do granulo (um) 2-30 2-30 2-24
Teor de amilose (%) <2 28 50-70
Temperatura de gelatinizacao (°C) 6372 62— 80 66 — 170
Viscosidade relativa Altaamédia MéEdia Muito baixa

Fonte: Damodaran; Parkin; Fennema (1996)

O amido € pouco solivel em dgua fria, entretanto, absorve dgua na proporc¢do de 30% do
seu peso, com pequeno aumento do volume dos seus granulos (BOBBIO; BOBBIO, 1992;
ORD()NEZ, 2005a). Entretanto, com o aquecimento, a absorcdo de 4dgua, a viscosidade e a
transparéncia do sistema aumentam. A viscosidade pode diminuir se o aquecimento for acima
de 100°C, o que promove a destruicdo dos granulos, sobrando apenas moléculas livres
hidratadas ao invés das estruturas originais. Ao reduzir a temperatura, o sistema passa
gradualmente para gel, o qual serd mais ou menos duro de acordo com o tipo e propor¢do de
amilose. A faixa de temperatura de gelatinizagdo para diferentes teores de amilose pode ser

observada na Tabela 4.
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3.2.2.1. Amido como material de parede em microencapsulacio por extrusao
termoplastica

O amido € um polimero inerte, ndo-toxico e ndo-carcinogénico. As particulas produzidas
com o amido sdo estdveis durante a estocagem, principalmente quando a atividade de 4dgua é
reduzida e isto depende do método de encapsulacdo utilizado. No caso da extrusdo
termoplastica, ao sair do extrusor, as particulas sdo desidratadas em estufa para reduc¢ado do teor

de umidade. Durante a extrusdo, o calor e o atrito facilitam a hidratacdo do amido, o qual é

transformado e plastificado (CHANG; SCHMIELE; MARTINEZ-BUSTOS, 2010).

A gelatinizagdo total ou parcial do amido ocorre durante a extrusdo na presenga de dgua,
aquecimento, cisalhamento e tempo de residéncia no extrusor (Figura 9). A adi¢do de agua
promove um pequeno inchamento dos granulos de amido. Em seguida, o aquecimento e o
cisalhamento promovem o rompimento do granulo de amido e a lixiviagdo da amilose. Por
ultimo, o granulo contendo apenas amilopectina sofre colapso e a amilose forma matriz de gel.
A massa amorfa formada depende da estrutura do granulo de amido e do teor de

amilose/amilopectina (CHANG; SCHMIELE; MARTfNEZ—BUSTOS, 2010).

Gréanulo contendo
apenas
amilopectina e
amilose forma gel

Granulo de amido contendo 4 AT KT
amilose e amilopectina \_/_\/
Adigao de
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=

Aquecimento
e
cisalhamento

Granulo inchado

Figura 9: Gelatinizacdo do amido durante a extrusdo termopléstica.
Fonte: Adaptado de Chang; Schmiele; Martinez-Bustos (2010)

Durante a extrusdo dos alimentos, os lipidios intrinsecos da propria matéria-prima podem
estar presentes ou serem adicionados como ingredientes, como no caso da microencapsulagcdo
de dleo, na qual o 6leo € adicionado ao polimero, de modo que o teor maximo de 5% facilita a

extrusdo. Além disso, apesar do amido ser uma molécula neutra (sem carga), os lipidios podem
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formar complexos de inclusdo helicoidal com a amilose, denominados complexos amilose-

lipidios (CHANG; SCHMIELE; MARTINEZ-BUSTOS, 2010; DENARDIN; SILVA, 2009).

Thachil, Chouksey e Gudipati (2014) relatam que a incorporagdo de lipidio ao amido
altera as propriedades fisico-quimicas dos extrusados. O tratamento térmico, como ocorre
durante a extrusdo, favorece a destruicdo parcial da estrutura de amilose e novos cristais sao
formados, correspondendo ao complexo amilose-lipidio. O lipidio é denominado ligante e pode
estar em trés locais diferentes no complexo amilose-lipidio: dentro da hélice de amilose

(espiral), entre as hélices ou disperso na regido amorfa.

Acredita-se que quanto maior a quantidade de &cidos graxos saturados, maior a
capacidade de formar complexo amilose-lipidio e, preferencialmente, com o lipidio dentro da
hélice (THACHIL; CHOUKSEY; GUDIPATI, 2014) como mostra a Figura 10, de modo que a
hélice € hidrofilica na parte externa e hidrofébica na parte interna (PUTSEYS; LAMBERTS;
DELCOUR, 2010).

No caso do 6leo de tomilho, o metabdlito majoritario na maioria das plantas é o timol
como verificado no item 3.1.2.3, que ndo € um 4cido graxo e € uma molécula pequena (Figura
5B). Kawada e Marchessault (2004) fizeram um estudo do complexo formado entre amilose e
algumas moléculas pequenas (timol, DMSO, 4cido ldurico, butanol, pentanol) apods
aquecimento, e verificaram que € possivel verificar diferenca pela andlise de ressonancia
magnética nuclear entre o amido e o complexo amilose-timol, de modo a verificar a
contribuicao do grupo alquila e do grupo aromatico da molécula de timol. A mobilidade da
cadeia de amilose no complexo amilose-lipidio € inversamente proporcional ao comprimento

do grupo alquila do agente ligante.
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Figura 10: Modelo proposto para o complexo amilose-dcido graxo, com as moléculas de 4dcidos
graxos entrelacadas no interior da estrutura.
Fonte: Kawada; Marchessault (2004)

3.2.2.1.1. Amido modificado

N

A necessidade de amidos com propriedades especiais leva a producdo de amidos
modificados. Tais modificagdes visam obter produtos com cadeias menores (BOBBIO;
BOBBIO, 1992). Os amidos nativos geralmente t€ém uma solubilidade limitada em dgua e, por
1850, a sua aplica¢do industrial é reduzida. A modifica¢do € realizada com o intuito de alterar a
estrutura pela hidrélise do amido em moléculas menores e/ou substitui¢do quimica pelo grupo
succinato de octanal. Esta substituicdo implica o ganho de um elemento hidrofébico na forma
de grupos de octanal como ilustra a Figura 11, resultando em moléculas com carater anfifilico

(SWEEDMAN et al., 2013).

Estes polimeros apresentam uma variedade de aplicacdes, com destaque para
emulsificacdo e encapsulacdo de 6leos essenciais. Um exemplo de amido modificado € o
Capsul, oriundo de amido de milho ceroso e desenvolvido pela National Starch (SWEEDMAN
et al., 2013).
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Figura 11: Estrutura do amido modificado apds a substituicdo quimica do grupo octanal na
presenca de d4gua e em meio alcalino.
Fonte: Sweedman et al. (2013)

3.2.2.1.1.1. Emulsao de 6leo com amido modificado

Como o amido nativo ndo apresenta carga ou afinidade com compostos hidrofébicos, é
comum fazer uma emulsdo entre o 6leo e um amido modificado com o intuito de aumentar a

reten¢do de 6leo no amido.

Na pesquisa desenvolvida por Aburto et al. (1998), o amido modificado capsul foi diluido
em agua a 82°C e, em seguida, o 6leo de laranja foi emulsionado em ultraturrax com o capsul
diluido em diferentes concentragdes de amido modificado (0 a 10%). Logo ap0s, foi realizada
a secagem da emulsdo em atomizador. Os resultados apontaram que, de maneira geral, a forma
e os didmetros das microcdpsulas ndo dependeram do teor de amido modificado, mas a presenca
do capsul conferiu melhor retencdo de 6leo. Em outro trabalho, o 6leo de laranja foi
encapsulado com goma arabica e maltodextrina também por atomizacdo utilizando capsul (0 a
10%) e os resultados mostraram que quanto maior o teor de amido modificado, maior a retengdo

de 6leo na cdpsula (ASCHERI; MARQUEZ; MARTUCCI, 2003).

3.2.3. Microencapsulacao de larvicidas naturais e sintéticos

Na Tabela 5 € possivel verificar alguns trabalhos visando encapsular larvicidas sintéticos,
enquanto que na Tabela 6, diferentes métodos de encapsulacao foram aplicados para larvicidas
naturais. Mais uma vez, diferentes compostos, com diferentes coeficientes de particdo sdo

listados, com atividade larvicida para diferentes espécies de mosquito.

De acordo com Kanis et al. (2012), os componentes da 6leorresina de copaiba sdo poucos

soliveis em 4gua e a microencapsulacdo seria uma alternativa para permitir a aplicacdo dos
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ativos da copaiba contra as larvas do mosquito Ae. aegypti. Assim, os autores
microencapsularam por emulsificacido/precipitacdo a dleorresina em diferentes propor¢des com
dois polimeros diferentes, um natural e outro sintético, com o intuito de comparar a CLs5o das
microparticulas. Os resultados apontaram eficiéncia de encapsulacdo entre 75 — 98%. A
6leorresina ndo encapsulada apresentou CLso igual a 48 mg L', enquanto que as microcdpsulas
apresentaram CLso entre 42 a 140 mg L', destacando a menor CLso para o tratamento com 250
mg de Oleorresina com o polimero natural acetato de celulose. Apesar da 6leorresina nao
encapsulada ter a mesma atividade larvicida do que a Oleorresina microencapsulada, a
microencapsulacdo preveniu a separacao das fases apds alguns dias de acompanhamento. Além
disso, o polimero sintético PEMA [poli(etileno-co-metil acrilato)] ndo permitiu a liberacdo
maxima de ativo ao comparar com o polimero natural e isto foi verificado com menor
mortalidade das larvas ao longo do tempo durante a avaliacdo do efeito residual. As particulas
produzidas com acetato de celulose apresentaram a mesma cinética de mortalidade larval do

que a 6leorresina ndo encapsulada ao longo do tempo.

Pant et al. (2012) analisaram a atividade larvicida contra Ae. aegypti de microparticulas
de Sleos naturais de neem e de karanja (Pongamia glabra) e da mistura entre eles. A técnica de
encapsulacdo foi gotejamento em alginato de célcio com diferentes propor¢des de 6leos. A CLso
entre os tratamentos variou entre 3,1 a5,1 g L sem diferenca expressiva entre os recheios. Os
autores nao mencionaram os mecanismos envolvidos na liberagdo dos compostos ativos,

tampouco verificaram a cinética de liberacao dos mesmos.

Bhan, Mohan e Srivastava (2014) nanoencapsularam diferentes concentragdes (1 a 16%)
de larvicidas sintéticos (temefds e imidacloprida) pelo método de dispersdo de fusdo (melt-
dispersion). A atividade contra larvas de Cx. quinquefasciatus, mosquito responsavel pela
transmissao da filariose linfética, foi avaliada em diferentes tempos de exposicao aos larvicidas
livres e encapsulados. Os resultados indicaram que o temefOs livre e encaspulado foi mais
eficiente do que o imidacloprida. De acordo com as concentragdes letais, concluiu-se que para
atingir a mesma efici€ncia larvicida, uma menor quantidade de temefds na forma encapsulada

€ necessdria ao comparar com a forma livre.

De acordo com a Tabela 5 e com a Tabela 6 € possivel verificar que o método mais comum
utilizado para produgdo de particulas com aplicacdo contra larvas de mosquito € a geleificagao
ionica (gotejamento, pérolas) e nenhum trabalho foi encontrado utilizando a extrusdo

termopldstica com composto ativo para atuar como larvicida. Desta forma, tem-se uma
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inovagdo em relacdo a técnica de encapsulacdo, de modo que a extrusdo tem vantagens em

relacdo a geleificacdo, como apresentado na secdo anterior (3.2.1).

Outra observagao importante apresentada na Tabela 5 é que apesar do coeficiente de
particdo do composto diclorvés ser baixo (1,27) e indicar que ele tem maior afinidade pela fase
hidrofilica, o material de parede utilizado na microencapsulacio é de fundamental importancia
para que o ativo seja liberado no momento e local desejados e possa atuar sobre as larvas, mas
nao foi o resultado verificado por Paula, de Paula e Bezerra (2006b), visto que menos de 50%
das larvas de Ae. aegypti morreram utilizando entre 2 a 6 mg de pérolas de quitosana/goma de
cajueiro contendo diclorvés. O ideal é que o maximo de mortalidade seja alcangado, para evitar

a selecdo de individuos resistentes.

Em contrapartida, observando a Tabela 6, Galvao et al. (2015) encapsularam 6leo de
laranja por trés métodos: inclusdo complexa, co-precipitagdo e mistura fisica, todos com -
ciclodextrina. Os resultados mostraram que o melhor método de encapsulagdo foi o de inclusdo
complexa, indicando que o método de encapsulagdo também influencia na eficécia da particula
como larvicida utilizando-se 0 mesmo composto ativo. Além disso, a CLso do padrio R-
limoneno foi maior do que a CLso do 6leo livre e do d6leo encapsulado, mostrando que a
eficiéncia larvicida € proveniente do sinergismo entre os componentes do d6leo essencial de
laranja e ndo apenas do componente majoritirio. O mesmo exemplo ocorre para a planta Lippia
sidoides, onde diferentes mortalidades foram observadas para o mesmo ativo, mas diferentes

métodos de encapsulagdo foram aplicados (Tabela 6).

Além de estudar diferentes fontes naturais ou sintéticas para encapsular compostos com
atividade larvicida, é de extrema importancia avaliar a liberacdo do composto nas mesmas

7z

condi¢des em que a larva do mosquito se desenvolve, isto €, meio aquoso, pH neutro, a
temperatura ambiente, a pressdo atmosférica, sem agitacdo, pois a larva é sensivel, com
periodos determinados de presenga/auséncia de luz. O estudo do efeito residual e a comparacao
entre o 6leo/extrato livre e encapsulado também sdo primordiais. E importante fazer uma
ressalva para a quantidade de 6leo/extrato encapsulado, tipo de material de parede da particula,
os gatilhos para o ativo ser liberado da particula nas condicdes citadas favordveis para a larva,
teor de umidade da particula, eficiéncia de encapsulagdo que o método proporciona, dificuldade
de produgdo, custo e praticidade do método de encapsulacdo, entre outros fatores. Maiores

discussdes serdo realizadas na proxima sec¢do acerca da modelagem matemdtica sobre a

liberacdo de 6leo de sistemas particulados.
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Tabela 5: Concentracdo letal para eliminar 50% (CLso) das larvas diferentes vetores ou mortalidade (%) apds 24 h de exposi¢do de larvicidas

sintéticos encapsulados por diferentes métodos.

Composto Coeficiente Método de Espécie CLso Mortalidade Concentraciao ((iua:lt;(ilcz:ﬁ; Referéncia
P de particao! encapsulaciao P (ppm) (%) (%) P
Pérolas de %)AA[IJJI%AA’
Diclorvés 1,27 quitosana e goma de Ae. aegypti - 0-45 - BEZERR;\
cajueiro 2006b)
. : (LIM;
Titheloprids 0467 Peroelasuizsa;rgl;“ato b, ot 6,11 20 - 100 i AHMAD,
q 2017)
. - C. (ANJALI et al.,
Permetrina 6,24 Nanoencapsulacio quinquefasciatus - 83-94 - 2010)
, _ (BHAN;
DISpersj(‘;’; quente C. 0,164 a 16 MOHAN;
olietilenoalicol quinquefasciatus 2,304 SRIVASTAVA,
Temef6s 547 5 2 2014)
Cépsulas de
quitosana com C. pipiens 53-83 - LAY e
al., 2015)

alginato e gelatina

' Coeficiente de particio foi calculado de acordo com a literatura (VIRTUAL COMPUTATIONAL CHEMISTRY LABORATORY, 2017) a partir

do numero Smiles da estrutura do composto puro.
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Tabela 6: Concentracdo letal para eliminar 50% (CLso) das larvas diferentes vetores ou mortalidade (%) apds 24 h de exposi¢cdo de larvicidas
naturais encapsulados por diferentes métodos.

Planta ml\:'e(:?il:g?it(?e Parte da Quantidad
(Nomes J Coeficiente Método de Método de . CLs e de Concentracio Mortalidade ferénci
cientifico e sua de particao! planta extracio encapsulacio Espécie (ppm) particulas (ppm) (%) Referéncia
comum) quafltldade usada (mg)
estimada
Mistura de
Azadirachta 4 .
indica - - & - Gotejamento Ae. 3= . . - (PANT et al., 2012)
e comercial com alginato aegypti 4.7
glabra
Azizz.izhm Azadiractina 153 Residuo Extracdo com Nanoparticulas Ae. 39— ) ) ) (CHANDRAMOHAN et
(Neem) ? industrial dgua de prata aegypti 6,7 al., 2016b)
dleadieckie Oleo Pérolas de Ae. (SILAPANUNTAKUL et
siamensis - - . - . , - - - 62
e comercial alginato aegypti al., 2016)
Microemulsio 5(;95_ - - - (FERREIRA et al., 2015)
Citrus SImensts R-Limoneno 3,19 Cascas secas  Hidrodestilagdo Mistura fisica Ae. . 23 - - -
(Laranja) (96,3 %) aegypt 3
(GALVAO et al., 2015)
Complexo de - 215 ) ) }
cyclodextrin ?
y - - - Nanoemulsio - - 200 - 500 70 - 100 (RODRIGUES et al,
Copaifera ) Ae 2014)
duckei Oleorresina Bersdtsin aegy;n‘i
(Crpritz) - - - polimérica ﬁ(; - - - (KANIS et al., 2012)
interfacial
Croton Lo,
zehntneri . . 1 I.’erolds de .
(Canela de - - Folhas Hidrodestilagao alginato e goma . aegypti - 20 - 50 - 30 - 100 (PAULA et al., 2010b)
cunhi) de cajueiro
Cymbopogon A :
nardus L. ) ) ) _ Pero_las de Ae. . ) ) 10 - 500 0-100 (WIDAWATI; RIANDI,
E i) alginato aegypti 2013)

10 logaritmo do coeficiente de parti¢ao foi calculado de acordo com a literatura (VIRTUAL COMPUTATIONAL CHEMISTRY LABORATORY,
2017) a partir do nimero Smiles da estrutura do composto puro.
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Continuacdo da Tabela 6:
Planta Metabolito Parte da Quantidade
(Nomes majoritario e Coeficiente lanta Método de Método de Espécie CLso de Concentracio Mortalidade Referéncia
cientifico e sua quantidade de particao I:lsa da extracio encapsulacao P (ppm)  particulas (ppm) (%)
comum) estimada (mg)
Moringa - Atomizacdo
oleifera - 7,89 Sementes E Xtragao com com goma de & . - 50-75 - 20 -50 (FRULA sl
. dgua e acetona o aegypti 2012a)
(Moringa) cajueiro
Nanoparticulas
de quitosana e (PAULA et al.,
) goma de ) >0 ) 50-90 2010a)
angico S.
Napogels de aegypti
. q‘;‘;ﬁfj‘éze . 12-24 . 20-50 (AB?SPZ;* al-
Lippia Timol 317 Oleo cajueiro
sidoides (43,5%) ’ comercial Pérolas de
) quitosana e ) ) ) . (PAULA et al.,
goma de 9-18 0-30 2011)
cajueiro Ae.
Gelatinizagdo  aegypti
com alginato (PAULA et al.,
) de goma de ) 20 ) 30-50 2012b)
cajueiro
Piper betle . ) (WIDAWATI;
(Pimenta Hyd(g‘g‘g‘;f}j)vf‘"’l 2,20 Folhas  Hidrodestilacdo P;fg"ifztge ae/;;ﬁ 80 ; ; ; DHEWANTARA,
betéle) ’ 2013)
Pterodon
emarginatus .Dlterpenos do - Frutas Pressdo fria Nanoemulssio Ae. . - - 12,5-250 0-100 (OLIVEIRA et al,,
Vogel tipo vouacapano aegypti 2016a)
(Sucupira)
Rosmarinus .
officinalis ]’22;&1;;:01 2,6 = Hidrodestilagdo ~ Nanoemulssdo aeAe. . ) _ 250 80 (DUAZ%T;E)et al,
(Alecrim) ¢ 8P

1 Referéncia: (NALINA; RAHIM, 2007)




Revisdo de Literatura 65

3.2.4. Modelagem matematica da liberacao de ativo

Como visto anteriormente no item 3.2.1.1, sdo vdrios os fatores que interferem no
mecanismo de liberag¢@o do ativo, mas um resumo geral dos principais deles pode ser conferido
na Tabela 7. A combinacao deles ou a predominancia de apenas um pode conferir o sucesso do
sistema produzido. Os principais mecanismos envolvidos na cinética de liberag@o do ativo sao:
a difusdo (na matriz através dos poros e no meio de libera¢do); o intumescimento, inchamento
ou hidratacdo; a erosdo, dissolucdo, lixiviacdo ou perda de sélidos. Além disso, quando as
estruturas matriciais entram em contato com o meio de dissolu¢do, podem manter a sua
estrutura mais ou menos constante ao longo do tempo ou podem sofrer um fendmeno de

intumescimento e, posteriormente, de erosao (LOPES; LOBO; COSTA, 2005).

Tabela 7: Fatores que afetam a liberacdo do ativo
Hidrofobicidade/Hidrofilicidade (log P)

Propriedades do Solubilidade no polimero

ativo Caracteristicas de dissolucdo/difusao

Solubilidade no meio de liberagao

Propriedades térmicas

Propriedades do Grau de cristalinidade
polimero Hidrofobicidade/Hidrofilicidade
Velocidade de absor¢ao do meio de liberagao
Velocidade de agitacao Viscosidade
Propriedades do Temperatura Enzimas
meio de liberacdo Ions Pressao
pH
Selecdo do método de encapsulagao
Propriedades do Temperatura, pressao, cisalhamento
processo Diagrama de fases do solvente com o ativo
Umidade final

Proporcao entre polimero e ativo
Composic¢ao e espessura da camada de polimero
Carga inicial de ativo e distribui¢cdo no polimero

Microestrutura da particula

Quantidade de ativo na superficie e efici€éncia de
encapsulacdo

Geometria do sistema

Custo

Rendimento

Fonte: Adaptado de Raval; Parikh; Enginner (2010).

Projeto do processo
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Campos et al. (2015) apresentam uma revisao de literatura sobre a importancia do uso de
polissacarideos como sistemas seguros de liberacdo de agroquimicos. Os polissacarideos, como
o amido, sdo polimeros hidrofilicos e biodegraddveis. Quando eles sdo aplicados na
microencapsulacdo, a liberagdo gradual minimiza o impacto ao meio ambiente a partir da
reducdo da liberacdo de ativo. Entretanto, de modo geral, o enfoque dado para o amido € a
verificacdo da influéncia da sua concentragdo na formulacdo junto com outros polissacarideos
sob a liberacdo do ativo e ndo do teor de amilose do amido como € verificado nesta tese. Por
exemplo, Roy, Bajpai e Bajpai (2009) verificaram que quanto maior a propor¢do de amido na

formulacdo com alginato, maior a liberag@o do inseticida clorpirif6s.

E possivel modelar também a hidratacio de particulas obtidas por extrusio, uma vez que
o solvente estd sendo difundido na matriz polimérica e componentes soluveis estdo sendo
lixiviados. Pensando na extrusdo como processo de producao de cereais matinais, a modelagem
da absorc¢do de leite, fluido composto principalmente por dgua, é importante para caracterizar
o processo de hidratacio e, consequentemente, perda da crocancia. Neste sentido, Takeuchi,
Sabadini e Cunha (2005) avaliaram a influéncia do tipo de amido (arroz, milho e trigo) e da
geometria (esfera, placa) na absorcdo de umidade de cereais matinais, os quais quando em
contato com o leite atingem uma textura amolecida indesejavel em determinado tempo critico.
A estrutura porosa e a baixa atividade de dgua dos extrusados expandidos tém uma grande
influéncia na difus@o do liquido e elevados coeficientes de difusdo implicam em perda mais
rdpida da crocancia. Os autores observaram que a absor¢cao de umidade foi distinta entre as
amostras, dependendo do teor de umidade inicial, da porosidade, das condi¢cdes do processo de
extrusao e do tipo de amido. A difusividade mdssica apresentou o seguinte comportamento em
funcdo do tipo de amido: milho < trigo < arroz, enquanto que o teor de amilose tem o seguinte
comportamento: arroz < trigo < milho. Desta forma, o cereal a base de amido de arroz, que
possui o menor teor de amilose, tinha uma menor resisténcia a difusdo e apresentou a maior
difusividade mdssica. Este fato mostra que o processo de difus@o de leite em cereais pode estar
principalmente relacionado ao teor de amilose, que influencia a resisténcia da matriz do cereal

em relacdo ao processo de difusdo.

De acordo com Tabela 7, como um ou mais mecanismos podem estar envolvidos na
liberacdo do ativo, o tratamento matemdtico para abranger a todos os fatores € muito complexo.
Correlacdes empiricas e semi-empiricas para a modelagem matemdtica sdo elucidadas na

literatura e as mesmas apresentam complexidade varidvel (LOPES; LOBO; COSTA, 2005).
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Apesar de existirem indmeros modelos, alguns sdo mais conhecidos e utilizados como os

apresentados na Tabela 8.

A modelagem matemdtica da libera¢do de 6leo de particulas com atividade larvicida é
bem elucidada. Alguns exemplos serdo detalhados a seguir. Contudo, um dado que falta ser
esclarecido € a concentragdo letal da particula, determinada a partir do conhecimento de: carga
da particula, eficiéncia de encapsulagao, quantidade de 6leo liberado e atividade larvicida, todos
no mesmo tempo de contato entre particula e larvas. Como mostrado anteriormente na Tabela
5 e na Tabela 6, geralmente os autores apresentam o percentual de mortalidade em funcdo da
quantidade de particula utilizada, nem todos mostram a cinética de liberacdo in vitro e nem

sempre a mortalidade chega a ser 100%, o que dificulta o calculo da CLgy da particula.

Paula et al. (2010a) realizaram a modelagem matematica da liberacao de 6leo de pérolas
de quitosana e goma de angico contendo L. sidoides. Duas concentragdes de goma de angico
foram testadas. As pérolas liberaram aproximadamente 80% de 6leo apds 50 h em dgua com
pH neutro. A equacio de Korsmeyer foi aplicada e foi observado que a constante cinética k

variou entre 0,06 a 0,08, o expoente n entre 1,09 a 1,10, com Rz > 0,999.

Em outra pesquisa semelhante, particulas atomizadas de goma de cajueiro contendo duas
proporcdes de 6leo de moringa liberaram 100% de 6leo em 25 h e apresentaram constante
cinética k entre 0,38 a 0,45, o expoente n entre 0,37 a 0,28, com R? > 0,98 (PAULA et al.,
2012a).

De Paula et al. (2010b) e Paula et al. (2012b) aplicaram o modelo de difusao de Fick para
o inchamento de pérolas contendo 6leo de créton e de L. sidoides respectivamente. Foi possivel
calcular o coeficiente de difusdo madssica, o qual variou entre 18 10 2 1-102%° m2 §!
respectivamente. Os autores concluiram que o teor de material de parede e o diametro da

particula sdo os principais pardmetros que interferem na determinacdo do coeficiente de

difusdo.
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Tabela 8: Principais modelos utilizados para modelar liberacdo de ativo de particulas matriciais

Nome Modelo Caracteristicas
M e Particulas ndo se dissolvem;
]\Tt =kot+b e Particulas destinadas a veicular substincias
® ativas com liberacdo prolongada
. . e A velocidade de difusdo do farmaco, do interior
M;: quantidade absoluta de ativo liberada no tempo t; .. . ’ .
Ordem zero . . . .. para a superficie da matriz, € menor que a respectiva
M,,: quantidade total de ativo (quantidade total de ativo incorporado ao . . ~ ~
. . velocidade de dissolucdo, formando uma solucdo
sistema polimérico no t = 0); . A b p
o saturada, que permite a cedéncia constante do farmaco.
ko: constante cinética; T .
i : . . ~ s e  Muitas limitagdes devido aos poucos fatores de
b: quantidade inicial de fairmaco na solucio (geralmente € igual a zero) .
ajuste ao modelo.
M,
M,
C . . . e Utilizada quando o mecanismo que prevalece é
~ k: constante cinética que incorpora caracteristicas estruturais e . cr .
Equacao de uma combinacgdo entre a difusdo do ativo (transporte

Korsmeyer-Peppas

geométricas da particula;

n: expoente de liberagdo. Se 0,45<n<0,89, o transporte é andmalo; se
n=0,45, o mecanismo ¢ difusdo Fickiana classica; se n=0,89, o mecanismo
corresponde ao Caso II, regido pelo inchamento e lixiviagao; se n>0,89, trata-
se de um Super Caso II

Fickiano) e do transporte Caso II (ndo-Fickiano),
controlado pelo relaxamento das cadeias poliméricas

% — ko T+b e Caso especifico da Equacao de Korsmeyer para
. M Ll n=0,5
Equacao de ® . . .
3Enei e Processo de difusdo baseado na lei de Fick
kg: constante de liberagdao de Higuchi e Pouco utilizado para sistemas que incham e
lixiviam
M,
—L =k, "k, 2"
~ Mo, o . e Caso especifico da Equagao de Korsmeyer para
ki e kz: sdo constantes que refletem as contribuicdes relativas do uantificar as  contribuicdes  relativas  dos  dois
Modelo de Peppas  mecanismo de difusdo Fickiana e do mecanismo de erosio/relaxamento d ¢

(transporte Caso II);
m: é o expoente de difusdo Fickiana da particula que apresenta uma
liberacdo modificada, qualquer que seja a sua forma.

fenomenos responsaveis pela liberagdo (difusdo e
relaxamento)
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Continuacdo da Tabela 8:

Nome Modelo Caracteristicas
M,
. = 1—exp(=(k- ")
Equagao de ) . . . . e Descreve um processo cldssico de liberacdo
Weibull k: constante cinética que incorpora caracteristicas estruturais e

geométricas da particula
n: parametro de taxa, descreve a forma de progressio da curva

controlada por difusdo

1
M, _ (36Dr\z (3Dt M,
——( 2) —(r—z)paraOSM—wSOJ

My, nr
—n2Dt
M, 6e 12 M,
M_;:]- = paraO,7SM—;Sl
Lei de Difusao de 0\ >
Fick D= (g) m

D: coeficiente de difusdo (m?2 s™1)
r: raio da particula (m)
t: tempo (s)

1
0: coeficiente angular da parte linear do grafico M,/M,, versus t2

e Geometria esférica

Fonte: (LOPES; LOBO; COSTA, 2005; MACHADO et al., 1998; PAULA et al., 2012b; SINGHVI; SINGH, 2011)
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3.2.5. Microencapsulacao de jambu, tomilho e neem

A microencapsulacao de jambu é pouco elucidada, ao contrario da microencapsulagao de

neem e de tomilho.

O extrato de jambu foi microencapsulado para compor cosmético com o intuito
proporcionar uma sensacdo de formigamento, por exemplo, nos ldbios ao aplicar batom

contento as particulas (VOLLHARDT; MANZO; MALKAN, 2000).

A maior vantagem dos larvicidas naturais frente aos larvicidas sintéticos € a sua
biodegradabilidade e, consequentemente, apresentam menor estabilidade ao longo do tempo e
por isso a microencapsulacdo € uma alternativa de melhoria. Entretanto, os limonoides
presentes no neem sao facilmente hidrolisados ao entrar em contato com a dgua e o tempo de
meia vida da azadiractina € reduzido com a elevacdo da temperatura e do pH (SZETO; WAN,
1996). Devido ao seu grande potencial como biocida natural, os extratos de neem ja foram
utilizados na producdo de sistemas de liberacdo controlada utilizando biopolimeros, mas,
dependendo do meio de aplicacdo do sistema carreador, a absorcdo de dgua pelos polimeros
poderia ser um fator de promocgdo da degradacio dos limonoides presentes no neem, devido a
reacdo de hidrélise (MATTOS; ROJAS; MAGALHAES, 2017), além de outros fatores como
exposicao a luz, oxigénio e aquecimento. Sendo assim, nanoparticulas contendo 6leo da casca
de neem foram produzidas com silica, que € um material inerte, termicamente estavel e que ndo
incha, uma vez que a absor¢cdo de umidade poderia promover maior degradacio da azadiractina
por hidrélise. Ap6s mergulhar formigas-cortadeiras Acromyrmex crassispinus em solucao
contendo as nanoparticulas imersas por 4 dias, 100% das formigas foram eliminadas
(MATTOS; ROJAS; MAGALHAES, 2017). Em outro estudo, a producdo de nanoemulsdao com
goma de neem proporcionou uma redugdo significativa da concentragdo necessdria para
eliminar larvas de mariposas de duas espécies: CLog igual a 32 ppm para a nanoemulsdo e de
120 ppm para a goma livre para a espécie Helicoverpa armigera; CLoo igual a 36 ppm para a
nanoemulsdo e de 92 ppm para a goma livre para a espécie Spodoptera litura (KAMARAI et
al., 2018). Em outra pesquisa, a nanoemulsdo de neem foi desenvolvida e mostrou-se eficiente
contra fungos de diferentes espécies, de modo que a dose efetiva (EDso) para eliminar 50% dos
fungos para as nanoemulsdes variou de 13 a 109 mg L'}, enquanto que para o 6leo de neem livre
a EDso foi 532 mg L' para a espécie Rhizoctonia solani; de maneira semelhante, a EDso para
as nanoemulsdes variou de 14 a 85 mg L', enquanto que para o 6leo livre a EDsp foi 871 mg L~

! para a espécie Sclerotium rolfsii (ALI et al., 2017). Nanocdpsulas contendo limonoides
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derivados do neem foram produzidas com polimeros biodegraddveis do tipo poli-g-caprolactona
(PCL) e poli-B-hidroxibutirato (PHB) por meio do processo de deslocamento de
solvente/deposicao interfacial. Elas foram aplicadas em 4gua de irriga¢do de tomateiros contra
ninfas da praga Bemisia tabaci biétipo B. A CLso do 6leo de neem ndo encapsulado foi de
180,67 mg de azadiractina L™! e formulacdes especificas de nanoc4psulas conseguiram eliminar
pelo menos 50% das ninfas até 30 dias depois da aplicagc@o, nao diferindo do 6leo comercial
(CARVALHO et al., 2015). Produtos de neem foram emulsionados em ultraturrax e depois
secos em spray dryer. As nanoparticulas apresentaram maior estabilidade a luz e conseguiram

eliminar mais de 95% das larvas de traca da espécie Plutella xylostella (FORIM et al., 2013).

Variados tipos de particulas contendo 6leo de tomilho foram aplicadas para aumentar a
conservacgdo de vegetais: nanogel contra Aspergillus flavus (KHALILI et al., 2015) e nanotubos
contra Escherichia coli (LEE; SEO; PARK, 2017) ambas aplicadas em tomates; nanoparticulas
contra E. coli em magds (MARCET et al., 2018); B-ciclodextrina aplicada em alface
(VIACAVA et al., 2018); de modo que nestes estudos as particulas liberam gradualmente os
compostos voldteis ao comparar com o O6leo livre, prolongando a vida util dos vegetais.
Microesferas de alginato contendo 6leo de tomilho também prolongaram a inibicdo do
crescimento de Aspergillus niger e Fusarium verticillioides ao comparar com o 6leo livre
(SOLIMAN et al., 2013). Em outra pesquisa, a atividade antibacteriana do 6leo de tomilho foi
avaliada ao comparar os métodos de encapsulagdo e a maior inibi¢cdo do halo foi com as
nanocdpsulas em comparacio com as nanoparticulas, ambas de quitosana (SOTELO-BOYAS
etal., 2017). A concentracdo minima inibitdria contra varios microrganismos foi menor para as
particulas produzidas por coacervacdo complexa do que para o dleo livre e, além disso, as
particulas foram incorporadas em bolo e prolongaram a sua vida util (GONCALVES et al.,
2017). Também € elucidada a encapsulacdo do 6leo de tomilho pelo método de inclusdo em [3-
ciclodextrina para posterior aplicacdo em tecido para prevenir infec¢des dermatoldgicas
(SCACCHETTTI; PINTO; SOARES, 2017). Asprea et al. (2017) encapsularam o dleo de
tomilho pelo método de nanocochleates, caracterizam a particula por completo e indicam seu
uso para manter a atividade antioxidante do 6leo livre. Microcédpsulas de tomilho produzidas
por emulsdo foram eficientes contra dcaros de poeira doméstica, mas o 6leo nao encapsulado

nao teve sua atividade acaricida avaliada (KIM; SHARMA, 2011).

Vista a importancia de combater o mosquito Ae. aegypti ainda na fase larval, os larvicidas

sintéticos e naturais, em sua forma livre e microencapsulada, a extrusdo termopldstica com
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amido de milho como opc¢ao relativamente de baixo custo para atingir o objetivo desta tese, a
seguir tem-se a secdo de Material e Métodos. De acordo com a proposta inicial do projeto,
varios compostos ativos com coeficientes de particao distintos foram avaliados para haver a
sele¢ao do melhor composto ativo. O ideal seria trabalhar com um composto hidrofilico e outro

lipofilico.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1. MATERIAL
4.1.1. Insumos

Os seguintes materiais foram utilizados: dcido gdlico (Dinamica), 4gua destilada, dgua
mineral, amido modificado Capsul (National Starch Food Inovation), amidos de milho
gentilmente cedidos pela Ingredion (Mogi Guagu, Sdao Paulo, Brasil): Amisol 4000, Amisol
3408 e Hyllon VII, carbonato de s6dio (Dinamica), diclorometano (Dinamica), etanol (Chemco;
Synth), hidréxido de sédio (Dindmica), 6leo comercial de neem Dalneem Brasil (Jundiai, Santa
Catarina, Brasil), 6leo comercial de neem Vitalplan (Cascavel, Parand, Brasil), 6leo comercial
de tomilho branco Petit Marie (Itaquaquecetuba, Sao Paulo, Brasil) lote #318877 fabricacdo em
03/2015, ragdo para peixe Tetra Marine, reativo de fenol Folin-Ciocalteu (Dindmica), sangue
de cordeiro, sulfato de sodio (Dinamica), temefos (Fluka), timol (Synth), Tween-20 (Croda do
Brasil). Os bioensaios foram conduzidos com ovos e larvas da linhagem Rockefeller de Ae.
aegypti (criada em laboratério e mais suscetivel) e com larvas de uma populagdo resistente
encontrada comumente em areas urbanas, de modo que os ovos foram coletados na cidade de
Laranjeiras (Sergipe, Brasil) no primeiro semestre de 2017, identificados em laboratério e

procriados.

4.1.2. Equipamentos

Os seguintes equipamentos foram utilizados: agitador magnético (IKA Rh basic 2),
Agitador tipo vortex para tubos (772, Fisatom), balanca analitica (AS 220/C/2 Radwag),
balanga semi-analitica (ARD Adventurer Ohaus), batedeira planetaria (Hypo HBI12),
colorimetro Konica Minolta CM-700, agitador de peneiras (Bertel Metalurgic), cromatografo
gasoso (HP 6890 System CG Sytem), difratometro de raios-X (Philips Analytical X Ray,
X'Pert-MPD), espectrofotdmetro para espectroscopia (IRPrestige-21, Shimadzu, Kyoto, Japao),
espectrofotometro UV-visivel (T60 PG Instruments), estufa (Nova ética, 400/ND; Tecnal TE
394/2), evaporador rotativo (IKA, RV10 Control V), extrusor dupla-rosca co-rotacional ZSK-
30 (Werner e Pfleiderer, Ramsey, EUA), extrusor mono-rosca Brabender (modelo 20 D/N-GNF
1014/2), faca rotativa (FM56C, SXE, Cleveland, EUA), balancga para determinagao do teor de
umidade por infravermelho (AD-4714A), microscopio eletronico de varredura (Leo 4401, LEO

Electron Microscopy/Oxford, Inglaterra), microscopio estereoscopio Nikon (SMZ 745T),
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moinho de martelo (740064G TREU S.A.), paquimetro universal (100.001a Digimess),
pulverizador catédico (Emitech, K450, Reino Unido), ultraturrax (IKA T15 basic).

4.2. COMPOSTOS ATIVOS
4.2.1. Obtencao dos compostos ativos

Foram analisadas amostras de origem natural (tomilho, neem e jambu) e de origem

sintética (temefos).

O o6leo essencial de tomilho branco (Thymus vulgaris) (Figura 12A) foi adquirido

comercialmente.

O extrato de jambu (Acmella oleracea) foi obtido por maceracdo com etanol (Chemco)
de acordo com Freitas-Blanco et al. (2016) no Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas,
Bioldgicas e Agricolas (CPQBA) da UNICAMP. Uma amostra foi depositada no herbério do
Instituto de Biologia (IB) da Unicamp sob o numero #A977ADE. Resumidamente, as partes
aéreas (folhas, flores e caules — sem raiz) do jambu cultivado em Paulinia (Sdo Paulo, Brasil)
foram desidratadas em estufa a 40°C durante 72 h, submetidas a agitacdo mecanica com etanol
na propor¢do 1:5 (massa desidratada/massa solvente), filtradas e em seguida, o solvente foi
eliminado por evaporac¢do a vacuo (Figura 12B). O rendimento mdssico foi em torno de 7 % e

calculado conforme a Equacao 1.

Equacdo 1: Rendimento do extrato

me
Xy (%)=—*100
mi
Onde: Xy € o rendimento mdssica (%), m. € a massa de extrato apds evaporagcdo do

solvente (g) e mi é a massa inicial da matéria-prima (g).

Trés amostras de neem (Azadirachta indica) foram avaliadas: éleo comercial de neem I
(Figura 12C) da Dalneem Brasil, 6leo comercial de neem II (Figura 12D) da Vitalplan e extrato
alcodlico de neem III. A obtencdo do extrato foi a partir da coleta de folhas de um exemplar de
neem coletadas em Paulinia/SP depositadas no herbario do IB/UNICAMP sob o niimero
#184156. As folhas foram desidratadas em estufa com circulagdo de ar a 45°C durante 24 h. Em

seguida, as folhas foram trituradas em liquidificador doméstico (Figura 12E). Cerca de 50 g de
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amostra desidratada e triturada foram homogeneizadas em ultraturrax a 11200 rpm durante 60
min com 300 mL de etanol, resultando em propor¢dao 1:6 (massa seca/solvente). Devido a
agitacdo promovida durante a homogeneizagao, a solucdo atingiu 60°C infortunadamente e um
sistema de refrigeracdo ndo foi utilizado para manter a temperatura a 25°C. Em seguida, a
solugdo ficou em repouso durante 12 h. A solucido foi filtrada com papel filtro (Figura 12F).
Nao foi feita a evaporagdo do solvente para concentrar o extrato, pois uma grande quantidade
seria necessdria para realizar a encapsulacdo e a opcdo seria utilizd-lo diluido com maior

rendimento.

4.2.2. Avaliacao dos compostos ativos
4.2.2.1. Atividade larvicida
4.2.2.1.1. Criacao dos mosquitos

Mosquitos Ae. aegypti da linhagem ROCK foram obtidos de colonias livres de infeccao,
mantidos no Laboratério de Entomologia e Parasitologia Tropical do Departamento de
Morfologia da Universidade Federal de Sergipe (UFS). Os mosquitos foram mantidos a cerca
de 25 °C, com 60 — 70 % de umidade relativa e fotoperiodo de 12:12 horas (luz/escuro). Papel
contendo cerca de 1000 ovos produzidos no insetdrio foi submerso em cerca de 3 L de dgua
destilada em recipiente retangular de plastico (Figura 13A). Cerca de 2 dias apds a eclosdo dos
ovos, as larvas foram alimentadas com ra¢do para peixe por cerca de 3 a 4 dias (Figura 13B) e
as mesmas foram se desenvolvendo de fase (L1, L2, L3 e L4). Ap0s as larvas atingirem a fase
pulpa, estas foram transferidas para copos descartdveis contendo dgua e colocadas em gaiolas
blindadas (30 cm x 30 cm x 30 cm de dimensdo) para o desenvolvimento até a fase adulta
(Figura 13C). Os adultos foram alimentados com solucdo de sacarose a 10% continuamente e
as fémeas foram alimentadas com sangue de cordeiro trés vezes por semana com a ajuda de um
glytube (Figura 13D) conforme Costa-da-Silva (2013). O projeto n® 43/2016 foi licenciado pelo
Comité de Etica da UFS, com principal rigor a fonte de alimentacio das fémeas (animal
vertebrado). Desta forma, a Comissio de Etica no Uso de Animais da UNICAMP relatou que
a legislacdo brasileira abrange normas sobre experimentos apenas com animais filo Chordata,

subfilo Vertebrata, ndo incluindo o mosquito Ae. aegypti (filo Arthropoda).
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Figura 12: Aparéncias das amostras analisadas de 6leo comercial de tomilho (A), extrato de
jambu obtido com etanol (B), 6leo comercial de neem I (C), 6leo de neem comercial II (D),
folhas desidratadas e trituradas de neem (E) e extrato de neem III obtido com etanol.

Fonte: Autoria propria
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C D

Figura 13: Papéis contendo ovos do mosquito recém-coletados da gaiola (A), Bandeja com
alimento para o desenvolvimento das larvas (B), gaiola com os mosquitos adultos e alimenta¢ao
com sacarose (C) e tampa do glytube com membrana para alimentacdo dos mosquitos fémeas
com sangue de cordeiro (D).

Fonte: Autoria prépria.

4.2.2.1.2. Preparo das diluicoes

O dleo de tomilho, o extrato de jambu e os 6leos comerciais de neem I e II foram diluidos
em solugdo aquosa de Tween-20 a 10 % (v/v) a fim de obter solucdo-estoque a 100 mg mL™.
Ja o extrato alcodlico de neem III foi diluido em etanol a fim de obter solug¢do-estoque a 1000
mg mL!. Temef6s foi avaliado como controle positivo e sua solucio-estoque foi preparada em
etanol a 100 pg mL!. Os respectivos solventes foram testados como controles negativos
(brancos). Inicialmente, uma série de dilui¢des foi testada (10 a 800 mg mL™!) para os larvicidas

naturais.
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Apo6s andlise do resultado preliminar, uma nova série de diluicdes mais restrita foi
realizada para preparar as concentracdes de uso: 20 a 70 pg mL™! para o éleo de tomilho, entre
40 a 120 pg mL! para o extrato de jambu, 10 a 500 pg mL! para os 6leos de neem I e II e entre
1 a8 mg mL! para o extrato alcodlico de neem III. As dilui¢des do temefés variaram entre
0,001 a 0,01 ug mL!. Estas dilui¢cdes foram calculadas para um volume final de 100 mL de
dgua e aliquotas de 1 mL da dilui¢do como preconiza WHO (2005) em copos descartdveis com
capacidade de 120 mL. As dilui¢des foram homogeneizadas manualmente com a dgua destilada

antes da adi¢@o das larvas para evitar morte por dano fisico.

4.2.2.1.3. Analises dos compostos ativos

Vinte e cinco larvas no terceiro estiddio (Figura 14A) obtidas de acordo com o item 4.2.2.1
foram coletadas cuidadosamente com pipeta Pasteur e transferidas para 20 mL de d4gua mineral
e reservadas em copos descartdveis com capacidade de 50 mL. As larvas foram transferidas
para as diluicdes preparadas previamente no item 4.2.2.1.2. Quatro réplicas foram realizadas
para cada diluic@o e controle negativo (Figura 14B). A mortalidade foi avaliada 24 h apéds a
exposicdo a aproximadamente 25°C e as larvas foram consideradas mortas quando elas
perderam a sua mobilidade ou estavam incapazes de se locomover na superficie. Nenhum
alimento foi fornecido as larvas durante a realizac@o do teste. As larvas sobreviventes foram
eliminadas com a aplicacdo direta de calor (Figura 14). O esquema geral dos procedimentos

experimentais realizados € apresentado na Figura 15 .

Figura 14: Larva de Aedes aegypti no estagio L3 (A), preparo das dilui¢cdes dos compostos
ativos para o teste larvicida (B) e eliminagdo das larvas sobreviventes no teste (C).
Fonte: Autoria propria
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Figura 15: Exemplo esquematizado do preparo das dilui¢des para verificacdo da atividade
larvicida dos 6leos/extratos naturais livres.
Fonte: Autoria prépria

A mortalidade das larvas foi calculada de acordo com a Equagdo 2 e o resultado foi
expresso pela média do resultado de trés bioensaios realizados em dias diferentes. Foram
construidas curvas de mortalidade versus concentragdo. O nimero de larvas vivas no inicio e o
numero de larvas mortas ao final do teste foram utilizados para calcular a concentracao letal em
ug mL! para eliminar 50, 90 e 99% da populagdo (CLso, CLoo, CLoo respectivamente),
conforme o item 4.5. Foram considerados validos apenas testes sem o aparecimento de pupas €
testes com até 5% de mortalidade no controle negativo para ndo ser necessario utilizar a
Férmula de Abbot (ABBOTT, 1925). Os resultados foram expressos com a média (CLso, CLoo,

CLyo) € o intervalo de confianca de 3 bioensaios realizados em dias diferentes.

Equacido 2: Mortalidade das larvas (L3) em testes com compostos bioativos

L mortas
M=————*100

expostas

Onde: M é a mortalidade de larvas (%), Lmoras € @ quantidade de larvas mortas no teste

(adimensional) e Lexpostas € @ quantidade de larvas expostas no inicio do teste (adimensional).
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4.2.2.2. Compostos fendlicos totais

A determinagdo do teor de compostos fendlicos totais (CFT) foi realizada por método
espectrofotométrico de acordo com a metodologia de Folin-Ciocalteu (KOSAR; DORMAN;
HILTUNEN, 2005; SINGLETON; ORTHOFER; LAMUELA-RAVENTOS, 1999). O
reagente € amarelo e na presenga de fenol em meio alcalino a solugdo torna-se azul e em sua
auséncia, torna-se incolor. Quanto maior a concentracdo de CFT, maior a intensidade da cor

azul como pode ser observado na Figura 16.

Figura 16: Variacdo da intensidade da cor azul durante a determina¢do do teor de CFT por
espectrofotometria de acordo com a concentragdo de fendis e a cor amarela do reagente de
Folin-Ciocalteu antes da reagdo.

Fonte: Autoria prépria

4.2.2.2.1. Curva do padrao acido galico

Inicialmente foi construida uma curva analitica do padrdo acido galico para expressar 0s
resultados dos CFT. A partir de uma solugdo-estoque a 2000 ug mL™!, diluigdes em dgua foram
preparadas com concentragdes variando de 25 a 500 pg mL'. As dilui¢des foram analisadas de

acordo com o item 4.2.2.2.3.

4.2.2.2.2. Analise dos oleos/extratos

Os Oleos e extratos naturais livres foram dissolvidos em etanol, mas com
concentragdes diferentes: extrato de jambu, 6leos de neem comercial I e II a 11000 pg mL!;
6leo de tomilho a 100 pg mL'!; extrato etandlico de neem a 50000 pg mL™'. As amostras foram

analisadas de acordo com o item 4.2.2.2.3.
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4.2.2.2.3. Preparo do meio reacional

O preparo do meio reacional consistiu em adicionar em tubo de ensaio com tampa
6000 pL de dgua destilada, 100 pLL da amostra e 500 pL de reagente fenol de Folin-Ciocalteu 2
N. O tubo foi homogeneizado em agitador tipo vortex e ap6s 1 min foram adicionados 1500 pL
de solucdo de carbonato de s6dio a 20% em dgua (m/v). Para completar o volume final de 10000
uL, foram adicionados 1900 pL de dgua destilada. O controle consistiu em adicionar 100 pL de
etanol (solvente de diluicdo) no lugar da amostra. Os tubos foram incubados no escuro a
temperatura ambiente por 1 h. A leitura foi realizada em espectrofotometro UV-visivel a 760
nm apds o equipamento ter sido calibrado com 4dgua. Todo o procedimento foi realizado em
triplicata. As andlises foram realizadas no Laboratorio de Inovagdo em Alimentos (LINA) da

Faculdade de Engenharia de Alimentos (FEA) da UNICAMP.

4.2.2.2.4. Analise dos resultados

As absorbancias das amostras foram verificadas se estavam dentro da faixa da curva
do padrao dcido galico. A absorbancia do controle foi descontada da absorbancia da amostra e
foi inserida na curva do padrdo do tipo Y = aX + b para expressar o resultado em equivaléncia
ao 4cido gélico. O teor de CFT foi calculado de acordo com a Equacgdo 3. O resultado foi
expresso em mg equivalente ao acido galico/g extrato (mg EAG/g extrato) ou mg EAG/g 6leo,

representado pela média + desvio-padrao.

Equacido 3: Teor de compostos fendlicos totais

CFT=

amostra

Onde: CFT ¢€ o teor de compostos fendlicos totais em mg EAG/g extrato ou mg EAG/g
6leo, X é a concentracio equivalente ao 4cido galico (ug mL™") € Cumosira é a concentracdo do

extrato (ug mL™).
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4.2.2.3. Analise cromatografica

De acordo com os testes preliminares dos compostos ativos, o 6leo de tomilho foi
selecionado como o melhor ativo e por isso foi o tinico a ser caracterizado quanto ao seu perfil

quimico.

4.2.2.3.1. Caracterizacao quimica

O ¢leo de tomilho foi diluido em triplicata em diclorometano a fim de obter solucdo a 10
mg mL"'. Injetou-se 1 pL da solugdo conforme o item 4.2.2.3.3. Foram identificados os
compostos majoritarios presentes nas amostras. O resultado foi expresso pela média + desvio-
padrdo do percentual em relacdo ao total da area dos compostos identificados e pela média +

desvio-padrao de acordo com a curva do padrio.

4.2.2.3.2. Curva do padrao timol

Uma solugdo-estoque de timol PA foi preparada com diclorometano a 10 mg mL™! e uma
série de diluicdes foram feitas variando entre 0,05 a 10 mg mL!. Injetou-se 1 uL de cada

dilui¢do conforme o item 4.2.2.3.3.

4.2.2.3.3. Condicoes operacionais

As andlises cromatogréficas foram realizadas no Laboratério de Ecologia Quimica do
Departamento de Biologia Animal IB/UNICAMP. As condi¢des de andlise no cromatdgrafo a
gas (HP 6890 System CG System) acoplado a espectrometro de massas (5973 Mass Selective
Detector) foram: temperatura inicial 40°C, temperatura final 170°C. A coluna utilizada foi HP-
SMS 5% phenyl methyl siloxane (Agilent 190915-433) com as seguintes dimensdes:
comprimento 30 m, didmetro 250 pm, espessura 0,25 um com vazdo constante a 1,3 mL min™!

de gas hélio em modo Split na proporcao 20:1.
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4.2.2.34. Indice de retencao

Uma mistura de alcanos (C9 a C18) serviu como base para o cdlculo do indice de retencdo
(IR) experimental. A mistura foi diluida em acetato de etila e injetada no cromatégrafo gasoso
de acordo com o item 4.2.2.3.3. A Equac¢do de Van den Dool e Kratz (ADAMS, 2007) (Equagdo
4) foi utilizada para calcular o IR. O resultado foi comparado com o IR tedrico de cada
composto conforme os espectrogramas de massas disponiveis na biblioteca eletronica do

equipamento (NIST MS Search 2.0) e com dados da literatura (ADAMS, 2007).

Equacdo 4: Indice de retengdo dos compostos identificados por cromatografia gasosa

(tRX'tRCn_l) *(Cp-Cpt)

(tRCn -tRCn—l )

Onde: IR é o tempo de retencdo, n € o numero de carbonos do hidrocarboneto saturado

IR= *100 | +(100*C,.,)

alifatico abaixo do nimero de dtomos de carbono presentes no composto analisado, 7z € 0

tempo de retengdo do analito, 7z € o tempo de retenc¢do do hidrocarboneto com n carbonos,
n
're, ¢ o tempo de retencao do hidrocarboneto com “n-1” carbonos, C,, € o nlimero de carbonos
-

do hidrocarboneto n e C,,_; ¢ o nimero de carbonos do hidrocarboneto “n-1".

4.3. PRODUCAO DAS PARTICULAS

O fluxograma da produ¢do das particulas pode ser verificado na

Figura 17 e em seguida serd detalhado o processo.
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Recheio (5%) Material de parede
Oleo livre eDiferentes teores de amilose
«Oleo emulsionado com 5 (1,8 a71%)
amido modificado * Amidos puros e misturas
intermediarias

Extrusao

Homogeneizacao e «Mono-rosca
o ¢ —>| +Dupla-rosca

Umldlﬁcagao * Aquecimento - cisalhamento -
pressao - corte/reducdo do
tamanho

Seca gem Acondicionament(') .

*Embalagens de polietileno

*Estufa . i

S Temperatura ambiente

Figura 17: Fluxograma da produc¢do das particulas por extrusdo termopléstica

4.3.1. Material de recheio

De acordo com a atividade larvicida, quantidade disponivel para atender a demanda
minima operacional do extrusor dupla-rosca (3 kg), custo de obtencao, coeficiente de particao
e critério de sustentabilidade, o Oleo essencial de tomilho foi escolhido dentre as matérias-
primas avaliadas para ser o composto ativo a ser microencapsulado. Maiores detalhes serdo
discutidos no item 5.1.3. Para tal, duas formas do recheio foram avaliadas: livre (6leo puro) e
6leo pré-emulsionado com amido modificado, ambos na propor¢ao de 5% em relagdo a massa
de material de parede (amido) em base seca. Desta forma, o load tedrico ou carga da particula
foi de 5%. Para determinar a quantidade de 6leo para misturar com o amido utilizou-se a

Equacgdo 5.
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Equacdo 5: Quantidade de 6leo a ser misturado com amido
my,=m, - (100-Up - C,

Onde m, é a massa de 6leo essencial de tomilho (g), m, é a massa de amido (g), Uy € o

teor de umidade final da mistura (%) e C, € a carga da particula (%).

4.3.2. Preparo da emulsao

A emulsdo de 6leo de tomilho foi preparada da seguinte forma: 12,5% de amido
modificado (Capsul) foram homogeneizadas com 62,5% de dgua sob agitacio magnética com
aquecimento entre 75 a 80°C durante 2 h (Figura 18A). Apés o resfriamento até 25°C, 25% de
6leo de tomilho livre foi adicionado ao Capsul. Homogeneizou-se em ultraturrax durante 10
min a 20000 rpm (Figura 18B). Apds o preparo da emulsdo, para determinar a sua quantidade
para ser adicionada a formulag@o (amido de milho regular) para obter 5% de 6leo em relacdo a

massa de amido (load tedrico), utilizou-se a Equagdo 6.

Figura 18: Homogeneizacdo do amido modificado (capsul) em 4gua sob aquecimento (A) e
preparo da emulsdo do 6leo de tomilho com o amido modificado (B).
Fonte: Autoria propria.
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Equacdo 6: Quantidade de emulsdo a ser adicionada a formulacio

Onde: m. € a massa de emulsido de 6leo essencial de tomilho a ser adicionada ao amido
(g), mo € a massa de 6leo (g) que deveria ser adicionada para manter o load teérico de 5% e O,

€ o percentual de 6leo presente na formulagdo da emulsdo (25%).

4.3.3. Formulacoes do material de parede

Os amidos de milho com diferentes teores de amilose estavam acondicionados em
embalagens de 25 kg e foram armazenados a 25°C. Como o teor de amilose das amostras € bem
elucidado, considera-se o teor de amilose de acordo com as referéncias a seguir citadas. Os
amidos utilizados foram: amido ceroso Amisol 4000 (Figura 19A) com 1,8% de amilose
(FARIAS, 2017), amido regular Amisol 3408 (B) com 28% de amilose (CORRADINI et al.,
2005) e amido com alto teor de amilose Hyllon VII (C) com 71% de amilose (WEBER;
COLLARES-QUEIROZ; CHANG, 2009).

A B C

Figura 19: Aparéncias dos materiais de parede utilizados: Amisol 4000 (A), Amisol 3408 (B) e
Hyllon VII (C).
Fonte: Autoria prépria

Os ensaios foram realizados com amidos puros e com as misturas dos amidos com o intuito
variar o teor de amilose como pode ser observado na Tabela 9. Para calcular o percentual de
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cada amido puro na mistura foi utilizada a Tabela 9: Formulacdes para a producao de particulas
por extrusdo termopldstica

Tipo de Teor de Tipo de amido utilizado e teor (%) na
recheio amilose (%) mistura (base umida)
1,8 Amisol 4000 puro
Nenhum, 15 49% Amisol 4000 e 51% Amisol 3408
Oleo livre e .
Sleo 28 Amisol 3408 puro
. 45 60% Amisol 3408 e 40% Hyllon VII
emulsionado
71 Hyllon VII puro

Equacdo 7, com base em balan¢o de massa.

Tabela 9: Formulagdes para a producdo de particulas por extrusdo termoplastica

Tipo de Teor de Tipo de amido utilizado e teor (%) na
recheio amilose (%) mistura (base imida)
1,8 Amisol 4000 puro
Nenhum, 15 49% Amisol 4000 e 51% Amisol 3408
Oleo livre e .
Sleo 28 Amisol 3408 puro
. 45 60% Amisol 3408 e 40% Hyllon VII
emulsionado
71 Hyllon VII puro

Equacdo 7: Quantidade necessdria de cada amido puro para obter teores de amilose

intermediarios

Mynist = 1_& + 1_UA2
100 100
Onde myis € a massa da mistura de amidos (g), m,, € a massa de amido puro 1 (g), Uy, €

o teor de umidade do amido puro 1 (%), m,, € a massa de amido puro 2 e Uy, € o teor de

umidade do amido puro 2 (%).

E importante ressaltar que a emulsdo do 6leo de tomilho com amido modificado
influenciou o teor de amilose das formulagdes, uma vez que ele é considerado um amido regular
contendo 28% de amilose. Entretanto, o percentual de variacdo foi mais significativo apenas
para o menor de teor de amilose (1,8%) como sera explicado a seguir. Aplicando-se a Equagao
8 € possivel verificar o teor de amilose mais adequado para cada formulacdo contendo 6leo

emulsionado.
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Equacio 8: Verificacdo do teor de amilose da formulagcdo com 6leo emulsionado
Mg * %Ar + M * %Agm = (Mg + M) * %Ags

Onde: m, € a massa de amido (67 g) da formulacdo para manter a mesma carga da

particula (5% de 6leo); %A € o percentual de amilose tedrico com base na literatura que

esperava-se que a formulagdo tivesse (1,8 —71%); m,, é a massa de amido modificado (2,5 g)
adicionado a emulsdo; %A, € o percentual de amilose do amido modificado (28%); %Ay €

o percentual de amilose da formulagao final.

Ap0s calcular 0 %A, obtém-se uma variagdo do teor de amilose igual a +52,2% para a
formulacdo com 1,8% de amilose; +3,13% para a formulagdo com 15% de amilose; nenhuma
variacdo para a formulacdo com 28% de amilose; -1,36% de variagdo para a formulagdo com
45% de amilose e -2,18% para a formulacdo com 71% de amilose. A variacdo mais expressiva
€ para a formulacdo com menor teor de amilose (1,8%). Entretanto, esta diferenca nao foi
considerada na exibi¢cao dos resultados (secdo 5), mantendo-se o teor de amilose apresentado
na Tabela 9, por dois motivos: os teores de amilose utilizados sdo da literatura e a correcdo
poderia ndo ser tao expressiva; o intuito era verificar também a influéncia da emulsificacdo do

Oleo na atividade bioldgica da particula, mantendo-se o teor de amilose constante.

4.3.4. Condicionamento das formulacoes

A umidade final das formulacdes foi corrigida para 28%. A quantidade necesséria de agua
a ser adicionada a formulagao foi calculada de acordo com a Equagdo 9, com base em balango
de massa. A homogeneizacao foi realizada em batedeira planetdria com adi¢ao da dgua gota a
gota com uma bureta (Figura 20). As formula¢des com a umidade uniforme foram peneiradas
e armazenadas em embalagens de polietileno sob refrigeracio para atingir o equilibrio hidrico
até o momento da extrusao. No mesmo dia da extrusao, o material de recheio foi inserido a
formulacdo e homogeneizado em batedeira até ficar uniforme. A quantidade de dgua
proveniente da emulsdo (62,5%) foi considerada para corre¢do da umidade final conforme a
Equacao 10. A umidade final das amostras foi averiguada em determinador rapido de umidade
(Infrared) antes do processo de extrusdao. Quando necessdrio, fez-se a corre¢ao da umidade das

amostras.
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Equacdo 9: Quantidade de dgua a ser adicionada a formulacao

_(U00-U)

— (2 1)
Ma ((100-Uf) ) Mform

Onde m, a massa de dgua a ser adicionada a formulacio (g), U;€ o teor de umidade inicial
da formulacdo (%), Ur € o teor de umidade final da formula¢do (%) e mysrm € a massa de
formulacdo a ser preparada. Lembrando que a formulacdo pode ser o amido puro ou a mistura

de amidos.

Equagdao 10: Correcdo da quantidade de dgua a ser adicionada as formulacdes com o6leo

emulsionado como recheio

Onde: m,, € a massa de dgua a ser adicionada a formulagdo com 6leo pré-emulsionado
como recheio para padronizar o teor de umidade final (28%), m, é a massa de dgua que deveria
calculada para ser adicionada a formulagao (g), m. é a massa de emulsao (g) a ser adicionada a

formulacdo e A, é o percentual de 4gua na emulsio (62,5%).

Figura 20: Homogeneizagdo do amido em batedeira planetdria e adi¢do de 4gua com bureta.
Fonte: Autoria prépria
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4.3.5. Extrusao termoplastica

A producdo das particulas por extrusdo termopléstica foi realizada no Laboratério de
Cereais, Raizes e Tubérculos (Labcer) da FEA/UNICAMP com dois tipos de extrusores, com
duas diferencas bdsicas entre eles: a quantidade de roscas disponiveis (mono-rosca e dupla-
rosca) e a presenca do dispositivo de corte ao final da extrusdo (pressente apenas no dupla-
rosca), além das distintas condi¢des operacionais de processamento que cada equipamento
proporciona. Nao hd um procedimento padrdo para a extrusdo, sendo que os parametros
operacionais sdo ajustados de acordo com as matérias-primas utilizadas e o tipo de produto que
se deseja obter. As condigdes a seguir descritas foram obtidas com base em testes preliminares
em funcio da complexidade do processo. E importante lembrar que no processo de extrusio do
OET foi almejado um processamento que preservasse ao maximo as caracteristicas do

composto ativo volatil, isto €, menor temperatura do processo e menor expansao da formulagdo.

4.3.5.1. Extrusor mono-rosca

Como testes preliminares, apenas um teor de amilose foi testado no extrusor mono-rosca.
As particulas foram produzidas com 100% de Amisol 3408 com 28% de teor de amilose de
duas maneiras: com 6leo de tomilho livre e sem material de recheio. As formulacdes foram
inseridas em um extrusor mono-rosca com capacidade minima operacional de 1000 g. As
varidveis do processo foram mantidas constantes ao longo do processo. A taxa de compressao
foi de 3:1 e a velocidade de rotagado foi de 120 rpm, as trés zonas de temperatura foram: Zona;
= 60°C, Zonas = 80°C e Zonaz = 100°C (Figura 6B). Estas temperaturas foram utilizadas com o
intuito de evitar a expansdo do produto e a volatilizacdo do material de recheio. Na saida, uma
matriz circular com uma saida de 3,0 mm foi utilizada. Tiras da amostra (tipo “macarrdo”)
foram cortadas manualmente com tesoura com aproximadamente 20 cm de comprimento e
foram esfriadas até temperatura ambiente. Em seguida, as amostras foram desidratadas em
estufa com circulagdo de ar a 60°C durante 24 h. Apds o resfriamento, as particulas foram
trituradas em moinho e armazenadas em embalagens de polietileno a temperatura ambiente em

local seco.
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4.3.5.2. Extrusor dupla-rosca

As particulas foram produzidas com 15 formulac¢des diferentes como mostra a Tabela 9.
Foram avaliados 5 tipos de amidos (3 puros e 2 misturas intermedidrias), sem adicdo de material
de recheio e dois tipos de material de recheio (6leo de tomilho livre e 6leo de tomilho
emulsionado). As formula¢Ges foram inseridas em um extrusor dupla-rosca co-rotacional com
capacidade minima operacional de 3000 g. As varidveis foram mantidas constantes ao longo do

Processo.

A vazio de alimentacdo foi de 3,8 kg h'!, a velocidade de rotacdo da rosca foi 300 rpm,
as quatro zonas de temperatura foram: Zona; = 60°C, Zonaz = 90°C, Zonas = 100°C e Zonas =
90°C. Estas temperaturas foram utilizadas com o intuito de evitar a expansdao do produto e
volatilizagdo do material de recheio. Na saida foram utilizadas uma matriz circular com duas
saidas de 3 mm e uma faca rotativa com 200 rpm de velocidade de rotagdo. O diametro do
canhdo era de 30 mm e o comprimento era de 872 mm, resultando em razdo
comprimento/diametro (L/D) igual a 29,07. Imediatamente ap0ds a extrusao, as amostras foram
resfriadas até a temperatura ambiente e desidratadas em estufa com circulagdao de ar a 80°C
durante 12 h. Apds o resfriamento até 25°C, as particulas foram armazenadas em embalagens

de polietileno e armazenadas a temperatura ambiente em local seco.

4.3.5.2.1. Energia mecanica especifica

A energia mecanica especifica (EME) foi calculada pela Equacdo 11 de acordo com

Oliveira et al. (2017).
Equacdo 11: Energia mecanica especifica

v*P*T

EME=————
Vi FO*100

Onde: EME é a energia mecénica especifica (kJ kg™'), v é a velocidade de rotagio da rosca
(rpm), P € a poténcia do motor (kW), T € o torque (%), vmax € a velocidade de rotacdo maxima

da rosca (rpm) e Q é a vazio de alimentacdo (kg h™h).
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4.4. CARACTERIZA(;AO DAS PARTICULAS
4.4.1. Caracterizacao fisica e fisico-quimica
44.1.1. Teor de umidade

O teor de umidade foi determinado de acordo com a Equacgdo 12, apés aquecimento de
cerca de 5 g de amostra em estufa a 105°C até obter massa constante (INSTITUTO ADOLFO
LUTZ, 2008).

Equacgdo 12: Teor de umidade contida na amostra

U= (mzm)

%100
m;

Onde: U € o teor de umidade da particula (%), m; € a massa inicial de particulas (g) e mysé

a massa final de particulas apds a secagem (g).

4.4.1.2. Distribuicao do tamanho e didmetro médio

O perfil granulométrico das particulas foi determinado em ensaio com agitador de
peneiras com uma quantidade minima de 30 g de amostra durante 15 min em duplicata. Peneiras
grossas e finas com diferentes aberturas ABNT foram utilizadas: 1 Y4, 34, 8, 9, 10 e 16, com as
seguintes aberturas: 31,7; 19,0; 4,76; 2,0; 1,7 e 1 mm respectivamente. A massa das fracdes
retidas em cada peneira foi aferida e o diametro médio de Sauter foi calculado como mostra a
Equacao 13 (KUNII; LEVENSPIEL, 1991). O diametro médio foi expresso pela média + desvio
padrao em cm. Curvas de perfil granulométrico foram construidas (percentual de retencdo de

amostra versus diametro médio entre as peneiras).

Equacdo 13: Diametro médio das particulas

p nXn
i C_ln
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Onde x,, € a fracdo mdssica retida na peneira (g retida/g total) retida na peneiran e a,, € a

média entre a abertura de duas peneiras (mm).

4.4.1.3. Menor dimensao da particula

A menor dimensdo da particula (largura) foi medida com paquimetro. O resultado foi
expresso como média + desvio padriao de 20 réplicas. Os resultados foram utilizados na

modelagem matematica (item 4.4.1.15).

4.4.1.4. Analise de cor das particulas

A cor das particulas foi avaliada em triplicata utilizando-se o colorimetro. Cerca de 10 g
de amostra foram dispostas em placa de petri, inserindo fundo branco ao fundo das placas. Os
resultados foram expressos em valores de L (luminosidade), a e b, onde os valores de L variaram
do preto (0) ao branco (100), os valores de a variaram do verde (-60) ao vermelho (+60) e os

valores de b variaram do azul (-60) ao amarelo (+60).

4.4.1.5. Densidade aparente das particulas

A densidade aparente foi calculada através do método do deslocamento da massa de
particulas (CARVALHO et al., 2010). Foi colocado 1 g de particulas em uma proveta de 25 mL
contendo 7 mL de 6leo vegetal em triplicata. O volume deslocado de 6leo apos a adigdo das
particulas representa o volume ocupado por elas e foi usado para determinar a densidade
aparente das particulas de acordo com a Equagao 14. O resultado foi expresso como média +
desvio padrao. O procedimento experimental foi realizado de maneira mais breve possivel para

evitar possivel absorcdo do 6leo pelas particulas.

Equacdo 14: Densidade aparente das particulas
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Onde p (g mL!) é a densidade aparente das particulas, m, é a massa de particulas e v, é o

volume de 6leo deslocado (mL).

4.4.1.6. Indice de expansao radial das particulas

O indice de expansao (/E) das particulas foi calculado a partir da relag@o entre o didmetro
médio da formulagdo ndo cortada na saida do extrusor (“tira de espaguete”) obtida por
paquimetro e o didmetro da matriz do extrusor (3 mm — item 4.3.5.2) como indica a Equagao
15 obtida conforme Mikalouski et al. (MIKALOUSKI et al., 2014). O resultado foi expresso

como média + desvio padrdo de 10 réplicas.
Equacdo 15: Indice de expansio

tira

IE=

matriz

Onde: IE € o indice de expansdo (adimensional), Dy, € diametro da amostra retirada do
extrusor sem o corte final (mm) e D,, .. € o0 didmetro da matriz do extrusor para saida da massa

da formulagdao (mm).

4.4.1.7. Sedimentacao das particulas

A sedimentacdo das particulas foi executada conforme metodologia para determinacio
do tempo de flutuagio em dgua (SOARES-JUNIOR; CALIARI; CHANG, 2004). A massa de
dez particulas de cada amostra foi aferida. Em seguida, o conjunto foi imerso a partir da mesma
altura em uma proveta de 500 mL contendo dgua destilada. O tempo para a dltima particula
atingir o fundo da proveta foi cronometrado. Sabendo a altura da proveta (29 cm), a velocidade
de sedimentacdo foi calculada de acordo com a Equacdo 16. O volume médio das particulas
desidratadas foi calculado a partir da Equacdo 17, considerando o processo de sedimentacao
rapido e que as particulas ndo absorvem umidade e lixiviam neste pequeno intervalo. O

resultado foi expresso como média + desvio padrao de 3 réplicas.
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Equacdo 16: Velocidade de sedimentacdo das particulas

H
V:_
4

Onde v é a velocidade de sedimentacdo das particulas (cm s!), H é a altura da queda

(cm) e t € o tempo de sedimentagdo (s).

Equacdo 17: Volume médio das particulas

B Mconjunto

Pp

Vo

Onde V), € o volume das particulas (cm3), mconjunio € massa do conjunto formado por 10
unidades de particulas, p, é a densidade aparente das particulas determinada experimentalmente

(Equacao 14).

4.4.1.8. Difracao de raios-X

A anélise da estrutura cristalina foi realizada em amostras selecionadas obtidas em
extrusor dupla-rosca: particulas com 28% de amilose com diferentes recheios (sem recheio,
6leo livre e 6leo emulsionado) e dos materiais de constituicdo (amido de milho e amido
modificado); particulas sem recheio com diferentes teores de amilose (28, 45 e 71%). As
particulas foram trituradas manualmente em almofariz antes da andlise. Foi utilizado um
difratdmetro de raios-X (DRX) do LRAC/FEQ/UNICAMP. A faixa de varredura foi de 5 —40°

(26) com passo de 1 °min!.

4.4.1.9. Espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier

Para verificar a composi¢do quimica quantitativa das particulas e detectar possiveis
diferencas entre os grupos quimicos presentes, as amostras selecionadas foram analisadas por
espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR): particulas com 28% de

amilose com diferentes recheios (sem recheio, 6leo livre e 6leo emulsionado) e dos materiais
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de constitui¢ao (6leo de tomilho, amido de milho e capsul). As particulas foram maceradas
manualmente em almofariz antes da andlise. Os espectros foram registrados utilizando um
espectrofotometro FTIR do Laboratério de Apoio Central (LAC) da FEA/UNICAMP. As
amostras foram preparadas usando o método de pastilhas de brometo de potassio (KBr). Os
espectros foram obtidos em modo de transmissdo a 25°C. O intervalo de ndmero de ondas foi

de 4000 a 400 cm™', a resolucdo foi de 4 cm!, com 10 leituras por amostra.

4.4.1.10. Inchamento e lixiviacao

Cerca de 1 g de particula foi inserida em 10 mL de dgua destilada (pH neutro) em
triplicata a 25°C, em modo estatico durante 4 dias. Em intervalos de tempo regulares, as
particulas foram separadas por filtragdo com peneira simples com abertura de aproximadamente
de 1 mm. A massa das particulas foi aferida apds secar o excesso de dgua com papel toalha no
fundo da peneira para verificagido da absorcao de dgua conforme a Equacio 18 (BADAWY et
al., 2015). A fracao liquida foi desidratada em estufa a 105°C por pelo menos 5 h para verificar
o teor de solidos lixiviados das particulas para a dgua. Esta condi¢do de secagem foi suficiente
para completa desidratacdo. O teor de lixiviacdo foi calculado pela Equacdo 19. Curvas de
inchamento versus tempo e de perda de sdlidos versus tempo foram construidas para cada
amostra. Fotografias foram tiradas das particulas ao longo do tempo para observacdo da

aparéncia do inchamento das particulas.

Equacido 18: Inchamento das particulas imersas em dgua

M- m;
=——*100
m;
Onde: I € o inchamento ou grau de hidratacdo das particulas (%), my é a massa final do

conjunto de particulas apds a absorc¢ao de umidade e filtracdo do sistema (g), m; € a massa inicial

do conjunto de particulas secas (g).

Equacao 19: Lixiviagdo das particulas imersas em dgua

mS
L=—*100
m;
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Onde: L € a lixiviacdo ou perda de sélidos (%), mg é a massa de sé6lidos dissolvidos na

dgua apds desidratacdo (g) e m; € a massa inicial do conjunto de particulas secas (g).

4.4.1.11. Microscopia eletronica de varredura

A andlise da superficie por microscopia eletronica de varredura (MEV) foi realizada em
amostras selecionadas: particulas com 28% de amilose com diferentes recheios (sem recheio,
Oleo livre e 6leo emulsionado) e com 6leo de tomilho livre com diferentes teores de amilose
(1,8, 28 € 71%). As particulas foram fixadas em tiras de aluminio com fita dupla face, foram
revestidas com uma camada fina de ouro (200 A°) usando um pulverizador catddico e colocadas
em um evaporador a vacuo. As amostras foram observadas em microscépio eletronico de
varredura do Laboratério de Recursos Analiticos e de Calibracdo (LRAC) da Faculdade de
Engenharia Quimica (FEQ) da UNICAMP com potencial de aceleracdo de 10 kV com aumento
de 1500 vezes.

4.4.1.12. Eficiéncia de encapsulacao

A quantificacdo da liberacao de CFT de sistemas particulados € comum e ja foi aplicada
em pesquisas anteriores (SHARMA et al., 2017; TALON etal., 2017; TRIFKOVIC et al., 2015)
A eficiéncia de encapsulagdo (EE) foi determinada indiretamente pelo método de Folin-
Ciocalteu para quantificar o teor de CFT. De acordo com testes preliminares, a melhor forma
de quantificar todo 6leo que a particula € capaz de liberar foi inserindo-a em dgua (pH neutro)
e renovando o solvente periodicamente até obter exaustdo completa da amostra. Desta forma,
1 g de particula foi inserido em 10 mL de 4gua destilada em recipiente com tampa em agitador
magnético sem aquecimento para evitar volatilizacdo e degradacao do 6leo. A cada 1 h, a parte
solida foi separada da fase liquida e novos 10 mL de dgua foram adicionados. A duracdo da
andlise foi de 13 a 15 h, dependo da amostra. O momento final da andlise foi de acordo com a
absorbancia da amostra chegou ao limite de detec¢do da curva do padrio dcido gélico (item
4.2.2.2.1). O procedimento foi realizado em duplicata. As amostras foram analisadas no mesmo
dia ou foram refrigeradas e analisadas apds 10 h no maximo. Dos 10 mL de solucao retirados,
apenas 100 pL foram analisados conforme o item 4.2.2.2.3 para determinar o teor de CFT (mg

EAG/g particula). Para as particulas produzidas com o amido com 1,8% de amilose, ocorreu
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grande perda de sdlidos como serd verificado no item 5.3.1.9 e para ndo quantificar
erroneamente, um branco com a amostra diluida em dgua foi descontado do valor da
absorbancia. Os amidos de milho puros também foram analisados quanto ao teor de CFT

conforme o item 4.2.2.2.2 e ndo foram detectados CFT.

Uma curva de CFT versus tempo foi construida para as particulas em funcdo da renovagao
de solvente. A quantidade total de CFT foi obtida pelo somatério do teor de CFT obtido de hora
em hora conforme a Equagao 20. De acordo com o resultado do teor de CFT do 6leo de tomilho
livre (item 5.1.2) foi possivel calcular a quantidade de 6leo contida na particula conforme a
Equacgdo 21. A EE foi calculada de acordo com a Equagdo 22 lembrando que a carga da particula
foi de 5% (load tedrico) conforme o item 4.3.1. O resultado foi expresso, pela média + desvio-

padrdo.

Equacdo 20: Teor de compostos fendlicos totais
15

CFT, = Z CFT,
i=1

Onde: CFT), € o teor total de compostos fenolicos totais contidos na particula (mg EAG/g

particula), i € o nimero de repeti¢des (de 1 a 15) e CFT; é o teor de compostos fendlicos totais

(mg EAG/g particula) determinado na repeticao i.

Equacdo 21: Quantidade maxima de 6leo da particula

. CFT,
P CFTopr

Onde: 0, € a quantidade maxima de 6leo contida na particula ou load verdadeiro (g 6leo/g
particula), CFT,, € o teor total de compostos fendlicos da particula (mg EAG/g particula)

determinado pela Equacdo 20, CFT gz € o teor de compostos fendlicos totais do 6leo essencial

de tomilho nao encapsulado (mg EAG/g 6leo).
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Equacdo 22: Eficiéncia de encapsulacao das particulas

OP
EE=-2-100
CP

Onde: EE € a eficiencia de microencapsulagao da particula (%), 0, € a quantidade médxima

de 6leo contida na particula ou load verdadeiro (g 6leo/g particula) determinado pela Equacgdo

21 e C, € a carga da particula ou load tedrico (%).

4.4.1.13. Liberacao de 6leo

Sabendo a quantidade real de 6leo contida na particula a partir da EE (item 4.4.1.12), foi
possivel quantificar a quantidade de 6leo liberada gradualmente ao longo do tempo pelo método
de Folin-Ciocalteu. Desta forma, 1 g de particula foi imersa em 10 mL de dgua destilada (pH
neutro) em repouso a temperatura ambiente em frasco com tampa. Essas condi¢des foram
seguidas pensando-se em reproduzir o ambiente mais propicio possivel para o desenvolvimento
das larvas, apesar dos recipientes contendo as larvas ndo serem tampados na maioria dos casos
(por isso que a fémea deposita seus ovos). Em determinados intervalos de tempo, foi realizada
uma agitacdo leve e uma aliquota de 1 mL de solucido foi retirada e 1 mL de 4gua foi reposta
para manter o volume constante. Deste 1 mL, apenas 100 pL foram analisados conforme o item
4.2.2.2.3 para determinar o teor de CFT (mg EAG/g particula). Para as particulas produzidas
com o amido com 1,8% de amilose, ocorreu grande perda de sélidos como serd verificado no
item 5.3.1.9 e para ndo quantificar erroneamente, um branco com a amostra diluida em dgua foi
descontado do valor da absorbancia. O procedimento foi realizado em duplicata. O experimento
foi realizado durante 4 dias conforme a duracdo das cinéticas de inchamento e de lixiviacao
(item 4.4.1.10). Foi realizado o célculo da quantidade de 6leo liberado no intervalo de tempo
em relacdo a quantidade de 6leo maxima contida na particula como indica a Equagdo 23. Uma

curva de liberacdo de dleo versus tempo foi construida.

Equacido 23: Quantificacdo do 6leo liberado

o)

Oyip,=—L *100

O
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Onde: Oy, € a quantidade de 6leo liberado da particula no tempo 7 (%), 0pté a quantidade

de dleo liberada da particula no tempo ¢ () ¢ 0, € a quantidade méxima de dleo contida na

particula ou load verdadeiro (g 6leo/g particula) determinado pela Equacdo 21.

4.4.1.14. Correlacao entre inchamento, lixiviacao e liberacao

Foi verificada a correlacao de Pearson entre as varidveis inchamento e liberagao de 6leo
e entre lixiviagdo e liberacdo de 6leo para as particulas. Curvas foram construidas e o valor do
coeficiente de correlacdo de Pearson entre as varidveis foi determinado com o software Excel

for Windows para cada amostra.

4.4.1.15. Modelagem matematica

Foram aplicados trés modelos matemaéticos as cinéticas de liberacdo de 6leo: Equacao
de Korsmeyer-Peppas (modelo Exponencial — Equacao 24), Equacdo de Weibull (Equagao 25)
e o modelo difusional (Equagdo 26), com a utilizacdo do software Excel for Windows. Os
parametros destes modelos foram discutidos previamente na Tabela 8. Para os modelos
exponencial e de Weibull foi utilizada a ferramenta Solver do Excel para determinar as
constantes referentes aos modelos. Para o modelo difusional foi determinado o coeficiente de

difusdo (Equacdo 27). O termo 6 da equagdo para cédlculo da difusividade foi obtido a partir da

e M . . o ~
plotagem do gréfico M—‘ experimental versus a raiz do tempo. Foi obtida a equagdo da reta

apenas para a parte linear do grafico e o coeficiente angular correspondia ao termo 6. O raio
utilizado na modelagem foi a metade da menor dimensao das particulas (Tabela 14). Para todos
os modelos foi determinada a soma dos quadrados dos residuos (SSR) e a correlagdo (R?) entre
os dados experimentais e os preditos pelo modelo. O modelo de Weibull também foi aplicado

na modelagem das cinéticas de inchamento e lixivia¢ao das particulas.

Equacgdo 24: Modelo Exponencial (Korsmeyer-Peppas)

M.

0
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Equagdo 25: Modelo de Weibull

t

=1—exp(=(k-t)")

S| =

Equacgdo 26: Modelo Difusional

i
M, 36D\ > 3Dt M,
—t=( ) -(—2)para0§—'§0,7
Moo r My,

wr?
—n2Dt
M 6e 12 M,
—Lt=]- —para 0,7<—<1
My, T M,

Equacdo 27: Coeficiente de difusao

D (r6)2
=|l—]| =«
Onde M, € a quantidade de ativo liberado no tempo ¢, € M, é a quantidade total de ativo
liberada no equilibrio (£,), k € a constante cinética que incorpora caracteristicas estruturais e

geométricas das particulas, n estéd relacionado a velocidade de liberacdo e descreve a progressao

exponencial da curva, r € o raio da particula, D e Dsp sdo a constante de difusividade do ativo

. . ~ . . . e M, .
no meio de liberagdo e 6 é o coeficiente angular da parte linear do grafico M—’ experimental
0

Vversus 2\/?

4.4.2. Caracterizacao bioldgica
4.4.2.1. Atividade contra larvas em estadio tardio (L3)

Cerca de 500 mg de particulas contendo 6leo de tomilho (livre e emulsionado) foram
avaliadas contra 25 larvas da linhagem Rockfeller no estddio L3 em 100 mL de dgua em
quadruplicata conforme o item 4.2.2.1.3. O controle negativo foi apenas dgua. A mortalidade

foi avaliada apds 24 h e 48 h de contato entre particulas e larvas (Figura 21) a aproximadamente
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25°C e com fotoperiodo de 12 h/12 h e foi calculada de acordo com a Equacgdo 2. Apds 24 h, as
larvas mortas foram contadas e retiradas para que ndo servissem de alimentos para as larvas
vivas. O resultado foi expresso como média + desvio-padrao de 3 bioensaios realizados em dias

diferentes.

Este teste foi crucial para selecdo da melhor formulagdo produzida para dar continuidade
com os demais testes bioldgicos. Desta forma, como serd apresentado no item 5.3.2.1, a
formulacao com 6leo de tomilho livre e com 15% de amilose foi considerada a melhor, pois
conseguiu eliminar 100% das larvas, evitando a possivel sobrevivéncia de larvas resistentes
quando o sistema particulado fosse aplicado no meio ambiente em geral. Para a melhor
formulacido foi calculada a concentragdo letal da particula de acordo com a Equacio 28,

desenvolvida especificamente para este trabalho.

Equaciao 28: Concentracio letal da particula

CL —ﬂ*C *EE * L
p_va p 0

Onde: CL, € a concentrag@o letal em pg mL!, m,, € a massa de particula utilizada no teste

(500 mg), v, € o volume de dgua utilizado no teste (100 mL), C, € a carga inicial da particula
— load teérico (5%), EE € a eficiéncia de encapsulacdo (Tabela 16) — load real e L, é o

percentual de dleo essencial de tomilho liberado em 48 h (Figura 42A).
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1de3 20 mL )
Bioensaios de dgua \
N

ﬂ 25 larvas
/AR

80 mL 05¢g

de dgua particula

4 réplicas

|

Mortalidade apos 24 e 48 h

Figura 21: Esquema do ensaio para avaliar a atividade larvicida das particulas.
Fonte: Autoria propria

4.4.2.2. Atividade contra larvas recém-eclodidas (LL1)

Essa andlise ndo € comum, pois WHO (2005) recomenda a anélise com larvas em terceiro
estddio. No entanto, o objetivo foi simular uma situacdo cotidiana, quando a fémea de Ae.
aegypti pde ovos em um recipiente seco e quando a dgua entra em contato, as larvas eclodem.
As particulas poderiam evitar a eclosdao dos ovos, revelando uma atividade "ovicida". Neste
sentido, ovos recentes (do mesmo més do ensaio) foram contados individualmente com auxilio
de um microscopio estereoscopio. Papel celulose contendo 100 ovos de Ae. aegypti da linhagem
Rockfeller foi imerso em 100 mL de 4gua destilada em recipiente descartavel (15 cm x 9 cm x
4 cm) em triplicata como pode ser visualizado na Figura 22. Os ovos foram expostos a 500 mg
das particulas selecionadas de acordo com o teste realizado com as larvas (item 4.4.2.1). Ragdo
para peixe foi fornecida na mesma quantidade (cerca de 5 graos) para todos os tratamentos com
o intuito de evitar mortalidade por fome. O controle continha apenas dgua e racdo. A taxa de
eclosdo dos ovos foi avaliada apds 48 h de incubacdo a aproximadamente 25°C e calculada de
acordo com a Equacgdo 29. A mortalidade das larvas foi calculada de acordo com a Equagao 30.
O resultado foi expresso pela média + desvio-padrao de trés bioensaios realizados em dias

diferentes.
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Equacio 29: Eclosao dos ovos

_ Lvivas + Lmortas *
By = =S5 ¥100

1

Onde: E, € a eclosao dos ovos (%), L, € a quantidade de larvas L1 vivas ou
sobreviventes (em unidades), L,,,,+s € @ quantidade de larvas L1 mortas (unidades) e O; € a

quantidade de ovos inicial (unidades).

Equacgao 30: Mortalidade das larvas recém-eclodidas (L1)

M: Lmortas *]00
0

i

Onde: M é a mortalidade de larvas L1 (%), L ., € @ quantidade de larvas L1 mortas

(unidades) e O, € a quantidade de ovos inicial (unidades).

1de3 N N

Bioensaios 100 mL '
de agua

100 ovos
m m
e
Alimento particula

3 réplicas

Eclosao e mortalidade apos 48 h

Figura 22: Esquema do ensaio da atividade contra larvas recém-eclodidas.

Fonte: Autoria prépria
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4.4.23. Atividade contra larvas de populacio resistente a inseticida

Ovos de mosquitos adultos comumente encontrados em areas urbanas foram coletados na
cidade de Laranjeiras (Sergipe, Brasil) no primeiro semestre de 2017. Para esta regido, alguns
estudos verificaram a resisténcia da populacdo como resistente ao temefés (BRAGA et al.,
2004; LA CORTE et al., 2018). Os ovos foram coletados em armadilhas do tipo ovitrap e foram
transferidos para o LEPAT/UFS. Apés a geracdo parental completar um ciclo biolégico nas
gaiolas, as larvas L3 da gera¢do F1 foram utilizados no teste conforme o item 4.2.2.1.1. A
eficiéncia das particulas contra larvas da populacao resistente foi avaliada conforme o item
4.4.2.1. Os resultados foram expressos como média + desvio padrdo de dois experimentos

realizados em dias diferentes.

4.4.2.4. Efeito residual

O efeito residual esta relacionado com a capacidade de manter a mortalidade das larvas
durante um determinado periodo. Os experimentos foram realizados em quadruplicata com 25
larvas de Ae. aegypti da linhagem ROCK no terceiro estadio (L.3), totalizando 100 larvas por
tratamento. Todas as larvas, vivas ou mortas, foram contadas e descartadas apds 24 horas de
exposicdo. Novas larvas vivas foram inseridas a cada 48 h nas primeiras semanas € a cada 72 h
até o final do experimento (30 dias). O processo foi repetido até que ndo houvesse mais morte.

Nenhum alimento foi fornecido durante o experimento.

Os testes foram realizados com o objetivo de avaliar o efeito da microencapsulacdo e
comparar os diferentes volumes de solvente que podem ser aplicados a particula: menos ou
mais dgua em caso de evaporacdo ou adi¢cdo natural (quando chove e a dgua se acumula no
recipiente) ou intencional (quando a dgua é adicionada ao vaso de planta). As concentracdes
foram de acordo com os resultados das concentracdes letais (CLgg) do 6leo de tomilho ndo

encapsulado (item 5.1.1) e das particulas (item 5.3.2.1).
Os seis tratamentos foram:

1) Oleo essencial de tomilho (OET) nio encapsulado a 94 pg mL™' mantendo o volume do
sistema constante: pesou-se 1 g de OET em 10 mL de solucdo aquosa de Tween-20 a 10% v/v

(solucdo-estoque a 100 mg mL™). Diluiu-se 470 pL da solugdo-estoque em 4530 uL de agua.




Material e Métodos 106

Pipetou-se 1 mL dessa concentracdo de uso (9,4 mg mL™) e colocou-se em copo descartdvel
com 99 mL de 4gua e 25 larvas, para originar concentracio final de 94 ug mL™'. O procedimento
foi repetido quatro vezes (4 copos com 100 larvas no total). O volume de 100 mL foi mantido
constante ao longo do experimento (30 dias), tendo sido adicionada 4gua quando necessario.

2) Particulas a uma concentra¢io de OET de 94 ug mL!' mantendo o volume do sistema
constante: 1523 mg de particulas em 100 mL de 4gua.

3) Particulas mantendo o volume do sistema constante a uma concentra¢ao de OET de 31
ug mL!: 500 mg de particulas em 100 mL de 4gua.

4) Particulas a uma concentragio de OET de 31 ug mL! com adi¢do de 10 mL de dgua ao
sistema: 500 mg de particulas em 100 mL de 4gua, adicionando 10 mL de 4gua (o copo
descartdvel tinha maior capacidade volumétrica).

5) Particulas a uma concentracdo de 31 pg mL! com remocdo de 10 mL de 4dgua do
sistema: 1500 mg de particulas em 300 mL de dgua, removendo 10 mL de dgua (manter a
concentracdo desejada, mas evitar morte das larvas por pequeno volume de dgua).

6) Controle apenas com dgua mantendo o volume do sistema constante: 25 larvas e 100

mL de dgua.

A modificac@o volumétrica dos tratamentos 4 e 5 ocorreu no mesmo periodo de adi¢ao

de novas larvas como descrito inicialmente.

4.5. ANALISE ESTATISTICA

A andlise estatistica dos resultados de caracterizagdo das particulas foi realizada no
software Statistic for Windows 7.0 a partir da andlise de varidncia (ANOVA) seguida por teste

de Tukey ao nivel de 95% de confianca.

Para calcular as concentragdes letais dos compostos ativos em sua forma livre (item
4.2.2.1.3) foi utilizada a analise estatistica Probit a partir do software Minitab 14 com 95% de

confianca.
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4.6. RESUMO DOS EXPERIMENTOS

Na Figura 23 € possivel visualizar um resumo da sequéncia de tomada de decisdes para

realizagdo dos experimentos.
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Compostos milho
ativos
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Temefos Diferentes
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Atividade larvicida -
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Fisica e fisico-quimica
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* Diametro eletronica de
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. Selegdo do teor de Caracterizagio Espectroscopia
* Umidade amilose p : :
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Modelagem matematica
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Figura 23: Fluxograma geral da conducdo da parte experimental
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. AVALIACAO DOS COMPOSTOS ATIVOS
5.1.1. Atividade larvicida

Na Tabela 10 € possivel verificar os resultados das concentracdes letais dos compostos
naturais e sintético avaliados em sua forma nao encapsulada contra as larvas de Ae. aegypti. A
concentragdo letal em pg mL' para matar 50, 90 e 99% da populacido (CLso, CLgo, CLog
respectivamente) do extrato de jambu e do 6leo de tomilho podem ser consideradas adequadas
por se tratarem de compostos naturais brutos, ou seja, sem a necessidade de isolar os compostos
ativos para obter eficiéncia larvicida. Dados para outros 6leos/extratos podem ser conferidos na

Tabela 3.

Dentre os compostos naturais avaliados (Tabela 10), o 6leo de tomilho se destacou por
apresentar CLso aproximadamente 50% menor do que o extrato de jambu. Por ser um 6leo
comercial, a disponibilidade e o custo do 6leo de tomilho também favoreceram para que ele

fosse escolhido como o melhor composto ativo para a producio das particulas.

Estudos anteriores descrevem uma faixa ampla de concentracdo letal para o tomilho,
variando em funcdo da parte da planta analisada, método de extracio e espécie de mosquito
estudada, mas o resultado obtido (Tabela 10) esta de acordo com a literatura. O 6leo de tomilho
obtido por hidrodestilagdo apresentou CLso em 24 h de contato igual a 45,73 pg mL"' (RIOS;
STASHENKO; DUQUE, 2017), 25,37 pg mL' (LOPEZ et al., 2015) e 17,3 pug mL’
(MASSEBO et al., 2009) contra larvas de Ae. aegypti e 15 ug mL™! contra larvas de Oc. caspius
(KNIO et al., 2008). O ¢leo da biomassa de tomilho obtido por hidrodestilacdo apresentou
352,63 ug mL! contra larvas de An. labranchiae (EL-AKHAL et al., 2016).
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Tabela 10: Concentracdes letais contra larvas L3 do mosquito Aedes aegypti linhagem Rockfeller dos compostos ativos

Concentracio letal (ug mL1) ?

Amostra x% (g)® Valor-p
CLso CLoo CLo
Oleo de tomilho 43,43 (42,49 — 44,38) 66,40 (64,05 — 69,17) 93,88 (88,64 — 100,28) 17,52 (5) 0,004
Extrato de jambu 94,97 (91,92 — 98,42) 175,03 (162,76 — 190,80) 288 (257,48 — 329,65) 15,99 (5) 0,007
Temefos 0,0034 (0,0033 — 0,0035)  0,0068 (0,0065 —0,0072)  0,0121 (0,0112-0,0132) 42,19 (7) <0,0001

Oleo de neem comercial 1 > 500 = - - _
Oleo de neem comercial 11 > 500 ) - - _
Extrato alcodlico de neem 111 > 8000 ) - - -

? Concentracdes letais para eliminar 50, 90 e 99% da populagdo de larvas (n = 100) e os respectivos intervalos de confiangas ao nivel de 95 % de
significancia
® Qui-quadrado e graus de liberdade ao nivel de 95% de significancia
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Para o extrato de jambu foi verificado durante os experimentos que ndo havia
reprodutibilidade entre os bioensaios realizados em dias diferentes e por isso o intervalo de
confianga foi grande para a CLoo (Tabela 10). Isto pode ter ocorrido devido a baixa solubilidade
do espilantol em dgua. Resultados de pesquisas anteriores também apresentam uma faixa ampla
de atividade larvicida para o jambu e os resultados apresentados na Tabela 10 estdo de acordo
com a literatura. O extrato das flores de jambu obtido pela particdo com solventes de diferentes
polaridades resultou em CLso igual a 4,5 pg mL! (SARAF; DIXIT, 2002), enquanto que o
extrato das folhas obtido por Soxhlet com etanol apresentou CLsp igual a 252,1 ug mL!
(SIMAS et al., 2013), ambos contra larvas de Ae. aegypti. Nao foi encontrado estudo sobre a
avaliacdo da atividade larvicida do espilantol puro. Entretanto a eficiéncia larvicida do extrato

de jambu foi inferior ao comparar com o 6leo de tomilho.

Pesquisas sugerem o neem como bom larvicida com CLso inferior a 190 pg mL!
(ALOUANTI; REHIMI; SOLTANTI, 2009; CHANDRAMOHAN et al., 2016b; DUA et al., 2009;
MACIEL et al., 2010; PANT et al., 2012; VATANDOOST; VAZIRI, 2004), contudo a maior
parte destas pesquisas foram realizadas com amostras oriundas da India e concentradas em
azadiractina. As condi¢des de clima, plantio, solo, época de colheita, polaridade do solvente,
método e parte da planta utilizada para a obtencdo do extrato/6leo podem interferir na
quantidade inicial de azadiractina na amostra e na sua estabilidade ao longo do tempo (FORIM
et al., 2010). Além disso, € dificil manter a composic¢ao do 6leo/extrato igual em todos os lotes,
0 que pode acabar interferindo na atividade bioldgico. Inicialmente, dois 6leos de neem
comerciais foram testados e nenhuma morte larval foi observada, provavelmente devido a baixa
qualidade dos produtos e/ou a degradacdo dos metabdlitos ao longo do tempo devido a reagdes
em presenca de umidade, oxigénio e luz. Em seguida, um extrato alcodlico de neem foi obtido,
mas o resultado continuou sendo negativo: nenhuma morte larval. Este resultado pode ter sido
contribuido devido a degradacdo dos metabdlitos do neem pelo indesejado aumento da
temperatura durante o processo de obtencdo do extrato. De acordo com os resultados presume-
se que a CLogg das trés amostras de neem sejam maiores que as faixas de concentragdes avaliadas
(Tabela 10). Pereira et al. (2009b) fizeram um extrato alcodlico das folhas de neem de origem
brasileira e os testes bioldgicos apontaram que o extrato nao matou instantaneamente as larvas,
mas impediu o seu desenvolvimento. Schmutterer (1990) afirma que o neem apresenta efeitos
na alimentagdo e crescimento de mosquitos, mas altas concentracdes sdo necessarias para obter

alta mortalidade. Ressalta-se que como o foco principal € encapsular um ativo que promova a
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morte das larvas de modo mais rdpido e em menor concentracdo possivel, o tomilho mais uma

vez se destacou entre 0s compostos naturais testados.

O valor da CLso do temefés (Tabela 10) também esta de acordo com a literatura, visto
que em estudo realizado com larvas de Ae. aegypti da linhagem ROCK também foi de 0,0035
ug mL! (ARAUJO et al., 2016) € 0,030 ug mL! (SANTOS et al., 2010).

A Organizagdo Mundial da Saide (OMS) preconiza determinar as concentragcdes letais
com concentragdes que proporcionem entre 10 e 95% de mortalidade das larvas e com o minimo
de 4 concentracdes (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2005). Para o presente trabalho
isto foi seguido como € ilustrado na Figura 24, na qual € possivel verificar o aumento da

mortalidade com o aumento da concentracdo dos compostos livres analisados.

Concentracio de jambu e de tomilho (pg mL!)
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Figura 24: Curva de mortalidade das larvas L3 de Aedes aegypti linhagem Rockfeller
submetidas a compostos livres de origem natural e sintética

A grande diferenca entre os intervalos de confianca das concentracgdes letais apresentadas
na Tabela 10 do extrato de jambu e do dleo de tomilho pode ser correlacionada com a Figura
24. Para o extrato de jambu uma maior faixa de concentracdo foi necessdria para atingir a
mortalidade méxima, a qual foi de apenas 75%. A andlise Probit superestimou pelo célculo de

probabilidade e resultou em ClLgg bem maior para o extrato de jambu ao comparar com o éleo
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de tomilho (Tabela 10). Isto poderia ter sido evitado se a reprodutibilidade dos ensaios tivesse

sido melhor e o intervalo de confianc¢a nio tivesse sido tao grande.
5.1.2. Compostos fenolicos totais

Os compostos fendlicos sao estruturas que apresentam hidroxilas e anéis aromaticos, nas
formas simples ou de polimeros, que lhes confere o pode antioxidante. Quando presentes em
vegetais, eles podem estar em formas livres ou complexadas com acticares ou proteinas. Dentre
eles, destacam-se os flavondides, os acidos fendlicos, os taninos € os tocoferdis como os
antioxidantes fendlicos mais comuns de fonte natural (ANGELO; JORGE, 2007). Para permitir
a quantificagdo dos compostos fendlicos totais (CFT), foi necessdrio determinar a curva do
padrio 4cido gdlico, tendo sida: Absorbdncia = 0,0014*Concentragcdo + 0,0016, R? = 0,9998,
onde a concentra¢do variou de 500 a 0,25 pg mL™! e as absorbancias entre 0,68 e 0,03. Na
Tabela 11 € possivel verificar o teor de compostos fendlicos totais (CFT) de cada composto

ativo de origem natural avaliado.

Tabela 11: Compostos fendlicos totais dos compostos ativos

Amostra CFT (mg EAG/g)
Oleo de tomilho 342,7+ 8.4
Extrato de jambu 15,7 +£0,7

Oleo de neem comercial I ND

Oleo de neem comercial I ND

Extrato alcodlico de neem III 7,9 +0,5

ND: ndo detectado

E possivel verificar na Tabela 11 que o 6leo de tomilho se destacou novamente dentre
todos as amostras. No reino vegetal, o tomilho é conhecido pelo seu poder antioxidante, o qual
pode ser atribuido ao contetido de compostos fendlicos (ANGELO; JORGE, 2007). Tohidi,
Rahimmalek e Arzani (2017) avaliaram a composi¢do e a atividade antioxidante de diferentes
espécies de Thymus oriundas do Ird. Os resultados apontaram que Thymus vulgaris (tomilho
branco) apresentou 39,5% de timol e 4,2% de carvacrol, metabdlito isomero do timol e,
consequentemente, apresenta estrutura fendlica (Figura 5B) e 62,4 mg equivalente ao acido

tanico/g 6leo. Em outro estudo, Roby et al. (2013) obtiveram extratos de tomilho com diferentes
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solventes e o extrato obtido com metanol apresentou o maior teor de CFT (8,1 mg EGA/g) e
indicou o dcido cinamico como 4cido fendlico majoritério (28,5%). O 6leo de tomilho avaliado
neste trabalho tem origem diferente, maior teor de timol como serd verificado no item 5.1.4 e
um teor de CFT bem superior que os dados da literatura, provavelmente devido a maior

concentracao de timol.

Nos 6leos comerciais de neem nao foram detectados CFT, provavelmente devido a sua
composi¢do que varia em fungdo de: grande quantidade de terpenos (ndo apresentam fendis
detectaveis pelo método utilizado) ou presenca de impurezas (como outros 6leos, também
apolares). Entretanto, no extrato etandlico de neem III obtido a partir das folhas, foi observado
um teor razoavel (Tabela 11), lembrando que se o extrato tivesse sido concentrado (evaporagao
do etanol), o teor de CFT poderia ser superior. Ressalta-se assim uma qualidade superior do
extrato obtido experimentalmente do que os 6leos comerciais em relagdo a presenca de CFT,
indicando que o método de obtencdo e a pureza do extrato influenciam fortemente a sua
composi¢do quimica. Alguns trabalhos apontam teores variados de CFT para as folhas do neem:
46 mg EAG g'! para o extrato obtido com acetona (HISMATH; WAN AINDA; HO, 2011) e
96,4 mg EAG g! para o extrato aquoso, o qual também apresentou 17 pug g! de azadiractina

(GHIMERAY et al., 2009).

No extrato de jambu obtido por Soxhlet-etanol, o rendimento méssico foi de 2,9%, o teor
de espilantol foi 25,7% e o teor de CFT igual a 1,47% (DIAS et al., 2012). Em outro estudo, o
teor de CFT presente no extrato de jambu obtido com solucao etandlica a 70% foi igual a 31,58

mg EAG g! (RAO; RAO; RAO, 2012).

5.1.3. Escolha do composto ativo para microencapsulacao

Um dos fatores que influenciaram na escolha do melhor composto ativo a ser
microencapsulado foi o logaritmo do coeficiente de particio do metabodlito ativo e a sua
solubilidade em 4gua a cerca de 25°C, uma vez que tais propriedades podem ser relacionadas
com a liberagdao do composto ativo devido a afinidade quimica que o metabdlito tem para se
dissolver no meio aquoso onde as larvas se desenvolvem. O log P dos metabdlitos varia da
seguinte forma azadiractina (1,53) < timol (3,17) < espilantol (4,10) < temef6s (5,47), isto €, do
mais hidrofilico para o mais hidrofébico (VIRTUAL COMPUTATIONAL CHEMISTRY




Resultados e Discussdo 114

LABORATORY, 2017). Outro fator considerado foi a solubilidade mg L'! do metabélito em
dgua: tomilho (900 mg L) > azadiractina (260 mg L!) > espilantol (13,32 mg L'!) > temefés
(0,27 mg L), isto é, do menos insolivel para o mais insolivel (PUBCHEM, 2019; SYSTEM,
2019).

Os resultados da atividade larvicida (Tabela 10) também foram decisivos para a escolha
do 6leo de tomilho como melhor ativo a ser encasulado, pois a CLoo variou na seguinte ordem
crescente: temefés < tomilho < jambu < neem. Critérios de sustentabilidade (green),
disponibilidade em grande quantidade para suprir a capacidade minima operacional do extrusor
e menor custo da matéria-prima foram utilizados na escolha. Sendo assim, o 6leo de tomilho
foi escolhido como melhor dentre os compostos ativos avaliados pois atendia a todos pré-

requisitos.

5.1.4. Perfil cromatografico do dleo essencial de tomilho

O perfil quimico volétil do 6leo essencial de tomilho pode ser observado na Tabela 12.
Os compostos comecaram a eluir aos 7 min de andlise e ap6és 36 min ndo houve mais
volatilizagdo. Foram identificados 14 compostos, sendo os metabdlitos majoritarios o timol
(53%) e o 0-Cimeno (17%), valores estes determinados pela comparacdo da drea do pico com
a drea total dos compostos volateis do cromatograma (Figura 25A). O percentual relativo da
drea encontrada para o timol estd de acordo com a literatura: 57,7% (ROTA et al., 2008) e

53,57% (GONCALVES et al., 2017).

A curva do padrao timol foi Abundancia = 4-1 07*Concentragd0, com R? igual a 0,999,
onde a concentra¢do de timol dissolvido em diclorometano variou entre 10 e 0,05 mg mL' e a
abundancia da area dos picos nos cromatogramas referente ao composto timol variou entre
3,78:10" a 4,75:10° respectivamente. De acordo com a equacdo do padrao timol, a quantidade
em massa de timol presente no 6leo de tomilho € de 0,42 + 0,02 mg/mg 6leo ou 42%. Desta
forma, dentre os compostos volateis identificados no 6leo de tomilho, o timol representa cerca
de 53% de area relativa (andlise qualitativa) e em termos de massa, dentre todos os compostos

volateis e ndo-volateis presentes no 6leo, o timol representa 42,1% (andlise quantitativa).
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E possivel relacionar a boa atividade larvicida apresentada pelo 6leo de tomilho (Tabela
10) e a grande quantidade de CFT (Tabela 11) com a alta concentracdo do metabdlito timol.
Além disso, como o timol é o composto quimico majoritario presente no OET, bem como
constitui a maior parte dos CFT presentes no OET, a liberacao de CFT pode ser utilizada como
forma de quantificar a liberagdo de timol da particula de forma aproximada. Outros trabalhos
ja fizeram tal aproximacio anteriormente (SHARMA et al., 2017; TALON et al., 2017). E
importante destacar que nao apenas o timol € responsavel pela atividade larvicida e teor de CFT,

podendo ter a contribui¢do de demais constituintes (efeito sinergistico) para obter tais efeitos.

Tabela 12: Perfil quimico volétil do 6leo de tomilho.

Temp(i de . Indice de retencao Nome Area relativa
retencdo (min)  Experimental Teérico (%)

7,86 918 921 Tricicleno 0,375 £ 0,004
8,31 929 932 a-Pineno 3,22 £0,04
8,86 943 946 Camfeno 2,09 + 0,02
9,96 972 974 B-Pineno 0,787 £ 0,008
12,07 1023 1022 0-Cimeno 17,00 £ 0,05
12,22 1026 1024 Limoneno 4,42 + 0,04
12,3 1028 1026 1,8-Cineol 1,99 + 0,02
17,36 1140 1141 Canfora 1,572 + 0,002
23,88 1286 1283 Acetato de isobornil 1,0 +£0,1
23,95 1288 1287 Acetato de bornil 2,1+0,1
24,57 1302 1289 Timol 53,2+0,2
24,86 1309 1298 Carvacrol 5,46 £ 0,05
29,5 1412 1416 B-Cariofileno 2,165 £ 0,004
35,98 1579 1582 Oxido de cariofileno 0,35 + 0,01

O indice de retencdo calculado experimentalmente (Tabela 12) a partir da mistura de
alcanos (Figura 25B) pode ser comparado com o indice de reteng¢do tedrico de cada composto
de acordo com Adams (2007) e os valores sdo muito proximos, garantindo a confiabilidade dos

resultados para identificacdo dos compostos volateis presentes na amostra.
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Figura 25: Cromatograma do 6leo essencial de tomilho (A) e cromatograma da mistura de
alcanos (B).

5.2. AVALIACAO DAS CONDICOES DE PROCESSAMENTO

Como anteriormente visto na revisao de literatura (item 3.2.1), a extrusao é mais usada
para produzir produtos expandidos. Com a finalidade de microencapsular, poucos trabalhos
foram encontrados na literatura e, consequentemente, os efeitos das condi¢des de

processamento sob a formulacdo sdo pouco elucidados.

A adi¢do do 6leo de tomilho livre e pré-emulsificado ao amido favoreceu o processo de
extrusdo das formulagdes com baixo teor de amilose (1,8 e 15%) nas condicdes de
processamento testadas, visto que nao foi possivel processar apenas com amido utilizando
temperatura amena (100°C) em relacdo aos processos normais de extrusdao termopldstica (>
150°C) sem que houvesse expansdo da particula ou entupimento do canhao durante a extrusao.
Lai e Kokini (1991) salientam que durante a extrusdo € possivel ocorrer interacdes entre as
moléculas das matérias-primas, formando complexos entre amilose e lipideos, os quais sob a¢do
de alta pressdo, aquecimento, cisalhamento e na presenca de umidade, transformam a matéria-

prima em uma massa visco-eldstica.
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A energia mecanica especifica (EME) é um parametro muito utilizado para caracterizar o
processo de extrusdo. A EME pode ser relacionada com o trabalho necessdrio para gelatinizar
e plasticizar o amido e quantificar a extensao das transformagdes e interagdes macromoleculares
que ocorrem durante a extrusdo (OLIVEIRA et al., 2017). Condig¢des severas de extrusao sao
caracterizadas pela elevada EME requerida no processo (CHANG; SCHMIELE; MARTINEZ-
BUSTOS, 2010).

Nos ensaios realizados no extrusor dupla-rosca, a energia mecanica especifica (EME)
variou entre 96 a 324 kJ kg'! como pode ser observado na Tabela 13. Para as formulagdes sem
recheio, quanto menor o teor de amilose, maior a EME necessdria, porque o comportamento
reoldgico da pasta de amido varia de média a alta como apresentado previamente (Tabela 4) e,
consequentemente, mais energia deve ser fornecida para que a formulagdo escoe. Diferentes
tipos de matérias-primas podem levar a produtos completamente diferentes quando as mesmas
condi¢des operacionais sdo usadas no mesmo extrusor. Isso ocorre devido a diferengas no tipo
e na quantidade de amidos, proteinas, umidade, adicao de 6leo, que resultam em viscosidade

diferentes e, desse modo, caracteristicas de fluxo diferentes (FELLOWS, 2006).

Tabela 13: Energia mecanica especifica (EME) durante a producdo de particulas em extrusor
dupla-rosca com amido com diferentes teores de amilose como material de parede

Tipo de recheio Teor de amilose (%) EME (kJ kg'!)

28 324,1£9,6°
Sem recheio 45 3072+73%
71 126,3+63°¢
1,8 147,3+3,6°
15 120,0 + 6,3 <
Oleo livre 28 1052 £9,6 9%
45 96,8 +3,6°
71 107,3 £ 6,3 cde
1,8 164,1 +6,3°
15 1494 +3,6°
Oleo emulsionado 28 122,1 £9,6 <
45 107,3 £ 6,3 ¢
71 103,1 £3,6 %

Letras iguais na mesma coluna indicam que ndo houve diferenca significativa entre as médias
pelo Teste de Tukey ao nivel de 95% de significancia.




Resultados e Discussdo 118

A incorporagdo do 6leo de tomilho (livre e emulsionado) proporcionou uma redugdo
significativa da EME (Tabela 13), por facilitar a passagem da mistura no canhdo do extrusor.
Isto pode ter ocorrido devido a atuagdo do 6leo como um lubrificante, pois permitiu a produgao
de particulas com amidos com baixo teor de amilose, o que ndo foi possivel somente com o
amido puro (particulas sem recheio com 1,8 e 25% nao foram produzidas). A pesquisa
desenvolvida por Volpe et al. (2018) comprovou a atuacdo de 6leo como lubrificante no
processo de extrusdo. O 6leo da semente de girassol cru e 0 mesmo reaproveitado de rede fast-
food (pbs-fritura) foram utilizados na substituicdo parcial de glicerol como plastificante
ecoldgico de amido por extrusdo termopldastica. A presenca do 6leo aumentou as propriedades
de barreira ao vapor de dgua e as propriedades mecanicas dos filmes de amido. Além disso, do
ponto de vista reoldgico, o 6leo resultou em uma lubrificacio mais efetiva, e ndo houve

diferenca significativa entre o 6leo cru e o dleo frito.

Além de permitir a extrusdo, a adi¢ao do 6leo de tomilho facilitou o processo de corte na
saida do extrusor, o que implicou em diferencas morfoldgicas entre as particulas (Figura 26,
Figura 27 e Figura 28). O tipo de formulacao influenciou na forma final da particula produzida:
tiras cortadas manualmente, raspas ou goticulas dependendo da aparéncia do produto. Em geral,
as formulagdes sem recheio no extrusor dupla-rosca nio possibilitaram o corte em formato de
goticulas, de modo que as tiras produzidas foram cortadas aleatoriamente, consequentemente,
em formato de raspas. Além disso, o aspecto visual das particulas com o mesmo teor de amilose
(28%), mas produzidas em extrusores diferentes, foi bastante distinto, bem como a aparéncias
das particulas com e sem recheio diferiu. As particulas produzidas no extrusor mono-rosca nao
eram cortadas ao final do extrusor, havendo a necessidade de uma etapa adicional de moagem.
E importante ressaltar que foi possivel extrusar as formulagdes com 1,8% de amilose a partir
da adi¢do do 6leo de tomilho livre e emulsionado, mas as tiras produzidas eram tao frageis que
quebravam facilmente apds a secagem em estufa, e, assim, as tiras quebraram-se em particulas

menores, mas formando aglomerados (Figura 27).
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Teor de Formato da particula produzida
amilose Extrusor
(%) Tiras Raspas Triturados
1,8* DR - - ;
15% DR - - ;
28 DR
28 MR
45 DR
71 DR

Figura 26: Aparéncia e formato das particulas produzidas com diferentes teores de amilose sem
recheio em extrusor Mono-rosca (MR) e Dupla-rosca (DR).
*Nao foi possivel processar a formulagdo.
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Teor Formato da particula produzida
(!e Extrusor
amilose Tiras Goticulas Triturados
(%)
1,8 DR
15 DR
28 DR
28 MR
45 DR
71 DR -
.-

Figura 27: Aparéncia e formato das particulas produzidas com diferentes teores de amilose e
6leo de tomilho livre como recheio em extrusor Mono-rosca (MR) e Dupla-rosca (DR)
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Teor Formato da particula produzida
de
. Extrusor
amilose Tiras Raspas Goticulas
(%)
1,8 DR
15 DR
28 DR
45 DR
71 DR

Figura 28: Aparéncia e formato das particulas produzidas com diferentes teores de amilose e
6leo de tomilho emulsionado como recheio em extrusor Dupla-rosca (DR)
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As goticulas produzidas apresentaram formato diferente em relacdo ao formato esférico
como pode ser observado na Figura 29. Desta forma, apds a produgdo das particulas sugere-se
uma classificagdo por granulometria das particulas para que os efeitos de liberagdo do ativo
sejam mais uniformes, visto que o formato e o didmetro da particula interferem no mecanismo
de difusdo e hidratacdo (LOPES; LOBO; COSTA, 2005). A selecdo também ¢é favordvel para
comercializacdo do produto (uniformidade, aparéncia) e melhor medida de dosagem
(quantidade suficiente para matar as larvas de acordo com o ndmero de particulas), mas levaria

a uma perda de produto.

O
. &
L O
15 % amilose 28 % amilose 45 % amilose 71 % amilose
Dupla-rosca Dupla-rosca Dupla-rosca Dupla-rosca
Oleo livre Oleo livre Oleo livre Oleo livre
3
B
A\ ; g
| o \
s
\ s
28 % amilose 45 % amilose 71 % amilose
Dupla-rosca Dupla-rosca Dupla-rosca
Oleo emulsionado Oleo emulsionado Oleo emulsionado

Figura 29: Aspecto visual das goticulas produzidas por extrusdo com amido com diferentes
teores de amilose com 6leo de tomilho livre e emulsionado como material de recheio

5.3. CARACTERIZACAO DAS PARTICULAS
5.3.1. Caracterizacao fisica e fisico-quimica

Na Tabela 14 é possivel verificar os resultados de caracterizacdo fisica das particulas,

com resultados de didmetro médio, teor de umidade, densidade aparente e o indice de expansao.
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Tabela 14: Caracterizagdo das particulas produzidas em dois extrusores diferentes [Mono-rosca (MR) e Dupla-rosca (DR)] com diferentes tipos de
recheio e diversos teores de amilose

Tipo de Teor de Menor Densidade indice de Parametros de cor
recpheio amilose  Extrusor  Formato Diametro (cm) dimensao Umidade (%) aparente expansio L# a b
(%) (cm) (g/mL)
28 MR Irregular 0,80 £0,034% 0,40+ 0,04 *® 10,5+09°¢ 1,7+024 1,5 £0,1 ABCP 50,1 £1,9 EF -1,0 0,3 B¢ 22,1+0,76
28 DR Raspa 2,0+0,1° 0,63 £0,17 P 37144 1,46 £0,06%  1,49+0,084C  330+27A 0,3 0,4 GH! 10,46 £0,05 AB
Sem recheio
45 DR Raspa 2,070 £0,004 ° 0,49 0,13 B¢ 3,1+£054 1,51+0,03 4 1,4 £0,1 AB€ 345+£1,948 0,34 £0,07 GHI 9,4£194
71 DR Raspa 0,52+0,05% 0260114 1,8+0,6% 1,280,024 1,370,084 362 +0,34BC  .0,20 +0,07 PEFG 92+134
1,8 DR Tira 13+£03¢€ 0,64 +0,16° 6,5+0,1B 1,32+0,07 * 234046 33,9 +2,54B 0,8 +0,2 1t 11,2+0,3 AB
15 DR Goticula 0,51+0,01%  038+0,178 40+0,6" 12840044 147+0,098 454 +4,0DPE -0,6 £ 0,2 CPE 12,7 £ 0,6 BCP
28 MR Irregular 0,510 £0,0024 0,36 + 0,08 *B 112+06€ 1,3+0,14 1,6 0,2 CPF 57+16 -1,7£034 18,6 £0,6 EF
Oleo livre
28 DR Goticula ~ 0,79+0,04*® 0,49 +0,16 B¢ 3,0+05% 1,3+£024 1,68 £0,09 PF  535+0,9FC -1,5+£0,2 4B 17,9 £2,5 EF
45 DR Goticula 0,75£0,05 4% 0,39 £0,08 AP 37+£1,74 1,284£0,01* 1,53 £0,06 5P 68 +3H -0,7+0,3 P 19,3 +0,4 FG
71 DR Goticula 0,67 +0,04*®  026+0,05* 3,1+£034 1,27 £0,02 4 1,29 +0,054 53 £4FG -0,5 £ 0,2 CDEF 11,6 + 1,4 ABC
1.8 DR Tira 1,0 £0,2 B¢ 0,61 +0,16 P 7,8+0,78 14+024 241036 40,2 +£0,9 BCD 1,0£041! 13 +1 BCD
15 DR Raspa 1,3+£02°¢ 0,56 +0,17 ° 3,6+034 1,31+0,024 1,89+0,08° 54,9 £0,8 FG 0,01 £0,21 FFG 15,8 £0,3 PE
Oleo 28 DR Goticula 1,00 + 0,02 B¢ 0,5 +0,2 BeP 41+08" 1,3+024 1,78 0,08 ¥ 415+12¢€P -0,04 £ 0,10 FFG 17,7 +0,7 EF
emulsionado

45 DR Goticula 0,82 +0,03 AP 0,4 +0,1 2B 35+054 1,14+008* 153+003%" 523+],3FC -0,04 +0,19 FFG 17,8 +£0,7 EF
71 DR Goticula 1,07 £0,01 3¢ 0,36 0,06 AP 404054 1,5+0,14 1,30 £ 0,08 AP 44.5 + 1 PE 0,2 +0,] FOH 14,5+0,3CP

Letras iguais na mesma coluna indicam que nao houve diferenca significativa entre as médias pelo Teste de Tukey ao nivel de 95% de significancia.
Sistema CIELab: L do preto (0) ao branco (100); a* do verde (-60) ao vermelho (+60), b* do azul (-60) ao amarelo (+60).
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5.3.1.1. Teor de umidade das particulas

O teor de umidade das particulas produzidas variou entre 3 a 11% (Tabela 14), sendo
maior quando produzidas em extrusor mono-rosca. Menor teor de umidade pode acarretar em
menor atividade de dgua e, consequentemente, conferir maior vida util para o produto devido a
estabilidade a temperatura ambiente, menor incidéncia de contaminagdo microbioldgica,

melhoria de transporte e de comercializacao.

Ter uma umidade baixa implica também em dizer que o sistema € desidratado e ao imergir
as particulas em dgua contendo as larvas do mosquito, a absor¢do de dgua torna-se um gatilho
para a liberacdo do ativo, seja devido a erosdo ou inchamento das particulas (dependente do

tipo de amilose) ou pela diferenca de concentragdo de ativo entre os meios sélido e liquido.

5.3.1.2. Distribuicao do tamanho, diAmetro médio e menor dimensao das

particulas

Como foi apresentado no item 5.3, ndo foi possivel obter um formato e,
consequentemente, um tamanho homogéneo para todas as formulacdes testadas, as quais
dependiam do teor de amilose e do tipo de recheio. Desta forma, as formulacdes que produziram
raspas resultaram em didmetro médio superior aquelas formulacOes que resultaram em

particulas menores e com formato de goticula.

O didmetro médio das particulas pode ser observado na Tabela 14. As particulas
produzidas apresentaram entre 0,5 a 2,0 cm de diametro médio sem a trituracdo (extrusor dupla-
rosca) e entre 0,5 a 0,8 cm com a trituracio em moinho (extrusor mono-rosca). A etapa de
redugdo do tamanho em moinho das particulas produzidas no extrusor mono-rosca consistiu em
uma operacao unitaria adicional ao processo, o resultado foram particulas de formato irregular
e o diametro médio igual estatisticamente foi possivel de ser obtido com o extrusor dupla-rosca,
mas com teor de amilose distinto (Tabela 14). Um ponto negativo que a trituracio em moinho

pode proporcionar também € a maior exposi¢ao do composto ativo aos fatores abidticos.

Ao encapsular 6leo de girassol com amido de batata em extrusor dupla-rosca, Yilmaz et
al. (2001) chegaram a conclusdo de que quanto menor o tamanho da particula, menor a EME.

Semelhantemente, de acordo com a Tabela 13, a EME foi maior para formulagdes sem recheio,
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enquanto que de acordo com a Tabela 14, maior € o didmetro da particula quando ndo tem

recheio, principalmente para 28 e 45% de amilose.

A diferenga entre as particulas obtidas pode ser observada também nos graficos de
distribuicdo do tamanho (Figura 30). Em geral, as particulas maiores apresentaram um
percentual de retencdo maior nas peneiras com maiores aberturas. Novamente, este grande
tamanho pode ser relacionado com a formulacao processada no extrusor, de modo que a adi¢ao
do 6leo de tomilho (livre ou emulsionado) favoreceu a producdo de particulas menores. Isto
provavelmente ocorreu porque o 6leo agiu como um melhorador do cisalhamento durante a
extrusdo, além de facilitar a acdo do dispositivo de corte ao final do extrusor. E importante
destacar que para as particulas sem recheio, o aumento do teor de amilose proporcionou a
reducdo do didmetro, provavelmente devido a conformacao das moléculas de amilose, o que
caracteriza uma estrutura compacta e laminar como serd discutido na se¢do 5.3.1.10. Desta
forma, ndo apenas a adi¢do do 6leo foi o fator principal para a formacdo de particulas menores,

mas também o teor de amilose influenciou.

O diametro médio obtido por granulometria ndo € suficiente para informar a dimensao
das particulas obtidas. Desta forma, a medida da menor dimensao da particula (L) foi realizada,
medindo-se com paquimetro a largura delas. E possivel perceber que hd uma redugiio expressiva
ao comparar o D, e o L (Tabela 14) para todas as formulagdes, mas sem grandes alteracdes

entre a analise estatistica entre elas.
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Figura 30: Distribuicdo do tamanho das particulas produzidas por extrusdo termopléstica
diferentes teores de amilose, diferentes tipos de recheio (A — sem recheio, B — 6leo livre e C —
6leo emulsionado) e dois tipos de extrusores (MR: mono-rosca e DR: dupla-rosca)
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5.3.1.3. Indice de expansio radial das particulas

Dependendo da temperatura utilizada no processo de extrusao, pode-se ter um produto
expandido e, para isso, sao utilizadas temperaturas acima de 150°C (ORD()NEZ, 2005a). No
entanto, para evitar a volatiliza¢do do ativo, a temperatura méxima utilizada durante a extrusao
foi 100°C (item 4.3.5.2), o que ndo permitiu a expansdo dos pellets. Contudo, os resultados do
indice de expansao radial das particulas apresentados na Tabela 14 indicam que dependendo da
formulacdo, ocorreu uma ligeira expansdo. Para a grande maioria das amostras, o IE variou
entre 1,29 a 1,39. Entretanto, paras as formulacdes com 1,8% de amilose, independentemente
do tipo recheio, o /E foi maior que 2. Esta expansdo pode ocasionar a volatilizacdo do dleo
durante a extrusdo, o que ndo € desejavel, pois pode reduzir a eficiéncia de encapsulagdo e,

consequentemente, a atividade bioldgica da particula.

Carvalho et al. (2012) produziram snacks comestiveis com farinhas de arroz e feijdo,
sendo a crocancia bastante relevante para a aceitagdo sensorial, sendo mais favorecida pela
incorporagdo de ar e formacao de poros no extrusado. A produgdo ocorreu em extrusor mono-
rosca com temperatura méxima de 85°C e com matriz circular de 3,85 mm. O indice de
expansdo dos snacks foi de 7,75 £ 0,25, sendo bastante superior aos extrusados produzidos
neste trabalho. Desta forma, dependendo da aplicacdo da particula, a expansao € desejavel ou
ndo. Para as particulas com aplicagdo contra as larvas, a ndo expansao foi um resultado

satisfatorio.

5.3.14. Densidade aparente das particulas

A quantificac@o da densidade das particulas é importante para relacionar com a tendéncia
a sedimentacdo/flutuacdo em dgua e também com a expansdo das particulas. Nao houve
diferenca significativa entre as formulacdes em relagdo a densidade das particulas, a qual variou
entre 1,1 a 1,5 ¢ mL! (Tabela 14), evidenciando a estrutura compacta das particulas.
Contraditoriamente, o snack comestivel com farinha de arroz e feijao produzido por Carvalho
et al. (2012) em extrusor mono-rosca apresentou densidade aparente de 0,17 g cm3,
evidenciando a estrutura porosa do pellet e que diferentes condi¢cdes de processamento
influenciam na densidade do extrusado, sendo a densidade obtida pelos autores bastante inferior

ao resultado apresentado pelos extrusados produzidos neste trabalho.
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Ao comparar os resultados de densidade e expansao dos extrusados produzidos nesta tese
com amido de milho a 100°C com os snacks produzidos por Carvalho et al. (2012) com amido
de arroz e feijao a 85°C, pode-se concluir que hd uma relacio entre alta densidade aparente com
a nao-expansao e vice-versa. Dependendo do foco do extrusado produzido (fim comestivel ou
ndo), estas duas propriedades sdao importantes e refletem se a particula tem maior ou menor

tendéncia a sedimentar/flutuar como serd discutido na sec¢do 5.3.1.6.

5.3.1.5. Analise de cor das particulas

A andlise de cor das particulas € uma andlise complementar a andlise da aparéncia das
particulas obtidas (item 5.2), uma vez que a cor das mesmas variou como pode ser constatado
na Tabela 14. Algumas eram amarelas e outras esverdeadas. As particulas produzidas em
extrusor dupla-rosca sem recheio com todos os teores de amilose testados e as particulas
produzidas com 1,8% de amilose com 6leo livre de tomilho eram as particulas mais escuras
(menores valores de L*), enquanto que a particula com 45% de amilose e 6leo de tomilho livre
apresentou a maior luminosidade (L*). De modo geral, as particulas apresentaram menores

valores de a* e de b*.

5.3.1.6. Sedimentacao das particulas

As diferentes particulas produzidas apresentaram diferentes tempos de sedimentacao em
dgua. Consequentemente, velocidades variadas foram obtidas como pode ser verificado na
Figura 31. O mesmo nimero de particulas (10) foi utilizado no teste de sedimentacdo, mas as
amostras apresentam formatos (secdo 5.2), densidades e diametros diferentes (Tabela 14), o que

resultou em volumes calculados diferentes.




Resultados e Discussdo 129

=@=Velocidade === Volume == Diametro

12 2.5
10 g
2 g
2 E
8
2 1,5 SE
@ a
6 :
= . @ A
g £
s p
%]
5 0,5 E
S
>
0 0
28/MR 28/DR 45/DR 71/DR
Teor de amilose (%) / extrusor
12 2
10 g
S
% 1,5 %
8
= S§
D
%o LS
= -~ B
[ 5]
;f 4 g
%]
0,5 g
2 S
N >
0 ‘ # 0
1,8/DR 15/DR 28/ MR 28/DR 45/DR 71/DR
Teor de amilose (%) / extrusor
14 2
12 E
©
g 10 15 5
5 £
~ <«
s 8 =
i i
S 6 -
2 s ©
%) 4 ~—
> N
0,5 5
2 g
%7 >
0 0
1,8/DR 15/DR 28/DR 45/DR 71/DR
Teor de amilose (%) / extrusor

Figura 31: Relagdo entre velocidade de sedimentacdo em &4gua, volume e didmetro das
particulas produzidas por extrusdo termopldstica diferentes teores de amilose, diferentes tipos
de recheio (sem recheio — A, com 6leo livre — B e com 6leo emulsionado - C) e dois tipos de
extrusores (MR: mono-rosca e DR: dupla-rosca)
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No caso das particulas sem recheio produzidas em extrusor dupla-rosca, quanto maior o
teor de amilose, menor o volume e menor a velocidade de sedimentacao (Figura 31A). Isto
significa dizer que quanto menor o volume, mais tempo a particula demora para sedimentar.
Como as particulas obtidas no extrusor foram trituradas em moinho, o volume das particulas é
menor e, logo, a velocidade € menor do que as particulas obtidas com o mesmo teor de amilose
no extrusor dupla-rosca. O comportamento da variacdo do didmetro foi andlogo ao

comportamento do volume das particulas com o aumento do teor de amilose.

De maneira semelhante, para as particulas com 6leo livre, o aumento do teor de amilose
levou a um menor volume e uma menor velocidade de sedimentacio (Figura 31B). Entretanto,
a ordem de grandeza do volume das particulas com recheio (0,2 a 1,8 cm?) foi menor do que
das particulas sem recheio (0,4 a 6,1 cm3). Destaca-se também que o comportamento do
diametro foi diferente do comportamento do volume das particulas, ndo apresentando uma

tendéncia linear com o aumento do teor de amilose.

Para as particulas com 6leo emulsionado, o aumento do teor de amilose resultou em
menor velocidade de sedimentagdo, seguindo a tendéncia da variagao do didmetro, mas nao
proporcionalmente uma reducio do volume (Figura 31C). A excecdo foi a particula com 1,8%
de amilose que apresentou a maior velocidade (11 cm s™!) dentre todas as particulas produzidas,
isto €, menor € o tempo necessario para sedimentar e, contraditoriamente, ndo foi a particula

que apresentou menores didmetro e volume.

A reducgdo da velocidade de sedimentacdo com o aumento do teor de amilose para as
formulacdes com recheio pode ser explicado pelo fato de menores teores de amilose
promoverem maior expansdo das particulas, reduzindo seu volume e possibilitando maior
tendéncia a flutuacdo do que a sedimentacao. J4 as formulagdes sem recheio, mesmo com maior

expansdo e menor volume, nao sofreram a influéncia da presenga do 6leo em sua composi¢ao.

E possivel verificar que como as particulas apresentaram alta densidade aparente (Tabela
14), a tendéncia a sedimentacio prevaleceu sob a tendéncia de flutuacdo das particulas, sendo
que o contrario ocorre na maioria dos casos com cereais matinais (porosos) ao serem imersos
em leite (os extrusados expandidos flutuam). Isto revela a importancia de acompanhar a cinética

de absorcdo de umidade do sistema particulado como serd discutido na secao 5.3.1.9.
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5.3.1.7. Espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier

Procurando por uma diferenciacdo molecular entre as formulacgdes, as analises de FTIR e
DRX foram realizadas com amostras selecionadas. Amaral et al. (2016) detectaram por anéalise
de FTIR a hidrélise de amido devido a ac¢do forte do dcido citrico em extrusados obtidos com
amido de milho, glicerol e acido citrico. Contudo, na presente tese nao foi possivel observar
uma diferencga expressiva entre as formulacdes, seja por formacdo ou eliminacdo de ligagcdes
quimicas durante o processo de extrusdo. Na Figura 32 € possivel observar que nenhuma banda

nova foi detectada comparando-se as particulas com os materiais de parede puros.

1.0leo essencial de tomilho ——2 Particula sem recheio ——3 Particula com dleo livre

——4 Particula com 6leo emulsionado——5.Amido de milho puro ——6.Amido modificado

Transmitancia (%)

4000 3700 3400 3100 2800 2500 2200 1900 1600 1300 1000 700 400
Nimero de onda (cm™)

Figura 32: Andlise de Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR) de
amostras com 28% de amilose: amido puro, amido modificado e particulas com diferentes tipos
de recheio obtidas em extrusor dupla-rosca.

As bandas 1022 e 1045 cm! foram atribuidas a estruturas do amido amorfas e a estruturas
ordenadas respectivamente e a razdo da transmitancia referente a elas tem sido usada como
forma de quantificar o grau de ordenacdo em amido (YANG et al., 2015). Sendo assim, na
Tabela 15 € possivel verificar que dependendo do tipo de recheio da formulagdo, uma menor

ordem de ordenacdo molecular foi obtida. A menor ordenacdo foi obtida para a particula sem
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recheio, indicando que a estrutura ordenada do amido puro foi destruida durante o processo de
extrusdo, mas a adi¢do do OET, em sua forma livre e emulsionada, permitiu uma estrutura mais
ordenada. Como se trata de uma andlise qualitativa de valores pontuais de transmitancia nao

foram apresentados o desvio-padrao e a andlise estatistica entre as amostras.

Tabela 15: Ordem molecular de amostras com 28% de amilose: amido puro, amido modificado
e particulas obtidas com diferentes tipos de recheio em extrusor dupla-rosca de acordo com a
andlise de Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

Razao entre as

Amostra transmitancias das bandas
1045/1022 cm’!
Amido de milho com 28% de amilose 1,60
Amido modificado 1,46
Particula com 6leo emulsionado 1,08
Particula com 6leo livre 1,05
Particula sem recheio 1,04

5.3.1.8. Difracao de raios-X

O processo de extrusdo reduziu a ordenacdo da estrutura molecular comparando as
particulas com o material de parede de acordo com a andlise de DRX (Figura 33A), como era
esperado, devido a gelatinizacdo do amido durante o processo. A andlise de DRX também
evidenciou que uma nova organizag¢ao cristalina foi obtida ao se adicionar o 6leo como recheio.
Para a particula sem recheio, uma fase amorfa foi obtida e para as particulas com 6leo foi
observada uma estrutura cristalina a 18° (2 ©), com mais intensidade para as particulas com
Oleo livre do que para as particulas com 6leo emulsionado, devido a formacio do complexo
amilose-lipidio. Isto ocorreu porque o processo de extrusdo alterou o padrao cristalino do tipo
A do amido de milho puro para o padrdo cristalino do tipo V nas amostras com recheio,
enquanto que as particulas de recheio foram totalmente gelatinizadas, ndo apresentando picos
cristalinos. Durante a extrusdo, a estrutura nativa da amilose € parcialmente destruida e novas
estruturas cristalinas sdo formadas, correspondentes ao complexo amilose-lipideo (THACHIL;

CHOUKSEY; GUDIPATI, 2014).
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Resultados semelhantes ao desta tese foram obtidos por Nuessli et al (1997). Os autores

analisaram amostra de amido complexado com timol e observaram picos cristalinos em

aproximadamente 7, 12 e 18° (2 ©) iguais aos representados na curva 3 da Figura 33A. Tais

picos foram relacionados com a formagdo do completo amilose-flavor.

—— 1 Particula sem recheio ~ ——2 Particula com 6leo live ~ ——3 Particula com éleo emulsionado 4 Amido modificado ~ ——5.Amido de milho puro 28% amilose
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Figura 33: Andlise de DRX de amostras com 28% de amilose - amido puro, amido modificado
e particulas com diferentes tipos de recheio obtidas em extrusor dupla-rosca (A) e andlise de
DRX das particulas sem recheio produzidas em extrusor dupla-rosca em funcdo do teor de

amilose (B).
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Gonzalez-Seligra et al. (2017) produziram filmes com amido de mandioca com glicerol
em extrusor variando-se a velocidade da rosca (40, 80 e 120 rpm). A andlise de DRX dos filmes
revelou estrutura mais cristalinas para amostras obtidas com a menor velocidade,
provavelmente devido da presenca de plasticizantes ou lipideos, que podem formar complexos
com a amilose, identificados como cristais do tipo Vu, Va € En. Com a maior velocidade, a
estrutura cristalina dos granulos de amido foram destruidos e formaram uma fase amorfa. Em
outro estudo, Santos et al. (2018) produziram extrusados com amidos de mandioca e de cenoura
peruana em extrusor mono-rosca. Os resultados de DRX revelaram que o processo de extrusao
destruiu completamente os granulos de amido, eliminando a estrutura cristalina, formando uma
massa amorfa fundida. Isto provavelmente ocorreu, segundo os autores, devido a total
gelatinizacdo promovida pela pressdo, temperatura e forca de cisalhamento intensas aplicadas

por um determinado periodo.

Observando a Figura 33B, € possivel verificar que quanto maior o teor de amilose das
particulas sem recheio, maior a intensidade no angulo préximo a 18 ° (2 ©), evidenciando maior
ordenacao com o aumento do teor de amilose, provavelmente devido a maior cristalinidade do

amido com alto teor de amilose.

5.3.1.9. Inchamento e lixiviacao

Na Figura 34 é possivel verificar as cinéticas de inchamento das particulas. Para as
amostras sem recheio € possivel verificar que as particulas com 28% de amilose,
independentemente do tipo de extrusor, apresentaram maior inchamento. De modo geral, para
todas as particulas, o inchamento maximo ocorre nas primeiras 24 h de imersdo das particulas
em dgua. Quanto maior o teor de amilose, menor o inchamento, provavelmente devido ao menor
teor de amilopectina, a qual ndo permite a absorcdo de 4gua na mesma propor¢ao que amidos
com menores teores de amilose permitem. E possivel correlacionar a cristalinidade das amostras
avaliada pela analise de DRX (Figura 33B) com o inchamento: quanto maior o teor de amilose,
menor o inchamento e maior a cristalinidade. Isto significa que a formulacdo e o tipo de
processamento influenciam nas caracteristicas de absor¢ao de umidade, provavelmente devido

a alteracdo do grau de ordenacdo da matriz polimérica.
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Para as particulas com 6leo de tomilho livre como recheio, primeiramente, é possivel
observar diferenca entre os tipos de extrusores € mesmo teor de amilose (28%), de modo que
as particulas produzidas no duplas-rosca incharam em torno de 66% a mais do que as particulas
produzidas no mono-rosca. Ao comparar as particulas produzidas com 6leo livre com as
particulas produzidas sem recheio, o inchamento médximo € observado nas primeiras 12 h de
imersdo das particulas em dgua. Outro dado importante € que os extremos de teor de amilose
(1,8 e 71%) resultaram em particulas que incham menos do que as particulas com teores de
amilose intermedidrios (15 e 45%), entretanto, 28% de amilose € o teor ideal para obter um
inchamento médximo de particulas. As particulas com 1,8% incham menos porque o mecanismo
de erosdo exerce maior influéncia como serd discutido a seguir, enquanto que o alto teor de
amilose na formulacdo com 71% impactou na absorcao de umidade devido a sua rede mais

compacta e laminar como serd apresentada na secao de MEV (5.3.1.10).

Para as particulas com 6leo de tomilho emulsionado, de modo geral, o inchamento
maximo ocorreu nas primeiras 6 h, com excecdo da particula com 15% de amilose, que
apresentou inchamento maximo em torno de 24 h. Da mesma forma como foi observado para
o 6leo de tomilho livre, os extremos de teor de amilose (1,8 € 71%) ndo permitiram que as
particulas inchassem muito. Entretanto, desta vez, o teor de amilose que permitiu maior

inchamento foi o de 15%.

Os resultados apresentados nesta secao indicam novamente a influéncia das condi¢des de
processamento, do tipo de recheio e do teor de amilose no comportamento de absor¢ao de dgua
das particulas. Isto porque as condi¢des operacionais aplicadas (forca de cisalhamento e
temperatura) atuaram de forma distinta sobre a formulagdo, promovendo diferentes graus de
gelatinizacdo do amido e complexo amilose-lipidio de com diferentes intensidades. Da mesma
forma que houve influéncia durante o processo de extrusdo em relacdo a capacidade de
producdo das particulas, estes fatores influenciaram também nas caracteristicas fisico-quimicas

apresentadas até o momento.
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Figura 34: Cinéticas de inchamento das particulas produzidas por extrusdo termopldstica com
diferentes teores de amilose, diferentes tipos de recheio (sem recheio — A, com 6leo livre — B e
com 6leo emulsionado - C) e dois tipos de extrusores (MR: mono-rosca e DR: dupla-rosca)
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Na Figura 35 € possivel conferir as cinéticas de lixivia¢do das particulas. Para as amostras
sem recheio, de maneira semelhante ao observado na cinética de inchamento (Figura 34),
quanto maior o teor de amilose, menor a perda de sélidos, independentemente do tipo de
extrusor. Entretanto, a lixivia¢do diferiu do inchamento em relagdo ao comportamento das
curvas, as quais apresentam oscilacio entre pontos de maximos € minimos, sem atingir uma

tendéncia linear ao longo do tempo.

Para as particulas com 6leo de tomilho livre, a maior perda de sélidos observada foi para
a particula com o menor teor de amilose. Além disso, o0 comportamento da curva de lixiviacao
para a amostra com 1,8% de amilose diferiu das demais amostras, crescendo ao longo do tempo
e atingindo lixiviagdo méxima cerca de 10% maior do que as demais amostras. Relacionando
as cinéticas de inchamento e lixiviagdo da particula com 1,8% de amilose, pode-se observar que
a particula ndo incha pois estd se desfazendo na dgua: a medida que o inchamento se torna
constante, a lixiviagdo aumenta. Isto evidencia que ocorreu erosdao da amostra com 1,8% de
amilose ao entrar em contato com a d4gua. De maneira semelhante como ocorreu na cinética de
inchamento, a cinética de lixiviagdo das particulas com 28% de amilose produzidas em
diferentes tipos de extrusores foi diferente, de modo que aquelas produzidas no mono-rosca
perderam muito menos s6lidos ao longo do tempo do que aquelas produzidas no dupla-rosca.
Isto pode ter acontecido porque o processo fisico-quimico que ocorreu durante a extrusdao
proporcionou a producdo de uma rede complexa diferente entre os dois tipos de extrusores.
Outro dado semelhante entre as cinéticas de inchamento e de lixivia¢do € que a perda maxima

de s6lidos ocorre nas primeiras 12 h para os teores de amilose entre 15 a 71% da dupla-rosca.

Para as particulas com 6leo de tomilho emulsionado, esperava-se que o comportamento
da particula com 1,8% de amilose fosse igual a particula com 6leo livre (erodiu). Entretanto,
percebe-se que o amido modificado adicionado para elaboragdo da emulsdo (item 4.3.2) ajudou
a diminuir a perda de sélidos durante a imersao das particulas em dgua, provavelmente porque
o amido modificado pode ter ajudado a manter uma estrutura mais compacta em relacdo a
liberacdo facilitada do 6leo durante as reagdes fisico-quimicas na extrusdo. Maiores detalhes

serdo discutidos no item 5.3.1.10.
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Figura 35: Cinéticas de lixiviagdo das particulas produzidas por extrusdo termoplastica com
diferentes teores de amilose, diferentes tipos de recheio (sem recheio — A, com 6leo livre — B e
com 6leo emulsionado - C) e dois tipos de extrusores (MR: mono-rosca e DR: dupla-rosca)
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Nos figuras a seguir (Figura 36, Figura 37, Figura 38) € possivel verificar a mudanca da
aparéncia das particulas ao longo do tempo de imersdo em dgua. Como a particula com 28% de
amilose sem recheio produzida no extrusor dupla-rosca foi a amostra que apresentou maiores
inchamento e lixivia¢@o, a cor da particula ao longo do tempo foi alterada, ficando mais clara
(Figura 36). Outro destaque € a aglomerac@o e a perda de cor das particulas com 1,8% de
amilose contendo 6leo livre ao longo do tempo (Figura 37), evidenciando a erosdo ocorrida.
Enquanto que as demais particulas permanecem integras, com 1,8% de amilose ocorreu uma
desintegracdo. Ao observar a Figura 38, com 1,8% de amilose e 6leo emulsionado hd uma
tendéncia de aglomeracdo das particulas também, mas em menor grau do que como acontece
com as particulas com o 6leo livre. Isso mostra que o amido modificado adicionado a emulsdo
ajudou a reter a estrutura das particulas. E possivel ressaltar que nas condigdes testadas (item
4.4.1.5), a quantidade de dgua ndo foi suficiente para solubilizar completamente as particulas

no tempo avaliado, independentemente do teor de amilose.
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Figura 36: Imagens do inchamento/lixiviacdo das particulas sem recheio produzidas em
extrusor dupla-rosca ao longo do tempo de imersdo em agua




Resultados e Discussdo 141

Tempo Teor de amilose (%)

(h) 1.8 15 28 45 71

0,25

24

4

oo

72

Figura 37: Imagens do inchamento/lixiviacdo das particulas com 6leo livre produzidas em
extrusor dupla-rosca ao longo do tempo de imersdo em agua
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Figura 38: Imagens do inchamento/lixiviacdo das particulas com 6leo emulsionado produzidas

em extrusor dupla-rosca ao longo do tempo de imersao em dgua
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Na Figura 39A € possivel comparar o inchamento das particulas apds a atingir a
estabilidade ao longo do tempo (96 h) para diferentes tipos de recheio. E possivel verificar que
o inchamento mdximo € atingido com teores intermedidrios de amilose (15 e 28%),
independentemente do tipo de recheio. Esperava-se que o tipo de recheio nao influenciasse na
absor¢do de dgua, apenas o tipo de amido, mas observa-se que o inchamento segue o seguinte
comportamento: sem recheio < 6leo emulsionado < 6leo livre. Isto ocorre provavelmente
devido a interagdo entre recheio e material de parede, o que pode ter proporcionado diferentes
tamanhos de poros na particula, os quais podem facilitar a hidratacdo. Este resultado contraria
a afirmacdo de Bhatnagar e Hanna (1994) que informam que amilose e os lipideos presentes no
amido poderiam inibir o inchamento sob condi¢des nas quais o complexos amilose-lipidio sao
formados e, além disso, que os complexos juntamente com a parte linear do amido (amilose)

poderiam formar uma estrutura mais rigida e restringir o inchamento.

Na Figura 39B € possivel comparar a lixivia¢do das particulas apds 96 h para diferentes
tipos de recheio. De forma analoga para o inchamento, além dos diferentes teores de amilose,
o tipo de recheio também influenciou na lixiviagdo. De modo geral, pode-se concluir que,
quanto menor o teor de amilose, maior a lixiviacdo. A lixiviacdo segue o seguinte

comportamento: sem recheio < 6leo livre < 6leo emulsionado.

Os resultados de inchamento e lixiviagdo das particulas sdo extremamente importantes
pois com eles é possivel ter uma ideia clara de que a 4gua entra dentro da particula, sélidos sao
lixiviados e que, consequentemente, 6leo vai ser liberado da particula. Entdo, mesmo que o
logaritmo do coeficiente de particdo do metabolito timol seja intermedidrio (3,17), esses
mecanismos favorecem a expulsdo do ativo e, consequentemente, ocorra a dispersdao do timol

no meio aquoso e, por fim, atue sobre as larvas do mosquito.
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Figura 39: Comparacdo do inchamento (A) e da lixiviagdo (B) das particulas produzidas por
extrusdo termoplastica em extrusor dupla-rosca com diferentes tipos de recheio e teores de

amilose ap6s 96 h de imersdo em dgua.

Médias seguidas de mesma letra sobre as barras, em cada teor de amilose avaliado, ndo diferem

entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 95% de confianga.

Na literatura sdo reportadas duas pesquisas com microencapsulacdo de larvicidas

sintéticos e a cinética de inchamento é elucidada. Na primeira deles, Badawy et al. (2015)

desenvolveram particulas de quitosana/alginato/gelatina contendo temefds para verificar sua

atividade larvicida e também fizeram o estudo da absorcdo de dgua das particulas com o ativo

e sem o ativo ao longo de 10 dias. Os resultados mostraram que as particulas com temefds
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incharam ao redor de 80% entre um a dez dias e mantiveram constante este inchamento ao
longo do tempo, enquanto que as particulas sem recheio apresentaram absor¢do maxima (170%)
apds 72 h e de depois o inchamento foi diminuindo ao longo do tempo (70%). Os autores
concluiram que esta reduc¢io no inchamento ocorreu devido a uma formagao complexa entre os
polimeros com o ativo, reduzindo a porosidade das particulas e, consequentemente, a absor¢ao
de dgua. Além disso, a liberagdo de temefés em modo estético foi crescente durante 7 dias e
depois decresceu. Essa liberacdo gradual e a manutencdo do temefés no meio aquoso
permitiram um efeito residual contra as larvas durante meses, de modo que com maior
quantidade de particula testada, mais de 60% das larvas morriam apds 6 meses de imersdo das

particulas em 4gua.

Na segunda pesquisa, Lim et al. (2017) produziram particulas contendo imidacloprida por
gelificacdo com alginato/quitosana e verificaram o inchamento em diferentes concentracdes de
material de parede, pH e temperatura. De modo geral, as particulas apresentaram inchamento
maximo de 45% em 200 min em pH 7, a 25°C, com maior concentracdo de quitosana (25 g L

1) e com menor concentracdo de alginato (7,5 g L.

Desta forma, o inchamento das particulas produzidas por extrusdao termoplastica € muito
maior do que as particulas produzidas por Badawy et al. (2015) e por Lim et al. (2017),
provavelmente devido as diferencas de material de parede, tamanho, interacdo entre material
de parede e recheio. Este mecanismo pode ser relacionado com a liberagido de 6leo como serd
discutido no item 5.3.1.12 e pode influenciar fortemente na atividade bioldgica do sistema

carreador desenvolvido.

5.3.1.10. Microscopia eletronica de varredura

Os resultados de inchamento e lixiviagdo podem ser explicados com a relagdo entre
material de recheio e de parede, os quais podem ter proporcionado diferentes tamanhos e
quantidades de poros as particulas, o que pode facilitar o processo de hidratacdo. Isto foi
evidenciado pela andlise de MEV da superficie das particulas apresentada na Figura 40. Para o
mesmo teor de amilose (28%), a particula sem recheio mostrou ser uma massa compacta, com
estrutura rigida, com ranhuras e sem poros. A adi¢do de OET permitiu a formacdo de poros

observados nas amostras com 1,8 e 28% de amilose, mas a emulsificacdo do OET promoveu a
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formacdo de uma camada externa de material de recobrimento que cobriu os poros, o que pode
ter dificultado a absorcdo de 4dgua e retencdo de sélidos. Por outro lado, para o mesmo tipo de
recheio (OET livre) e diferentes teores de amilose, quanto menor o teor de amilose, maior a
quantidade de poros na estrutura das particulas, o que facilitou a rdpida entrada de 4gua e maior
perda de solidos. Entretanto, a particula obtida com o maior teor de amilose revelou uma
estrutura compacta e laminar, formada pelas cadeias de amilose devido a maior ordenagdo da
estrutura cristalina como observado na andlise de DRX na secdo 5.3.1.8, sendo responsavel
pelos inchamento e lixiviagdo pouco expressivos da formulacdo e a presenca de goticulas de

6leo sob a superficie laminar (Figura 39).

Uma observagdo a ser feita sobre a particula com 1,8% de amilose e 6leo livre como
recheio pode apresentar além da maior quantidade de poros, uma quantidade significativa de
6leo em sua superficie como foi observado na pesquisa desenvolvida por Quellet, Taschi e
Ubbink (2001). Isto poderia levar a menores eficiéncia de encapsulacdo e menor atividade
bioldgica, pois 0 composto ativo ndo estaria protegido, apesar da maior quantificacio de dleo

liberado como serdo discutidos nas secoes a seguir.

Outra correlacdo € possivel ser feita entre MEV e indice de expansdo: durante o processo
de extrusdo com 1,8% de amilose, bolsas de gis foram formadas, evidenciando um maior /E

(Tabela 14) e a estrutura porosa obtida (Figura 40).

A andlise de MEV poderia ter sido realizada apds as particulas serem partidas ao meio
para verificar a estrutura interna, mas elas eram extremamente duras devido a gelatinizagdo do
amido e um simples corte com lamina ndo seria suficiente. Além disso, o processo de trituragdo
ou maceragdo para tal, poderia ndo evidenciar a sua real estrutura. Por exemplo, a amostra com
1,8% apresentou estrutura muito fragil e se quebrava facilmente como descrito na se¢do 5.2 e
os poros poderiam nio estar visiveis nesta condi¢do. A alternativa seria o congelamento prévio
e posterior fratura da particula. Mas seria muito interessante fazer a anélise de MEV apd@s atingir
o tempo de equilibrio de inchamento para verificar a forma¢do de caminhos preferenciais na
estrutura, dependendo da aproximacao do equipamento e do preparo da amostra, visto que ela

ndo pode estar imida. Essa metodologia foi aplicada por Gasmi et al. (2015).




Resultados e Discussdo 147

Tipo de Teor de amilose (%)
recheio

Sem recheio

Oleo livre

Oleo
emulsionado

- i
o o —

Figura 40: Microscopia eletronica de varredura da superficie das particulas produzidas por extrusdo termopléstica com diferentes tipos de recheio
e teores de amilose para amostras selecionadas produzidas em extrusor dupla-rosca.
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5.3.1.11. Eficiéncia de encapsulacio

Determinar a eficiéncia de encapsulacao (EE) das particulas foi a etapa foi a mais dificil
de todo o procedimento experimental, pois tratou-se de um sistema complexo e nenhum
trabalho foi encontrado para servir como base experimental na caracterizacdo do sistema
carreador produzido. O desafio consistiu em desenvolver uma metodologia nova. Para isso,
seria necessdrio dissolver totalmente a particula com um solvente que reagisse apenas com o
material de parede (amido) e ndo consumisse 0 composto ativo (6leo de tomilho) para saber a
quantidade total de 6leo presente na amostra. Além disso, a dissolu¢do da particula deveria

ocorrer sem aquecimento para evitar volatilizagdo e degradagdo do ativo.

Desta forma, os seguintes solventes foram testados: etanol, dgua, diclorometano, solu¢io
aquosa de Tween-20 e solucdo de citrato de sédio. Mesmo macerando em almofariz a particula
ou agitando durante horas em agitador magnético, a dissolu¢do do material de parede nao
ocorreu com tais solventes. Entdo foi utilizado, separadamente, dimetilsuf6xido e solucao
aquosa de hidréxido de sédio (NaOH) a 0,2 mol L' (pH 9) durante algumas horas e estes dois
solventes conseguiram solubilizar o amido. Entretanto, o 6leo ndo encapsulado foi submetido
a0 mesmo tratamento e ao ser analisado por cromatografia gasosa, o contetdo de timol estava
inferior (dados ndo mostrados) ao comparar com o 6leo puro, indicando que houve reacao

quimica, provavelmente saponificacdo.

Resumidamente, a metodologia utilizada para preparar a amostra para a andlise
cromatogréfica citada consistia em inserir 0,5 g de particula em 10 mL de solu¢ao de NaOH,
agitar por algumas horas, retirar uma aliquota de 1 mL e particionar com 1 mL de diclorometano
para extrair a fase apolar, trés vezes seguidas, secar com algumas gramas de sulfato de sddio,
evaporar o diclorometano em evaporador rotativo sem aquecimento, ressuspender em
diclorometano e injetar no cromatdgrafo. A area do pico referente ao timol era comparada com
a curva do padrao (item 4.2.2.3.2). Este método de isolamento do timol foi trabalhoso, com
muitas etapas, além disso perdas estavam ocorrendo durante o processo e, consequentemente,

a quantificacdo estava errada.

Entdo, a metodologia foi alterada de cromatografia gasosa para espectrofotometria para
quantificagdo de CFT, principalmente porque o tomilho é uma excelente fonte de tais

compostos como foi discutido no item 5.1.2. Além disso, foi constatado que dissolver a
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particula ndo seria a melhor opcdo. Como a atividade bioldgica foi testada com dgua pura, o
ideal € que a quantificagdo ocorresse em meio aquoso € em pH neutro (habitat das larvas).
Novos testes foram realizados para determinar o tempo ideal de quantificacdo e a influéncia da
renovacdo do solvente para forcar a saida méxima de 6leo da particula por transferéncia de
massa, pois em um determinado volume ocorre a saturacdo da solucdo ao longo do tempo, pois
as particulas em sua maioria nao se dissolvem por completo ao entrar em contato com a dgua.
A gelatinizagdo do amido promoveu a formagdo de uma estrutura firme para a maioria das
formulacdes, que ndo se dissolve rapidamente e por completo, mas gradualmente de acordo
com os mecanismos de inchamento e de lixiviacdo especificos para cada formulacdo. Além
disso, uma maceracdo fisica durante o procedimento experimental talvez ndo fosse suficiente
para aumentar a liberacdo de CFT, uma vez que houve a complexacao quimica entre amilose e
OET. Sendo assim, uma alternativa bioquimica especifica como a utilizacdo de amilase poderia

trazer melhores resultados.

Na Tabela 16 € possivel conferir a eficiéncia de encapsulagdo (EE) das particulas. A carga
(load tedrico) de dleo foi de 0,05 g de 6leo/g particula, considerado o teor maximo de 6leo ideal
a ser adicionado na extrusao (CHANG; SCHMIELE; MARTINEZ-BUSTOS, 20 10) e o método
de deteccao foi por CFT, visto que o 6leo de tomilho € uma importante fonte de polifendis (item
5.1.2). De modo geral, a EE variou entre 48 — 69%, significando que em torno de 0,02 a 0,03 g
6leo/g particula foram quantificados. A emulsifica¢do do 6leo de tomilho ndo foi favoravel para
a EE, visto que para as particulas produzidas com OET pré-emulsionado foi menor do que com
as particulas produzidas com o dleo livre. Isto ocorreu porque uma barreira fisica extra formada
por material de emulsificacdo deveria ser ultrapassada para que o OET fosse liberado e a

quantificagdo dos CFT fosse possivel.

Apesar do 6leo de tomilho ser um 6leo essencial e que volatilize facilmente, o processo
de microencapsulacdo, que operou a temperatura elevada (méximo de 100°C conforme item
4.3.5.2), conseguiu manter o 6leo aprisionado na matriz de amido devido as altas EE. Em
relacdo a aplicacdo do sistema particulado, isto permitird que o 6leo seja liberado no momento
mais adequado, isto €, quando a particula for imersa em dgua contendo as larvas, tendo sido até
o momento o 6leo preservado na matriz polimérica. Essa preservacgdo da atividade biolégica do

OET sera discutida no item 5.3.1.12.




Resultados e Discussdo 150

Tabela 16: Eficiéncia de Encapsulacdo (EE) das particulas produzidas por extrusdo
termoplastica com diferentes teores de amilose e em diferentes extrusores [MR (mono-rosca) e
DR (dupla-rosca)]

Tipo de recheio Teor de amilose (%) Extrusor EE (%)
1,8 DR 60,5 £ 0,9 ¢
15 DR 69,1 £0,8%
3 . 28 MR 48,7+0,8 ¢
Oleo livre 28 DR 69,1 +0.6*
45 DR 682 +2,4%®
71 DR 58,6 +1,4"%
1,8 DR 59,4 +£6,9"%
p 15 DR 53,7+0,2¢<
emu(l)slif(:)cl)lado 28 DI 59.8£2,5"
45 DR 57,9 +0,5¢
71 DR 53,7+1,3¢<

Letras iguais na mesma coluna indicam que as médias ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey
ao nivel de 95% de significancia.

Uma observacdo a ser feita € sobre a temperatura de volatilizacdo dos materiais
envolvidos durante o processo de producdo das particulas. A temperatura maxima de 100°C foi
aplicada no extrusor com o intuito de evitar a degradacdo dos volateis. Em seguida, as particulas
foram desidratadas em estufa entre 60 — 80°C dependendo do tipo de extrusor por um longo
periodo, com o objetivo de evaporar o vapor de dgua formado na superficie das particulas ao
final da extrus@o. No processo de determinacdo da umidade das particulas, a temperatura
aplicada foi 105°C. O aquecimento e o cisalhamento das matérias-primas durante a extrusao
promoveram o aprisionamento do OET na matriz, a formac¢ao do complexo amilose-lipidio e a
gelatinizacdo do amido. Desta forma, o composto ativo j4 estava protegido e a desidratagdo ndao
afetaria tanto a degradacdo do OET. A pressdo de vapor do material de recheio pode favorecer
a sua retencao no material de parede (AZEREDO, 2005). Uma informac¢do que corrobora esta
informacao € a pressdo de vapor do metabdlito timol e da 4gua. Aproximando-se a temperatura
de 105°C para 127°C (equivalente a 400K), de acordo com Stull (1947), a 400K a pressao de
vapor do timol € 0,032 bar e a pressdo de vapor da agua € 2,3 bar, ou seja, a tendéncia € que a
dgua volatilize mais do que o timol. Entretanto, de forma ideal, teria sido melhor a utilizacao

de estufa a vicuo no processo de desidratacdo e determinagdo do teor de umidade.
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Como a metodologia utilizada consistiu em estagnar a amostra em meio aquoso €, assim,
remover todos os CFT possiveis a partir da renovacdo de solvente em intervalos de tempo
determinados, é possivel verificar na Figura 41 a exaustdo das amostras em dgua a 25°C, o que
foi evidenciado pelo alcance do limite de deteccdo da curva do padrdo de acido gdlico. O
comportamento entre as curvas de cinética de liberacdo de CFT foi semelhante para os
diferentes teores de amilose, independentemente do tipo de recheio, com excecdo das
formulacdes com 1,8% de amilose, as quais liberaram maior teor de CFT inicialmente devido
a maior lixiviacdo (Figura 35B), mas atingiram a exaustdo mais rapidamente (Figura 41). E
importante destacar que para atingir a esgotamento das amostras, o tempo necessirio foi
andlogo ao tempo de inchamento maximo das particulas (superior a 12 h) conforme a Figura

34.

Observando a Figura 41 € possivel concluir que em relagdo ao metabdlito ativo, o
coeficiente de particdo limita a quantidade que ele pode estar disponivel em meio aquoso. O
comportamento de liberacdo das particulas € sustentado, uma vez que o timol é hidrofébico.
Seu coeficiente de particao (log P = 3,17) impde limitacdes termodinamicas para que ele ndo
deixe completamente a fase sélida e por isso € necessdrio renovar o solvente em intervalos de
tempo para aumentar o gradiente de concentracdo e, consequentemente, aumentar a difusio do

soluto.

E importante frisar que todos CFT detectados sdo provenientes do 6leo de tomilho, visto

que nao foram detectados CFT nos amidos de milho puros.

A partir da exaustdo da amostra, o teor de CFT foi obtido pelo somatério de CFT
quantificados em cada intervalo de tempo (item 4.4.1.12) e o total foi comparado ao maximo
apresentado pelo 6leo de tomilho nao encapsulado (item 5.1.2). A quantidade de 6leo presente
em cada particula foi utilizada para determinar o percentual em massa de 6leo liberado em uma

mesma aliquota de solvente, cujo resultado sera apresentado no item 5.3.1.12.
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Figura 41: Liberacdo de compostos fendlicos totais das particulas produzidas por extrusao
termopldstica com diferentes teores de amilose, diferentes tipos de recheio (com 6leo livre — A
e com 6leo emulsionado - B) e dois tipos de extrusores (MR: mono-rosca e DR: dupla-rosca)
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5.3.1.12. Cinética de liberacao de éleo

Na Figura 42A ¢é apresentada a cinética de liberacdo de 6leo das particulas contendo OET
livre. Para as amostras com 6leo livre como recheio, a formulagdo com 1,8% de amilose
apresentou a maior liberacao de OET (~47%), provavelmente devido a maior lixiviacdo (Figura
35B). As demais particulas apresentaram um comportamento de liberacdo semelhante, com
uma diferenga para a particula com 28% de amilose produzida em extrusor mono-rosca e para
a particula com 71% de amilose, as quais apresentaram uma liberagdo um pouco maior a partir
de 24 h. Apesar do menor teor de amilose permitir maior liberacdo, o sistema ndo conseguiu
manter uma liberacdo controlada, ou seja, constante ao longo do tempo, havendo reducao da
liberacdo apds 48 h e provavel menor protecdao ao OET, permitindo sua volatiliza¢do. As demais
amostras conseguiram manter constante a liberacdo (~18%), o que € interessante para manter
a atividade biolégica do sistema (efeito residual). E possivel verificar que a liberacio das
particulas com 28% de amilose produzidas em extrusores distintos foi diferente entre as
amostras, sendo que a particula produzida em extrusor dupla-rosca apresentou menor liberacao
do que aquela produzida em extrusor mono-rosca. Isto pode ter ocorrido devido as diferencas
durante o processamento que podem ocasionar alguns fatores que influenciam na liberacao do
ativo previamente citados na Tabela 7, tais como: teor de umidade, grau de gelatinizagdo e,
consequentemente, grau de mobilidade molecular, distribui¢do do ativo no polimero, formagao
do complexo amilose-lipidio. Tais fatores podem ser estendidos as diferencas entre os

mecanismos de inchamento e lixiviacdo também distintos entre as amostras.

De um modo geral, para as particulas com 6leo emulsionado como recheio Figura 42B,
a liberacao de 6leo foi menor, mas semelhantemente ao ocorrido com 6leo livre, a amostra com
1,8% de amilose apresentou maior liberacao (~23%), com reducdo acentuada da concentracdo
ao longo do tempo. A reducdo da liberacdo ao longo do tempo também é observada para as
amostras com 15 e 45% de amilose a partir de 48 h. Um comportamento diferenciado foi
apresentado pela particula com 71% de amilose: aumento relevante da liberagdo a partir de 24
h (~19%), indicando uma necessidade de maior tempo para a difusdo do 6leo de tomilho em

meio aquoso para esta formulacao.
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Figura 42: Cinéticas de liberagao de 6leo das particulas produzidas por extrusao termoplastica
com diferentes teores de amilose e tipos de recheio (com 6leo livre — A e com 6leo emulsionado
- B).

Para nenhuma formulagao foi possivel obter 100% de liberagao, devido a hidrofobicidade
do OET e a complexacdo do mesmo na cadeia de amilose. Mas isso ndo interferiu na atividade
bioldgica como sera discutido no item 5.3.2, pois a melhor formulacdo foi capaz de fazer uma

liberag@o controlada, protegendo o composto ativo e liberando-o em concentracdo suficiente
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para o objetivo almejado. Serd observado mais adiante também que maior liberacdo nio €
indicativo de maior atividade larvicida. Entretanto, como nem todo 6leo foi liberado do sistema

particulado, a redugdo da carga da particula € um parametro a ser pensado em trabalhos futuros.

Em geral, os mecanismos envolvidos ao imergir a particula na dgua sao:

1) A difusdo do soluto: dispersdo do 6leo do centro da particula para a superficie da

particula e da extremidade da particula para a dgua;

2) O inchamento: saida do 6leo pelo aumento dos poros do amido e expulsao do 6leo de

dentro da particula devido a entrada de agua;

3) A lixiviagdo: perda de sélidos pela solubilizacio do amido na 4gua; a lixiviacdao

fragiliza a estrutura da particula, favorecendo a saida do composto ativo;

4) A erosao: dissolucgdo parcial do amido na dgua dependendo do teor de amilose.

A hipotese dos gatilhos de liberac@o do 6leo € apresentada na Figura 43. Os mecanismos
ocorrem simultaneamente e a perda da cor amarela indica a lixivia¢ao dos sélidos, a hidratagdao
permite a abertura dos poros para liberacdo do dleo contido mais no centro da particula e
aumento do tamanho da matriz que aumenta o espacgo a ser percorrido para atingir a superficie

da particula e o 6leo emulsionado apresenta uma camada extra promovida pelo emulsificante.

Os resultados de inchamento, lixiviacao e liberacdo indicam que a emulsifica¢do do 6leo
com amido modificado antes da extrusdo termopldastica favoreceu a formacdo de uma camada
adicional em torno das moléculas de 6leo. Consequentemente, ao ser liberado, o 6leo saiu na
forma de emulsdo, e uma barreira a mais teria de ser ultrapassada para que o 6leo fosse liberado
da particula. Este resultado pode influenciar negativamente a atividade bioldgica do sistema,
visto que existe um periodo ideal para que a larva do mosquito seja eliminada, isto €, antes de
se tornar mosquito adulto. Caso esta formulagcdo seja escolhida para desenvolver outros
sistemas particulados, seria interessante verificar a atividade larvicida do 6leo pré-emulsionado

também.
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Figura 43: Esquema da hipétese dos mecanismos envolvidos na liberagdo de 6leo das particulas
produzidas por extrusdo termopléstica contendo 6leo de tomilho livre (A) e emulsionado (B).

5.3.1.13. Correlacao entre inchamento, lixiviacao e liberacao

Na Tabela 17 é possivel verificar a correlacao entre as varidveis inchamento e liberacao,

bem como entre lixiviacao e liberacdo de 6leo das particulas.

O coeficiente de correlagao Pearson varia de -1 (relacdo negativa) a +1 (relagdo positiva).
Quanto mais perto de 1 (independente do sinal) maior € o grau de dependéncia estatistica linear
entre as varidveis. Por outro lado, quanto mais préximo de zero, menor € a for¢a dessa relacao
(FIGUEIREDO FILHO; SILVA JUNIOR, 2009). Desta forma, ha uma classificacdo para os
valores dos coeficientes: 0 a 0,19 a correlagdo € muito fraca; 0,20 a 0,39 a correlacdo € fraca;
0,40 a 0,69 a correlacdo € moderada; 0,70 a 0,89 a correlacdo € forte; 0,90 a 1 a correlacdo €

muito forte.




Resultados e Discussdo 157

Os coeficientes de Pearson entre inchamento e liberacdo estao entre 0,70 a 0,98, indicando
uma correlacdo positiva e forte a muito forte. Entretanto, entre lixiviacdo e liberagdo os
coeficientes estdo entre -0,53 a 0,69, indicando que dependendo da formulacdo, a correlagdo é
negativa, nula ou positiva e de muito fraca a moderada. As particulas com 45% de amilose,
independentemente do tipo de recheio, apresentaram os maiores coeficientes de Pearson. As
particulas com 28% de amilose, independentemente do tipo de recheio e do tipo de extrusor,

apresentaram correlacio negativa entre lixiviacdo e liberacao.

Tabela 17: Correlacdo de Pearson entre as varidveis: inchamento e lixiviagcdo com liberacdo de
6leo de tomilho das particulas produzidas por extrusio termopldstica

Coeficiente da correlacao de Pearson

Tipo de Teor de Extrusor
recheio amilose (%) Inchamento e Lixiviacdo e
Liberacao Liberacao
1,8 DR 0,8186 0,6934
15 DR 0,9288 0,1695
28 MR 0,8138 -0,0584
Oleo livre
28 DR 0,9321 -0,4326
45 DR 0,9824 0,2876
71 DR 0,7524 0,0686
1,8 DR 0,9045 0,3920
15 DR 0,9301 0,7017
Oleo 28 DR 0,8978 0,534
emulsionado -89 -0,5349
45 DR 0,9720 0,3926
71 DR 0,7079 0,3667

De modo geral, as particulas apresentaram teor de sélidos lixiviados entre 5 a 16% em
média conforme a Figura 39. Ao comparar os valores de lixiviagdo com os coeficientes de
Pearson entre lixiviac@o e liberagcao, observa-se que as particulas que apresentaram os maiores
coeficientes de Pearson sdo as mesmas que apresentaram lixiviacdo mais expressiva. Isto pode
ter ocorrido devido aos diferentes graus de gelatinizagdo do amido devido as diferengas entre

as formulacdes, sendo que o amido com sua estrutura modificada quimicamente apresenta




Resultados e Discussdo 158

comportamentos distintos de inchamento e lixiviagdo. As amostras que lixiviaram em torno de

5 a 8%, os coeficientes de Pearson variam entre positivos e negativos, com mddulos distintos.

O mecanismo de liberagdo do composto ativo a partir de matrizes contendo polimeros
que incham ou erodem € muito complexo e ndo é completamente compreendido. Alguns
sistemas podem ser classificados como puramente difusivos ou controlados apenas por erosao,
enquanto a maioria dos sistemas exibe uma combinagdo desses mecanismos (LAMOUDI;
CHAUMEIL; DAOUD, 2016). Sendo assim, ndo é porque a correlacio de Pearson entre
lixiviacdo e liberacdo foi fraca que a erosdo nao influencia na liberacao do sistema particulado
produzido. As constantes dos modelos matemaéticos ajudam a entender um pouco mais sobre 0s

mecanismos predominantes ou a acdo simultinea deles, como serd apresentado na se¢dao

5.3.1.14.1.

-

Na Figura 44 sao mostrados os graficos das correlacdes entre as varidveis estudadas. E
possivel observar que dependendo do teor de amilose e do tipo de recheio, a correlacdo €

positiva ou negativa, linear ou ndo, ou nula.
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Tipo de
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Figura 44: Correlagdes entre as varidveis inchamento/liberagao e lixiviagao/liberacio para as particulas produzidas por extrusao termoplastica com
diferentes teores de amilose, tipos de recheio e extrusores [Mono-rosca (MR) e Dupla-rosca (DR)]
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A Figura 45 apresenta um exemplo da correlagdo entre as varidveis estudadas
(inchamento, liberagao e lixiviagao) da particula com 15% de amilose. Graficamente € possivel
verificar que a liberacdo e o inchamento se sobrepdem, principalmente nas primeiras horas de
imersdo em dgua, ao contrario da lixiviagcdo, o que corrobora os dados da Tabela 17. Isto implica
dizer que a cinética de inchamento da particula € um mecanismo que pode ser fortemente
utilizado para predizer a liberagdo de 6leo da particula. Salienta-se a importancia de realizar a
modelagem matemadtica de libera¢do de 6leo das diferentes particulas e verificar qual modelo
se ajusta melhor aos dados experimentais e, devido a correlacdo positiva e linear aqui
observada, que inclua a variacao do didmetro da particula devido a absorcao de dgua e lixiviagdo

de solidos ao longo do tempo.
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Figura 45: Comparagdo das cinéticas de inchamento, liberacdo de dleo e lixiviagdo das
particulas produzidas por extrusdo termopldstica com 6leo de tomilho livre com 15% de amilose
em extrusor dupla-rosca.

5.3.1.14. Modelagem matematica
5.3.1.14.1. Modelagem da liberacao de 6leo

A transferéncia de massa do composto ativo depende de inimeros aspectos (Tabela 7),
sendo que dependendo do tipo de formulacao, diferentes comportamentos de liberagdo foram
obtidos, uma vez que cada particula pode ter apresentado uma acomodagdo matricial distinta,

resultando em diferentes perfis de liberacdo. Os casos envolvidos na transferéncia de massa
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podem ser classificados e sdo definidos pelo valor do expoente n, que caracteriza os
mecanismos envolvidos na liberacdo, dos modelos Exponencial (Equacdo 24) e de Weibull

(Equacdo 25). Os casos sdo:

» Caso I ou difusdao Fickiana: a taxa de difusdo é muito menor que a de
relaxamento da matriz polimérica. Os sistemas que seguem esse tipo de mecanismo sao
descritos pelo parametro coeficiente de difusdo e apresentam o parametro exponencial n = 0,5
(DASH et al., 2010; TALON et al., 2017);

» Caso Il ou difusdo quasi-Fickiana: a velocidade de difusdo é muito maior do que
o processo de relaxamento da matriz polimérica e apresentam n < 0,5 [classificagdo de Talén
et al. (2017)] e n = 0,89 [classificacdo de Dash et al. (2010)]. Este tipo de mecanismo esta
envolvido com estresses e transicdo de estado em polimeros vitreos hidrofilicos, que incham
em dgua (PRAJAPATI et al., 2012);

» Super Caso II: mais de um mecanismo pode estar envolvido na cinética de
liberacao, isto €, ocorre a contribui¢do simultanea de processos como difusdo, intumescimento,
relaxagdo e erosdo da matriz polimérica, e n > 0,89 (DASH et al., 2010; PRAJAPATI et al.,
2012);

» Caso III ou difusdo ndo-Fickiana ou anomalo: ocorre quando as taxas de difusao
e de relaxamento sdo compardveis, isto é, tanto a difus@o do composto ativo na matriz hidratada
quanto a lixiviagdo modulam a liberagdo (LAMOUDI; CHAUMEIL; DAOUD, 2016) e
apresentam n> 0,5 [classificacdo de Talén et al. (2017)] 0,45 < n < 0,89 [classificagdo de Dash
et al. (2010)].

Sendo assim, de acordo com os valores de n para o modelo Exponencial apresentados na
Tabela 18, todas as particulas sao classificadas em quasi-Fickianas segundo Talén et al. (2017),
pois n < 0,5 e o mecanismo envolvido na liberagdo seria o inchamento. Para o modelo de
Weibull, a classificagdo dos mecanismos das formulacdes seriam: quase-Fickianas para as
particulas com 75% de amilose pois n < 0,5 de acordo com Talén et al. (2017), super Caso 11
para 15% de amilose com 6leo emulsionado pois n > 0,89 (contribui¢do simultanea da difusao,
lixiviacdo e inchamento) e nao-Fickiano para as demais formulacdes (a difusdo do composto
ativo na matriz inchada e a lixiviagdo modulam a libera¢do) de acordo com a classificacdo

proposta por Dash et al. (2010).




Resultados e Discussdo 162

Independentemente da formulagdo, as particulas com 28% de amilose nao puderam ser
ajustadas pelo modelo de Weibull, provavelmente porque apresentaram uma liberacdo linear e
crescente nos primeiros minutos de imersdo em 4gua e depois uma redugdo de liberacio nas
horas seguintes (Figura 42) ou porque atingiram o equilibrio de liberac@o (platd) em menor
tempo comparando-se com as demais formulacdes. Isto pode ter ocorrido devido a forte
influéncia do mecanismo de inchamento para esta formulacdo, sendo necessario estudar de
forma mais profunda um modelo que considere a variacdo do tamanho da particula ao longo do
tempo e verificar a sua adequacdo aos dados experimentais. Alguns modelos matematicos que
fazem essa consideracdo estdo disponiveis na literatura (ACHENIE; PAVURALA, 2017;
BOUKLAS; HUANG, 2012; GANIJI; VASHEGHANI-FARAHANI; VASHEGHANI-
FARAHANI, 2010; RADU et al., 2002; SWEIJEN; VAN DUIJN; HASSANIZADEH, 2017).

Formulagdes com 1,8% de amilose apresentaram altos valores de Dap, indicando que a
velocidade de liberacdo de OET € maior. Apesar disto, o sistema particulado ndo conseguiu
manter a liberacdo constante apds 24 h (menor protecdo do composto ativo) e € primordial
verificar se isto infere em melhor atividade biologica como serd discutido na se¢do 5.3.2.1. O
Dap foi minimo para as formulagcdes com maiores teores de amilose (apresentaram inchamento
pouco expressivo conforme Figura 34) e um maior detalhamento acerca da correlagio entre

inchamento e difusividade serd discutido na sec¢ao 5.3.1.14.3.
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Tabela 18: Parametros da modelagem da liberac@o de 6leo de tomilho das particulas obtidas por extrusdo termopldstica com dois tipos de extrusores

(MR — mono-rosca e DR — dupla-rosca), dois tipos de recheio e diferentes teores de amilose

Modelo Exponencial Modelo de Weibull Modelo Difusional
Tipo de recheio  Teor de amilose (%) Extrusor 1
k n SSR R k n SSR R? Das *10% gop k2
(b (h™") (m?s™)

1,8 DR 0,49 0,21 0,36 0,80 0,33 0,71 0,07 0,96 0,31 0,23 0,96

15 DR 0,59 0,15 0,25 0,75 0,54 0,54 0,06 0,94 0,20 0,13 091

) 28 MR 0,56 0,15 0,17 0,82 NS 0,12 0,22 0,94

Oleo livre

28 DR 0,41 0,09 5,97 0,40 NS 0,65 0,63 0,80

45 DR 0,64 0,14 0,35 0,69 0,74 0,70 0,06 0,94 0,25 0,19 0,90

71 DR 0,46 0,19 0,08 0,92 0,24 0,44 0,02 0,97 0,04 0,24 0,95

1,8 DR 0,57 0,17 042 0,72 0,46 0,79 0,01 0,99 0,31 0,41 0,93

15 DR 0,64 0,15 0,59 0,62 0,63 0,96 0,03 0,98 0,40 0,43 091

Oleo emulsionado 28 DR 0,84 0,09 0,56 0,46 NS 0,72 0,61 0,88
45 DR 0,58 0,15 0,26 0,76 0,52 0,60 0,02 0,98 0,17 0,22 0,93

71 DR 0,38 0,24 0,06 0,95 0,15 0,49 0,02 0,98 0,05 0,11 0,97

k: constante cinética que incorpora caracteristicas estruturais e geométricas da particula; n: expoente de liberagdo; SSR: soma dos quadrados dos
residuos; Dag: coeficiente de difusdo de 6leo de tomilho em dgua; R%: correlagdo entre os dados experimentais e os preditos pelo modelo. NS: dados
ndo suficientes para aplicar o modelo (erros matematicos).
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Os graficos das modelagens apresentadas na Tabela 18 podem ser consultados na Figura
46 para o modelo Exponencial, na Figura 47 para o modelo Difusional e na Figura 48 para o

modelo de Weibull.
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Figura 46: Relacao entre os dados experimentais € o modelo Exponencial da liberacdo de dleo
das particulas obtidas por extrusdo termoplésticas em funcdo do tipo de recheio (com 6leo livre
— A e com 6leo emulsionado - B), teor de amilose e tipo de extrusor [Mono-rosca (MR) e Dupla-
rosca (DR)]
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Figura 47: Relacdo entre os dados experimentais € o modelo Difusional da liberacido de 6leo
das particulas obtidas por extrusao termoplasticas em fun¢ao do tipo de recheio, teor de amilose
e tipo de extrusor [Mono-rosca (MR) e Dupla-rosca (DR)]
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Figura 48: Relacdo entre os dados experimentais e o0 modelo de Weibull da liberacao de dleo
das particulas obtidas por extrusdo termoplésticas em funcdo do tipo de recheio (com 6leo livre
— A e com 6leo emulsionado - B), teor de amilose e tipo de extrusor [Mono-rosca (MR) e Dupla-

rosca (DR)]
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Apesar das formulagdes com 28% de amilose ndo terem apresentado bom ajuste aos
modelos matemdticos de um modo geral, para as particulas com 71% de amilose,
independentemente do tipo de recheio, houve menor influéncia do mecanismo de inchamento
e os trés modelos avaliados apresentaram bom ajuste aos dados experimentais (Figura 49). Mas
os coeficientes de difusdo foram os menores também, indicando uma liberacdo mais lenta do
OET. Este resultado também pode influenciar na atividade bioldgica, pois como as larvas
podem se tornar pupa e, consequentemente, mosquitos transmissores de arboviroses, € ideal
que o tempo de acdo da particula seja de no maximo 48 h ou que a liberacdo seja mantida pelo
maior periodo possivel, como em caso de contato prévio da particula com a dgua e posterior
oviposic¢ao (efeito residual). Mas, isso ndo impede que esta formulacio seja utilizada para outras

aplicacdes, onde uma liberacao mais lenta seja desejavel.

A Experimental == == e Modelo Exponencial e+ Modelo de Weibull e Modelo Difusional
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Figura 49: Adequacgao de diferentes modelos matematicos aplicados na liberacdo da particula
obtida em extrusor dupla-rosca contendo 6leo de tomilho emulsionado e 71% de amilose

Na Figura 50 € possivel verificar a relagdo entre menor dimensao da particula e os valores
das constantes dos modelos Exponencial e de Weibull em fung¢@o do teor de amilose. Conclui-

se que nao ha uma relagao linear das constantes k e n com a dimensao das particulas.
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Tipo de
P . Constante k Constante n
recheio
mem Diametro  —#-Exponencial ¢~ Weibull o Diametro  =®—Exponencial ~#=Weibull
Oleo livre
1,8 DR 15DR 45DR 71 DR 1.8 DR 15DR 45 DR 71 DR
Teor de amilose (%) / Extrusor Teor de amilose (%) / Extrusor
Oleo
emulsionado
1,8 DR 15 DR 45 DR 71 DR 1,8 DR 15 DR 45 DR 71 DR
Teor de amilose (%) / Extrusor Teor de amilose (%) / Extrusor

Figura 50: Relagdo entre as constantes k e n dos modelos Exponencial e de Weibull com a menor dimensado das particulas obtidas extrusor mono-
rosca (MR) e dupla-rosca (DR)
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Nao foi possivel encontrar na literatura um sistema parecido com o desenvolvido nesta
tese. Contudo, filmes biodegradaveis ou outros tipos de particulas contendo 6leo de tomilho ou
timol incorporados ja tiveram sua modelagem de liberacdo estudadas, em diferentes solventes,
temperaturas e os principais resultados sdo discutidos a seguir. Dados sobre modelagem de

sistemas totalmente diferentes podem ser consultados na secao 3.2.4.

Nanotubos contendo OET para evitar a contamina¢do microbiana de tomates
apresentaram os seguintes parametros para o modelo exponencial em diferentes temperaturas
de ar como meio de liberacdo: 0,034 < k < 0,341(unidade de tempo nao descrita) e 0,59 < n <
0,80, indicando transporte nao-Fickiano (LEE; SEO; PARK, 2017). Filmes de amido de ervilha
e de quitosana contendo extrato de tomilho apresentaram os seguintes parametros do modelo
Exponencial em 4dgua a temperatura ambiente: 0,35 < k£ < 0,84 h'e 0,055 <n<0,111, indicando
transporte quasi-Fickiano e super transporte do Caso II, provavelmente devido a solubilizagcdo
parcial do filme no solvente, o que pode influenciar na liberagio de tomilho (TALON et al.,
2017). Resinas antibacterianas contendo timol em formato de discos foram avaliadas quanto ao
seu inchamento e liberacdo em diferentes solventes e, em dgua pura como meio de liberagao,
as resinas apresentaram o segundo menor inchamento, a menor liberagdo de timol e os seguintes
valores em fun¢@o do modelo aplicado: k = 0,1296 e n = 0,256 para o modelo exponencial e k
= 0,1315 e n = 0,311 para o modelo de Weibull (PILATI et al., 2013), ndo tendo sido
apresentada a unidade de k. Filmes antimicrobianos de poli(4cido lactico) com fibras de kenaf
em solugdes aquosas de etanol sob diferentes temperaturas apresentou os coeficientes difusivos:
0,29%10'2 < Dap < 10,0510 m2 s! a partir do modelo difusional (TAWAKKAL; CRAN;
BIGGER, 2016).

Em sintese, os dados encontrados para os extrusados contendo OET estdo de acordo com
os dados da literatura (LEE; SEO; PARK, 2017; PILATI et al., 2013; TALON et al., 2017;
TAWAKKAL; CRAN; BIGGER, 2016) e variaram da seguinte forma: 0,377 < k < 0,843 h'le
0,09 < n < 0,24 para o modelo Exponencial; 0,15 <k < 0,63 h'le0,44<n<0,96 para o modelo
de Weibull; 0,05%10712 < Dag < 0,72%107'2 m2 s! para o modelo Difusional. Como mencionado
anteriormente, a variagdo € influenciada pelo tipo de sistema, formato, dimensdo e mecanismos

de liberagdo.
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5.3.1.14.2. Modelagem do inchamento e da lixiviacao

Como o modelo de Weibull foi o que apresentou os melhores ajustes para a liberacao de
OET (maiores valores de R? e menores valores de SSR) conforme a Tabela 18, ele também foi
aplicado para modelar as cinéticas de inchamento e de lixiviagao, inclusive das particulas sem
recheio. Os resultados podem ser consultados na Tabela 19 e na Figura 51 para a modelagem

do inchamento e na Figura 52 para a modelagem da lixiviag@o.

Devido ao comportamento com oscilagdes entre maximos e minimos das cinéticas de
lixiviagdo das particulas, o modelo de Weibull ndo ajustou a maioria dos dados adequadamente.
Por outro lado, Machado et al. (1998) conseguiram encontrar um bom ajuste do modelo de
Weibull aos dados experimentais de absorcao de dgua e perda de sélidos de cereais matinais de
milho e de manteiga de amendoim imersos em 4gua. Eles verificaram também uma correlacio
inversamente proporcional entre o aumento da temperatura da 4gua e a constante k do modelo
de Weibull (parametro de velocidade), indicando que o inchamento e a lixiviagdo demoram

menos para atingir o equilibrio quanto maior a temperatura da dgua.

Da mesma forma que aconteceu na modelagem da liberacdo do 6leo, nao foi possivel
modelar o inchamento e a lixiviacdo de algumas formulacdes com o modelo testado devido a
erros matemadticos, sendo necessario buscar aplicar um modelo que considere a variagdo do

diametro da particula ao longo do tempo.

Para o presente estudo, foi verificada a correlagdo entre as constantes k e n do modelo de
Weibull e a menor dimensao das particulas como mostra a Figura 53. Da mesma forma como
foi para a liberacao de 6leo, ndo foi possivel verificar uma correlagdo proporcional entre tais
varidveis. Porém, uma correlacdo entre as constantes da modelagem da liberagdo e do

inchamento apresentaram correlagdes interessantes como serd discutido no item a seguir.
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Tabela 19: Parametros da modelagem da liberac@o de 6leo de tomilho das particulas obtidas por extrusdo termoplastica com dois tipos de extrusores
(MR — mono-rosca e DR — dupla-rosca), dois tipos de recheio e diferentes teores de amilose

) Teor de Inchamento Lixiviacao
Tipo de .
hei amilose Extrusor
rechelo (%) k (b n SSR R? k (b n SSR R
28 MR 0,26 1,27 0,05 0,94 0,09 1,35 0,04 0,94
] 28 DR 0,28 0,58 0,08 0,93 0,06 0,48 0,27 0,76
Sem recheio

45 DR 0,70 0,53 0,12 0,89 0,27 0,86 0,65 0,81
71 DR 2,15 0,70 0,03 0,94 0,58 2,38 12,50 0,26
1,8 DR 1,08 0,58 0,19 0,76 0,14 0,25 0,13 0,74

15 DR 0,62 0,67 0,05 0,95 NS

, ] 28 MR 0,42 0,77 0,02 0,96 NS

Oleo livre

28 DR 0,49 0,70 0,02 0,98 NS

45 DR 0,90 0,64 0,01 0,98 NS

71 DR 2,85 0,85 0,14 0,73 NS
1,8 DR 1,39 0,60 0,05 0,91 0,85 1,32 0,85 0,60
) 15 DR 0,30 0,88 0,04 0,98 0,09 0,38 0,15 0,82

Olew 28 DR 0,75 0.74 0.07 0.96 NS

emulsionado

45 DR 0,77 0,70 0,04 0,97 0,38 0,09 0,29 0,15
71 DR NS 1,51 0,08 1,07 0,03

k: constante cinética que incorpora caracteristicas estruturais e geométricas da particula; n: parametro de velocidade; SSR: soma dos quadrados dos
residuos; R?: correlagdo entre os dados experimentais e os preditos pelo modelo. NS: dados ndo suficientes para aplicar o modelo (erros
matematicos).
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Figura 51: Relac@o entre os dados experimentais e o modelo de Weibull do inchamento das
particulas obtidas por extrusio termopldasticas em funcao do tipo de recheio (sem recheio — A,
com Oleo livre — B e com 6leo emulsionado - C), teor de amilose e tipo de extrusor [Mono-
rosca (MR) e Dupla-rosca (DR)]
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Figura 52: Relacdo entre os dados experimentais e o modelo de Weibull da lixiviagdo das
particulas obtidas por extrusdo termoplasticas em func¢do do tipo de recheio, teor de amilose e
tipo de extrusor [Mono-rosca (MR) e Dupla-rosca (DR)]
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s Dp -~k =®-n

Teor de amilose (%) / Extrusor

28 MR 28 DR 45 DR 71 DR
Teor de amilose (%) / Extrusor
1,8 DR 15 DR 28 MR 28 DR 45 DR 71 DR

1,8 DR 15 DR 28 DR
Teor de amilose (%) / Extrusor

45 DR

Figura 53: Relagdo entre os dados experimentais € o modelo de Weibull do inchamento das
particulas obtidas por extrusdo termopldsticas em fun¢@o do tipo de recheio (sem recheio — A,
com Oleo livre — B e com 6leo emulsionado - C), teor de amilose e tipo de extrusor [Mono-

rosca (MR) e Dupla-rosca (DR)]
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5.3.1.14.3.  Correlacao entre os parametros da modelagem da liberacao
de dleo e do inchamento

Na Figura 54 é possivel verificar as tendéncias das constantes k e n do modelo de Weibull
e da difusividade obtida a partir do modelo Difusional para a modelagem da liberacdo de 6leo

e do inchamento das particulas com diferentes teores de amilose e tipos de recheio.

Verifica-se que quanto maior o valor de k (seja de liberagdo ou de inchamento), menor o
tempo para o equilibrio ser atingido. Para as particulas com 6leo livre (Figura 54A), quanto
maior o coeficiente de difusdo (Dag), maior a quantidade de 6leo liberada no equilibrio
(Meyiperacao) € menor o inchamento no equilibrio (Mejnchamento)- O Kinchamento apresenta
comportamento inversamente proporcional a0 Mé,chamento €M fungdo do teor de amilose,
como era esperado de acordo com Equacdo 25. O Me;,chamento € proporcional ao kiiveracao,
como foi previamente correlacionado no item 5.3.1.13, indicando que o mecanismo de
inchamento influencia fortemente a liberagdao de OET. Por sua vez, o Dag € proporcional ao ao
Kiiberacao, pOis quanto menor o valor de k, menor o tempo para atingir o equilibrio; o Dag é
proporcional a0 Meé;,chamento» POIS quanto maior o inchamento, mais rdpida é a difusdo do

Oleo.

Para as particulas com 6leo emulsionado (Figura 54B), quanto maior a Dsg, menor é

Mejiperacao € maior € Meichamento- O Kinchamento € inversamente proporcional a0 Mejychamento-
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I Dab liberagdo —®—k liberagdo —&— Me liberacio —— Me inchamento —¢— k inchamento

A
1,8 DR 15 DR 45 DR 71 DR
Teor de amilose (%) / Extrusor
mmmw Dab liberagdo —M—Meinch —¢—kinch —®—klib —&—Melib
B

1,8 DR 15DR 45 DR
Teor de amilose (%) / Extrusor

Figura 54: RelacOes entre a quantidade de 6leo liberada no equilibrio (Me liberagdo), isto €, em
t = 96 h, inchamento no equilibrio (Me inchamento), constante k do modelo de Weibull e
difusividade do 6leo de tomilho em dgua (D) obtida pelo modelo difusional para particulas
obtidas em extrusor dupla-rosca (DR) por extrusdo termoplédstica com diferentes teores de
amilose, com 6leo livre (A) e com 6leo emulsionado (B).
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5.3.2. Caracterizacao biolégica

5.3.2.1. Atividade contra larvas em estadio mais avancado (L.3)

Na Tabela 20 € possivel verificar a atividade biolégica de todas as particulas produzidas
em dois tempos de contato diferentes com as larvas. De modo geral, as particulas com 6leo de
tomilho emulsionado apresentaram menor atividade larvicida em relacdo as particulas
produzidas com o 6leo livre. Nas primeiras 24 h, a mortalidade méxima foi ao redor de 30%,
enquanto que nas 48 h seguintes, a mortalidade maxima estava ao redor de 80%. Para este tipo
de recheio, os teores de amilose que proporcionaram melhores resultados foram 28 e 45%. A
formulacdo com 45% de amilose apresentou correlacdo de Pearson positiva e muito forte entre

inchamento e liberacdo (Tabela 17).

Tabela 20: Atividade larvicida das particulas produzidas por extrusdo termoplastica com amido
com diferentes teores de amilose em dois extrusores distintos [Mono-rosca (MR) e Dupla-rosca
(DR)] contra larvas de Aedes aegypti linhagem Rockfeller estddio L3

Tipo de Teqr de Mortalidade (%) em funcao do
recheio amilose Extrusor tempo de contato
(%) 24h 48 h
1,8 DR 23,0+ 10,4 <8 77,0+ 16,6 24
15 DR 86,0+13,1*4  100,0+0,62*
. 28 MR 50,0+ 13,6 4B 850+2,5®A
Oleo livre 28 DR 81,0+£11,4®4  97,0+2,32A
45 DR 73,0+9,1 ®B 95,0 4,134
71 DR 450+ 11,48 880+ 1,1 %A
1,8 DR 14,0 + 8,4 B 57,0 + 4,1 <A
) 15 DR 12,0 +4,1 B 47,0+ 14,344
emu(l)sliz(r’l oo 28 DR 32,0+ 16,1 %B g2+ 1A
45 DR 34,0+8,1 4B 820+72A
71 DR 19,0+ 11,4 %8B 68,0+ 13,354

Letras iguais maidsculas na mesma linha indicam que as médias nao diferem entre si pelo Teste
de Tukey ao nivel de 95% de significancia em relacdo ao tempo de contato; Letras iguais
mindsculas na mesma coluna indicam que as médias ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey
ao nivel de 95% de significancia em relagdo as diferentes amostras.

Comparando os diferentes tipos de processamento, as particulas com 28% de amilose
produzidas com O6leo livre no extrusor dupla-rosca apresentaram maior atividade larvicida nas

primeiras 24 h (Tabela 20), mas igual estatisticamente as particulas produzidas no extrusor
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mono-rosca. Entretanto, as dltimas ndo diferiram significativamente de amostras com baixa
mortalidade, podendo ser considerada inferior. Também nao houve diferenca significativa entre
as duas formulacdes apds 48 h de contato. Isso pode ter ocorrido devido ao menor inchamento
e a menor lixiviagdo das particulas produzidas no extrusor mono-rosca (item 5.3.1.6),
promovidas por diferentes teores de umidade, grau de gelatinizagdo e distribuicdo do composto

ativo no polimero adquiridas devido as diferentes condi¢cdes de processamento.

O aumento do tempo de contato permitiu maior atividade larvicida para todas as
particulas, pois o OET precisa de um determinado tempo para sair da particula, se dissolver na
dgua e agir sobre larva (item 5.3.1.12). Contudo, apenas duas amostras ndo apresentaram
diferenca significativa entre os tempos de contato (Tabela 20), foram elas: 15 e 28% de teor de
amilose com 0leo livre produzida em dupla-rosca. Isto porque nas primeiras 24 h a eficiéncia
larvicida € atingida, ndo sendo necessario esperar 48 h para ter a eficiéncia maxima como para
as demais amostras. Isto é importante do ponto de vista bioldgico, pois quanto antes a larva for

eliminada, menores sio as chances de atingir a fase adulta e se tornar um vetor de arboviroses.

A particula com 15% de teor de amilose e 6leo livre como recheio foi a tinica amostra na
qual nenhuma larva permaneceu viva ap6és 48 h (Tabela 20) e isso € muito importante, pois
evita a selecdo de larvas resistentes ao composto natural. Relembrando ainda, esta formulagdo
apresentou alta EE (Tabela 16), cinética de inchamento intermediaria (Figura 39A), cinética de
liberacdo intermedidria e constante (Figura 42A) e forte correlacdo entre as varidveis
inchamento e liberacdo (Tabela 17). Sendo assim, ela foi considerada a melhor formulacao

obtida e selecionada para os testes bioldgicos seguintes.

A particula com 1,8% de amilose apresentou a maior liberagdo dentre as amostras com
6leo livre (Figura 42A), bem como a maior lixiviacdo (Figura 35B), entretanto o dleo liberado
nao foi capaz de eliminar as larvas em sua totalidade (Tabela 20), pois ele foi menos protegido
e pode ter volatilizado do sistema, sendo pequeno o tempo de acdo. Enquanto isso, a particula
com 71% de amilose com 6leo livre liberou ~ 15% de 6leo em 12 h e depois ~22% em 48 h e
este aumento ndo proporcionou melhor atividade larvicida, pelo contrério, ela foi tardia, pois

apo6s 24 h, apenas 19% das larvas haviam sido eliminadas (Tabela 20).

Sendo assim, € necessario fazer uma analogia entre atividade larvicida e a liberagdo de
6leo das particulas entre os diferentes tipos de recheio em funcdo do teor de amilose, como

mostra a Figura 55. E fato que as particulas com 6leo de tomilho livre apresentaram maior
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atividade larvicida do que as particulas com 6leo emulsionado, provavelmente devido ao maior
teor de amilose que o Capsul proporcionou as formulagdes (ver item 4.3.3), de modo que outros
tipos de agentes emulsificantes também biodegraddveis poderiam apresentar melhores
resultados. Contudo, a informagao principal apresentada é que a maior liberacdo de 6leo nao
indica maior atividade bioldgica. Isto pode ser observado principalmente para as particulas com
28% de amilose produzidas no extrusor mono-rosca € as particulas com 1,8% de amilose
produzidas no extrusor dupla-rosca com 6leo livre e com 6leo emulsionado. Isto significa que
as condicdes de processamento, teor de amilose e tipo de recheio estdo exercendo forte
influéncia na atividade bioldgica das particulas e o importante € que: a formulacdo mantenha a
liberacdo de 6leo constante e de forma controlada; proteja o 6leo da maneira mais eficaz
possivel. Essas duas condi¢des foram atingidas pela formulacdo com 15% de amilose e dleo

livre como recheio. Isso corrobora também pela escolha desta como a melhor formulagao.

A particula com 15% de amilose, a melhor formulagdo, resultou em liberacdao de déleo
igual a 18%. Isto significa que o 6leo sofre pequena parti¢ao para a fase aquosa, representando
um potencial incremental superior a 80% para a liberacdo em dgua apds uma maior exposi¢ao
e/ou dilui¢do do sistema. Este resultado € relevante, pois indica que a matriz pode manter o 6leo
por mais tempo e liberd-lo em quantidade suficiente para matar as larvas por longo periodo,
como seré apresentado no teste de efeito residual da particula (item 4.4.2.4). Além disso, outro
dado interessante € que ela foi a unica que eliminou 100% das larvas em 48 h, apresentando
concentragio letal igual a 31 pg mL™! (calculada conforme a Equacdo 28), isto é, trés vezes
menor que a concentracdo letal do 6leo ndo encapsulado (CLgo igual a 94 ug mL™! conforme a
Tabela 10). Ao mesmo tempo, a concentracdo de 6leo liberada da particula € muito inferior
daquela considerada toxica para mamiferos: a concentragdo de timol, principal metabdlito do
6leo de tomilho, considerada téxica para camundongos é de 1800 mg kg™! (KOUL; WALIA;
DHALIWAL, 2008).
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Figura 55: Comparacdo da atividade larvicida apos 48 h e liberacdo de 6leo das particulas
produzidas por extrusdo termopldstica com diferentes teores de amilose e tipos de recheio apds
48 h de contato

5.3.2.2. Atividade contra larvas recém-eclodidas (L1)

Na Tabela 21 € possivel verificar a atividade larvicida da melhor formulagdo de particulas
contra larvas recém-eclodidas. A taxa de eclosdo ndo diferiu significativamente entre a amostra
e o controle. Isto infere dizer que as particulas ndo impedem a eclosao das larvas. Entretanto,
no tratamento controle, nenhuma larva morreu, mas com a presenca das particulas, as larvas

morreram. Em resumo, os ovos ao entrarem em contato com &dgua nas condi¢des Otimas
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(alimento, pH, temperatura, pressdo, luminosidade, modo estético), as larvas eclodem, mas

morrem em até 48 h na presenca das particulas.

Tabela 21: Percentual de larvas eclodidas a partir de ovos de Aedes aegypti linhagem
Rockefeller e atividade larvicida da particula obtida com 15% de amilose com 6leo livre como
recheio obtida em extrusor dupla-rosca contra larvas em estddio L1

Amostra Eclosao (%) Mortalidade (%)

Controle 73,6 +6,92 0,0+0,0°
Particula 64,0+7,0% 99,8 +0,3%

Letras iguais na mesma coluna indicam que as médias ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey
ao nivel de 95% de significancia

Estes resultados sao muito relevantes, pois mostram a aplicabilidade do produto:
pensando em um recipiente seco, em caso a mosquito fémea deposite seus ovos, caso chova
(objeto exposto a céu aberto) ou alguém coloque 4gua intencionalmente (vaso de planta), as
particulas serdo eficientes em eliminar todas as larvas L1 que eclodam dos ovos, ou, caso ja
exista dgua parada com larvas L3 no recipiente, as particulas também serdo capazes de eliminar
todas as larvas. Além disso, os ovos podem manter sua vitalidade durante meses em ambiente
seco e as particulas também. Com a adi¢do de dgua ao recipiente contendo os ovos, haverd

eclosdo, mas seguida de morte de todas as larvas.

Outra grande vantagem, pensando ainda na aplicabilidade, é a possibilidade de
comercializar e aplicar as particulas s6lidas a domicilio com o auxilio de agentes de satde ou
individuos comuns que encontrem focos em dreas urbanas ou rurais de maneira simples, eficaz
e com quantidade infima de particula (500 mg a cada 100 mL de 4gua), o que ndo seria tdo
simples com o 6leo de tomilho em sua forma livre (liquido). Como as particulas incham ao
longo do tempo, € possivel que o agente de saude ou a populagdo em geral visualize as particulas
em tamanho maior mais facil de ser removido do recipiente ou simplesmente retire as particulas

e faga a reposicdo com novas particulas. O estudo do efeito residual serd apresentado na se¢dao

5.3.2.4.
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5.3.2.3. Atividade contra larvas de populacio resistente (L3)

A atividade larvicida da melhor formulacgdo contra larvas resistentes é apresentada na
Tabela 22. Para ambas as popula¢des, ndo houve diferenga significativa entre os tempos de
contato entre particulas e larvas. Além disso, as particulas mantiveram a eficiéncia contra a
populacdo resistente a inseticidas. Desta forma, as particulas podem ser aplicadas com a certeza

de que as larvas, sejam elas resistentes ou ndo, serdo eliminadas.

Tabela 22: Atividade larvicida das particulas com 6leo de tomilho livre e 15% de amilose
produzidas em extrusor dupla-rosca contra diferentes linhagens de Aedes aegypti em estadio L3
Mortalidade (%) em funcao do

tempo de contato

Populacao
24 h 48 h

Resistente 1 79,0+ 14,0° 99,0+1,0%
Rockfeller 2 86,0+ 13,0% 100+0.6%

Letras iguais na mesma coluna indicam que ndo houve diferenca significativa ao nivel de 95%
de confianga

1 Média de dois bioensaios (n = 100) realizados em dias diferentes

2 Média de trés bioensaios (n = 100) realizados em dias diferentes

5.3.2.4. Efeito residual

O efeito residual da melhor formulacdo pode ser observado na Figura 56. Ao comparar
as particulas na mesma concentracio da CLo9 do OET ndo encapsulado (94 pg mL™'), é nitido
o aumento da protecio do OET promovida pela microencapsulacido, pois as particulas
mantiveram a total mortalidade larval até o 11 ° dia e inferior a 50% apenas no 17 ° dia, enquanto
que o OET nao encapsulado no 3 ° dia ja tinha sua eficacia reduzida (< 20% de mortalidade).
Este resultado indica que as particulas podem ser utilizadas por até 11 dias e a mortalidade sera

mantida, sem selecionar larvas resistentes (sobreviventes).

Ao comparar os tratamentos com particulas na mesma concentragdo da CLgg das

, -1 ~ ~
particulas (31 ug mL™"), observa-se que mesmo em concentragdo menor do que concentragao
do tratamento com OET ndo encapsulado, a eficiéncia € superior para as particulas. Isto
significa que o sistema protege o OET e libera o ativo gradualmente, sendo mais eficaz. Ao

comparar a varia¢ao do volume para a mesma concentragdo, tem-se que para volume reduzido,
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a mortalidade foi mantida por mais tempo (100% até 7 ° dia), pois a concentra¢do de ativo
aumentou devido a remocdo de d4gua. Ao contrdrio, para o tratamento com volume aumentado,
houve dilui¢do do ativo e a mortalidade decresceu mais rapidamente, mantendo 100% de

mortalidade apenas até o 5 ° dia. Nenhuma mortalidade foi observada no tratamento controle.

A seguir serdo relatados alguns exemplos de efeito residual de sistemas particulados

encontrados na literatura.

O efeito residual de particulas de gelificadas contendo o larvicida sintético DD VP (fosfato
de 2,2-diclorovinildimetil) apresentou apenas 70% de mortalidade no 1° dia e gradualmente
diminui para 50% no 7 ° dia (PAULA; PAULA; BEZERRA, 2006a). Por outro lado, particulas
de gelificadas contendo o larvicida sintético temefés manteve 100% da mortalidade durante 7
dias, mas a eficiéncia diminuiu gradativamente para 60% e manteve o efeito residual por até 6
meses (BADAWY et al.,, 2015). Particulas gelificadas contento o larvicida sintético
imidacloprida produzidas com diferentes concentracdes de materiais de parede e aquelas com
menores concentracdes de alginato proporcionaram maior efeito residual (80% em 5 dias), mas
nao houve diferencga entre os tratamentos com 20 mg de particulas e o larvicida nao encapsulado
ap6s 96 h (LIM; AHMAD, 2017), ao contrario dos resultados apresentados nesta tese. Atenta-
se ao fato de que a ndo eliminacdo de 100% das larvas pode levar a de selecao de larvas

resistentes.

Schwartz et al. produziu dois sistemas diferentes de libera¢do controlada com larvicidas
sintéticos com a utilizacao de surfactante. Um sistema continha piriproxifen e as particulas eram
porosas, flutuavam na superficie da dgua, a liberagdo de ativo foi entre 10 — 80% entre 100 —
120 dias, entretanto a atividade larvicida das particulas, tampouco o efeito residual, foram
avaliadas (SCHWARTZ et al., 2003a). Outro sistema continha ciromazina e foi produzido por
extrusdo, com o intuito de produzir particulas densas e as mesmas sedimentaram na agua, 80 —
100% do ativo foi liberado entre 2 — 21 dias (SCHWARTZ et al., 2003b) e a melhor formulagdo
eliminou uma grande quantidade de larvas de Cx. pipiens apenas ap6s 8 dias (SCHWARTZ et
al., 2001).




Resultados e Discussdo 184

A— Oleo livre a 94 ug/mL a volume constante Particula a 94 pg/mL a volume constante
Particula a 31 pg/mL a volume constante —%— Particula a 31 ug/mL a volume renovado
—@— Particula a 31 pg/mL a volume aumentado —@— Particula a 31 pg/mL a volume reduzido
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Figura 56: Efeito residual contra larvas de Aedes aegypti linhagem Rockfeller em estdgio L3
do ¢6leo de tomilho ndo encapsulado e da particula com 15% de amilose e 6leo livre como
recheio produzida em extrusor dupla-rosca, com varia¢do ou manuten¢do do volume da solugdo
e diferentes concentragdes

Kanis et al. (2012) produziram particulas de dleorresina de copaiba com dois polimeros:
um natural (acetato de celulose) e outro sintético [PEMA - poli (acrilato de etileno-metila]. A
6leorresina ndo encapsulada apresentou CLso igual a 48 mg L', enquanto que as particulas
apresentaram CLso entre 42 - 140 mg L', sendo as menores CLso obtidas com o polimero
natural. Apesar das atividades larvicidas terem sido semelhantes, a microencapsulacdo preveniu
a separacao de fases (0leo/dgua). Além disso, o acetato de celulose como material de parede
melhorou a liberagdo de dleorresina e, consequentemente, aumentou a mortalidade larval, mas
as particulas com o polimero natural apresentaram efeito residual semelhante a dleorresina ndao
encapsulada e ambas mantiveram 100% de mortalidade até o 5 ° dia. Isso infere dizer que o uso
de sistemas controlados precisa ser cuidadosamente avaliado, pois nem todos eles dardo o efeito

positivo desejado em relacdo a eficacia do larvicida.
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6. CONCLUSAO

Na presente tese foi possivel desenvolver um sistema particulado biodegraddvel para
liberar controladamente 6leo essencial de tomilho como larvicida natural contra Ae. aegypti. A
microencapsulacao foi eficiente, pois mesmo tendo sido aplicada temperatura de 100°C durante
a extrusdo, as particulas apresentaram entre 48 a 69% de eficiéncia de encapsulacdo e a sua
atividade bioldgica foi preservada. Foi verificado que a liberac@o do 6leo de dentro da particula
¢ dependente do grau de hidratagdo e de lixiviagdo da formulacdo (condi¢des operacionais do
extrusor, teor de amilose e tipo de recheio). A liberacdo de 6leo de tomilho foi fortemente
correlacionada ao mecanismo de inchamento e que maior liberagdo ndo significou maior
mortalidade larval. A formulacdo com 15% de amilose e 6leo de tomilho livre como recheio
produzida em extrusor dupla-rosca se destacou entre todas produzidas em relacio a capacidade
de liberar controladamente, proteger mais o composto ativo e de eliminar 100% das larvas. Ela
também foi eficaz contra larvas recém-eclodidas e larvas de populagdo resistente a inseticida.
O sistema particulado apresentou uma concentracdo letal trés vezes menor e manteve a

mortalidade 10 dias a mais, ambos comparados ao 6leo de tomilho ndo encapsulado.

As particulas sdo ideais para aplicacdo em ambientes externos como recipientes
armazenados/descartados de maneira incorreta expostos ao acumulo de dgua (pneus, copos) e
em ambientes internos (vasos de plantas e ralos de banheiro desprotegidos). Como a lixiviagao
do amido na dgua é relativamente pequena, ndo hd maior preocupagdo com a polui¢do da mesma
com o teor de solidos perdidos, principalmente pensando no tipo de recipiente ideal para
aplicacdo das particulas. O sistema particulado pode ter outras aplicagdes mais amplas contra
outros organismos (microrganismos, insetos, larvas de mosquitos de outras espécies). Como o
amido e o 6leo essencial de tomilho tém aplicacdo em alimentos, de acordo com adaptacdes no
processamento e testes de toxicidade, as particulas poderiam ter sua aplicacdo estendida para a
area alimenticia, como condimento ou aromatizante. Outras aplicagdes do sistema carreador
desenvolvido, também apds adaptacdes na formulagdo, seriam: desinfetante e aromatizante em
sistemas de refrigeracdo, veiculo para farmacos na aquicultura, herbicidas para aplicagdo em

solos, substancias promotoras de crescimento de plantas, dentre outras aplicagdes.
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8. ANEXOS

8.1. SUGESTOES PARA OUTROS TRABALHOS FUTUROS

Como sugestdes para trabalhos posteriores, seria interessante continuar o estudo do

desenvolvimento de carreadores biodegraddveis de baixo custo de acordo com as seguintes

possibilidades:

>

Realizar a atividade larvicida do extrato de neem obtido a partir das suas sementes, a fim
de obter maior concentracdo de azadiractina; em seguida, verificar a estabilidade da
azadiractina por quantificacdo por cromatografia liquida antes de avaliar a sua atividade
bioldgica, pois este metabolito pode ter degradado devido ao longo da vida ttil do extrato,

pela acao do calor, oxigénio, luz ou da 4gua;

Verificar a atividade larvicida de um composto hidrofilico com a hipétese de ter maior
afinidade pelo meio aquoso e se difundir mais facilmente, visto que o neem com menor
coeficiente de particido dentre os larvicidas testados ndo apresentou eficiéncia. Em caso de
éxito, microencapsular com os mesmos parametros da melhor formulacao (15% de amilose
com 6leo essencial de tomilho livre), para enfim comparar os desempenhos fisico-quimicos

e bioldgicos das particulas produzidas com o composto;

Reduzir a quantidade de 6leo de tomilho livre para 3% para a melhor formulacdo e verificar

a manutencao da efici€ncia larvicida das particulas;

Avaliar a atividade larvicida das particulas com menor quantidade de particulas no teste e

verificar a manuten¢do da eficiéncia larvicida das particulas;

De acordo com a revisdo de literatura, o 6leo essencial da casca de laranja apresenta boa
atividade larvicida, o que aliado ao fato da matéria-prima estar sendo reaproveitada, o
coeficiente de particdo do metabdlito limoneno ser inferior ao do timol, seria interessante
utiliza-lo como substituto ao dleo essencial de tomilho na microencapsulacdo com a melhor
formulag@o. Se os resultados forem positivos, testar também a mistura entre os dois 6leos
essenciais em diferentes propor¢des e verificar o possivel efeito sinergistico e/ou

potencializador da mistura;

Variar os parametros operacionais durante a microencapsulacdo, tais como velocidade da

rosca, temperatura e pressdo no extrusor dupla-rosca;

Fazer a andlise de viabilidade econdmica da produ¢do industrial da melhor formulacao;
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» Desenvolver ou aplicar um modelo matematico para a libera¢do de 6leo que considere a
alteracdo do tamanho da particula ao longo do tempo para mais (inchamento) e para menos

(lixiviagdo) e verificar a sua adequagdo aos dados experimentais;

» Registrar as cinéticas de inchamento, lixiviag@o e liberagdo com fotografias tiradas em

microscopio para aferir a variacdo individual de tamanho;
» Avaliar a toxicidade das particulas frente a outros organismos aquaticos;

» Testar outros agentes emulsificantes para melhorar a interagdo do éleo de tomilho no meio
aquoso, como lecitina por exemplo, e avaliar a atividade larvicida do 6leo emulsionado

antes de utiliza-lo como material de recheio na microencapsulago;

» Determinar a quantidade de 6leo na superficie das particulas referente a andlise de

eficiéncia de encapsulacao;
» Determinar a atividade de dgua para confirmar a estabilidade das particulas;

» Definir a vida util das particulas, tanto para fins de armazenamento/comercializa¢do, como
para acompanhar o efeito protetor do sistema ao 6leo essencial de tomilho, por andlise de

calorimetria exploratdria diferencial por exemplo;

» Realizar a andlise de microscopia eletronica de varredura das particulas apds sua fratura,

mediante congelamento prévio, para comparar as estruturas superficial e interna;

» Tentar quantificar a lixiviagdo de sdlidos das particulas por variagdo da absorbancia da

solu¢do além da variacdo em massa.

8.2. CADASTRO DA PESQUISA NO SISGEM

A pesquisa foi cadastrada no Sistema Nacional de Gestdao do Patrimonio Genético e do

Conhecimento Tradicional Associado sob o nimero #ADE6C93 em agosto de 2018.

8.3. ATIVIDADES DESENVOLVIDAS

Na Tabela 23 sdo apresentadas as principais atividades realizadas durante a execugdo do
Doutorado. O titulo da qualifica¢do de area era “Avaliagdo da atividade larvicida contra Aedes

aegypti do extrato de jambu (Acmella oleraceae) livre e encapsulado”. Com a evolugdo do
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projeto, o titulo foi alterado na qualificacdo geral para “Investigacao da producdo de carreadores

biodegraddveis para veicular larvicida natural contra Aedes aegypti” e foi mantido para a defesa.

Tabela 23: Cronograma de execu¢do do Doutorado

Ano 2016 2017 2018 2019

Atividade 0l 04 07 10 01 04 07 10 Ol 04 07 10 Ol 04 07
Meses a a a a a a a a a a a a a a a
03 06 09 12 03 06 09 12 03 06 09 12 03 06 09

Disciplinas

obrigatorias e X X X X X X
optativas

Revisao

bibliografica
Parte experimental X X X X X X X X X X

Avaliacao de

projetos de X X X
iniciacfo cientifica
Qualificacao de
area

Publicacoes de
resumos em X X X X
eventos cientificos

Participacao no

Programa Ciéncia X X

e Arte nas Férias

Estagio docéncia X X X X X X
Deposito de pedido
de patente
Qualificacao geral X
Publicacoes de

artigos cientificos

Defesa do

Doutorado

8.3.1. Participacio em eventos cientificos

Participante e monitora da sessdo de poster do I* International Congress on Bioactive

Compounds and 2™ International Workshop on Bioactive Compounds, Campinas, 2018.
Participante do XXII Congresso Brasileiro de Engenharia Quimica, Sdo Paulo, 2018.

Participante do III Congresso Oleos e gorduras — International Meeting on Fats na Oils,

Campinas, 2018.

Participante do 12° Simpodsio Latino Americano de Ciéncia de Alimentos, 2017.
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Ouvinte da mesa redonda: o Agropolo Campinas-Brasil e a inovacdo na produgdo de

alimentos, 2016.

Avaliadora de trabalhos de iniciagao cientifica no XXV Congresso de Iniciacdo Cientifica

da UNICAMP, Campinas, 2017.

Avaliadora de trabalhos de iniciagdo cientifica na drea Tecnoldgicas no XXIV Congresso

de Inicia¢do Cientifica da UNICAMP, Campinas, 2016.

8.3.2. Estagio em docéncia

Participac¢do no Programa de Estagio em Docéncia (PED, Grupo C) bolsista na disciplina
Projeto Industrial em 2018/2 do curso de Engenharia de Alimentos da UNICAMP sob

supervisdo da Profa. Dra. Miriam Hubinger.

Participacdo no Programa de Estigio em Docéncia (PED, Grupo C) voluntdrio na
disciplina Termodinamica em 2018/1 do curso de Engenharia de Alimentos da UNICAMP sob

supervisao do Prof. Dr. Julian Martinez.

Participacdo no Programa de Estigio em Docéncia (PED, Grupo C) voluntdrio na
disciplina Operagdes Unitdrias II em 2017/2 do curso de Engenharia de Alimentos da

UNICAMP sob supervisao do Prof. Dr. Julian Martinez.

8.3.3. Monitoria

Monitora do Projeto CAF - Ciéncia e Arte nas Férias 2018. Projeto intitulado Avalia¢do
das particulas produzidas por diferentes técnicas de encapsulacdo (gotejamento e jef cutter) para
imobilizacao de lipase em microgéis de alginato de sddio. Orientacdo da Profa. Dra. Ana Silvia
Prata e apoio de outros colaboradores e monitores do Laboratério de Inovagdo de Alimentos
(LINA/FEA/Unicamp). Participaram deste projeto trés jovens de ensino médio da rede publica

de ensino de Campinas.

Colaboradora no XV CAF - Ciéncia e Arte nas Férias 2017. Projeto intitulado Visao Geral

de técnicas de encapsulacdo e vida pratica em laboratdrio. Orientacdo da Profa. Dra. Ana Silvia
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Prata e apoio de outros colaboradores e monitores do Laboratério de Inovacdo de Alimentos
(LINA/FEA/Unicamp). Participaram deste projeto dois jovens de ensino médio da rede publica

de ensino de Campinas.

8.3.4. Inscricio em prémios

A presente tese foi inscrita no Prémio Péter Muranyi 2018 — Saude, com indicacdo da

Diretoria da FEA/UNICAMP e no Prémio Jovem Cientista 2018.
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