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RESUMO

Os carrapatos sdo ectoparasitas hematéfagos de mamiferos, repteis e aves, e sdo vetores de
diversas doencas que impactam diretamente na saide do hospedeiro. Um dos principais
hospedeiros dos carrapatos é o gado bovino e sua parasitagem gera diversos problemas, tanto
para a saide do animal, como para a producgdo agropecudria. Medidas mais comuns de controle
dos carrapatos tem sido através do uso de acaricidas sintéticos, que geram outro problema que
¢ a contaminagdo ambiental e a ocorréncia do desenvolvimento de populacdes de carrapatos
mais resistentes. Uma alternativa para resolver este problema € o uso de d6leos essenciais que
podem ter efeitos em carrapatos. Neste trabalho foram produzidas microcdpsulas a base de
cardanol para a incorporacdo de 6leo essencial (OE) de Ocimum gratissimum. O cardanol foi
extraido a partir do Liquido da Castanha do Caju (LCC) e seu isolamento foi confirmado por
Cromatografia Liquida acoplada ao detector ultravioleta (HPLC-PDA). O cardanol obtido foi
caracterizado por Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR). O OE
foi extraido a partir das folhas de alfavaca (Ocimum gratissimum) por hidrodestilagcdo e a sua
composi¢do foi determinada por Cromatografia em fase gasosa acoplada a Espectrometria de
Massas (CG-EM). O OE de Ocimum gratissimum apresentou os compostos Timol, y-Terpineno
e m-Cimeno como majoritdrios com um percentual da composi¢ao de 36,69%, 29,08% e
21,31%, respectivamente. A microencapsulacdo ocorreu por polimerizacdo do cardanol em
emulsdo. Também foi utilizado uma mistura de mondmeros cardanol/m-cresol nas proporgdes
de 3:1, 1:1 e 1:3 na produ¢do das microcdpsulas. As microcapsulas obtidas foram caracterizadas
por FTIR, Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC) e Microscopia de Eletronica de
Varredura (MEV). As microcdpsulas apresentaram formatos irregulares, particulas isoladas e
didmetros volumétricos médios que variaram de 1,409 a 3,347 um. O estudo de liberacdo do
OE foi realizado por leitura em espectrometro Uv-vis, onde apresentou curvas de liberacdo
gradual até oito horas e a partir de 24h a taxa de liberagdo manteve-se constante. A cinética de
liberagdo revelou que a liberacdo ocorre por difusdo Fickiana. O OE de Ocimum gratissimum
apresentou atividade larvicida em Rhipicephalus microplus, com uma concentracdo inibitdria
média (Clso) de 2,377 mg/mL. Neste trabalho, foram obtidas com sucesso microcdpsulas a base

de cardanol incorporadas com bioativo com propriedades acaricidas.

Palavras-chave: Acaricida; LCC; Liberacao controlada; Microencapsulagao.



ABSTRACT

Ticks are hematophagous ectoparasites of mammals, reptiles and birds, and are vectors of
several diseases that directly impact the health of the host. One of the main hosts of ticks is
cattle and its parasitization generates several problems, both for the health of the animal and for
agricultural production. The most common measures to control ticks have been through the use
of synthetic acaricides, which generate another problem that is environmental contamination
and the development of more resistant tick populations. An alternative to solve this problem is
the use of essential oils that can have effects on ticks. In this work, cardanol-based
microcapsules were produced for the incorporation of essential oil (EO) of Ocimum
gratissimum. Cardanol was extracted from Cashew Nutshell Liquid (CNSL) and its isolation
was confirmed by High Performance Liquid Cromatography coupled to an Photo Diode Array
(HPLC-PDA). The cardanol obtained was characterized by Fourier transform infrared
spectroscopy (FTIR). The EO was extracted from basil leaves (Ocimum gratissimum) by
hydrodistillation and its composition was determined by Gas Chromatography coupled to Mass
Spectrometry (GC-MS). The EO of Ocimum gratissimum presented the compounds Thymol, y-
Terpinene and m-Cymene as the majority with a percentage of composition of 36.69%, 29.08%
and 21.31%, respectively. Microencapsulation occurred by polymerization of cardanol in
emulsion. A mixture of cardanol/m-cresol monomers was also used in the proportions of 3:1,
1:1 and 1:3 in the production of microcapsules. The microcapsules obtained were characterized
by FTIR, Differential Scanning Calorimetry (DSC) and Scanning Electronic Microscopy
(SEM). The microcapsules presented irregular shapes, isolated particles and average volumetric
diameters that ranged from 1.409 to 3.347 pm. The study of EO release was carried out by
reading in a UV-vis spectrometer, which showed gradual release curves up to eight hours and
after 24 hours the release rate remained constant. Release kinetics revealed that release occurs
by Fickian diffusion. The EO of Ocimum gratissimum showed larvicidal activity in
Rhipicephalus microplus, with an average inhibitory concentration (ICso) of 2.377 mg/mL. In
this work, cardanol-based microcapsules incorporated with a bioactive with acaricidal

properties were successfully obtained.

Keywords: Acaricide; CNSL; Controlled release; Microencapsulation.
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1. INTRODUCAO

Os carrapatos sdo pequenos aracnideos ectoparasitas hematéfagos de mamiferos, aves
e répteis, que t€ém ganhado grande interesse em estudos medicinais e veterindrios devido aos
danos que causam aos seus hospedeiros por serem vetores de uma grande variedade de
patégenos em humanos e animais [1]. Estes sdo responsdveis por grande parte de doencas
infecciosas emergentes, sendo um dos vetores de patdgenos zoondticos mais eficientes em
humanos, atrds apenas dos mosquitos, e € considerado o maior vetor de patdgenos em gados
[2]. Neste ultimo caso, os carrapatos sdo uma grave ameaca para animais de pasto que sofrem
diretamente com danos causados por lesdes ou pela transmissdo de doengas como a teileriose,
babesiose e anaplasmose, ocasionando também um impacto na produgdo da carne e leite de

gado [3].

Para a protecao de rebanhos, contra os carrapatos, geralmente € utilizado o controle
quimico através de acaricidas sintéticos que sdo aplicados no hospedeiro a fim de matar o
carrapato em seu estado parasitdrio. Os acaricidas mais utilizados sdo, organofosforados,
piretroides, amidinicos, lactonas macrociclicas, fenilpirazdis e o difluorobenzoilureia, que
podem ser aplicados de diversas formas no animal, como pela pulverizagdo, pour-on e
injetaveis [4]. Entretanto o uso deste tipo de pesticida vem apresentando diversos problemas
pelaforma inconsistente e indiscriminada de sua utilizag¢do, ocasionando a selecio de carrapatos
resistentes a acaricidas, o que torna os acaricidas existentes ineficazes e, assim, limitando a
eficdcia dos métodos de controle de carrapatos existentes. O uso de acaricidas sintéticos
também tem gerado diversos problemas ambientais como a contaminacao do solo e leitos de
rios, podendo contaminar dreas préximas ao local de aplicacdo dependendo da persisténcia do
pesticida no ambiente, ou até mesmo pode ocorrer a contaminagdo de derivados do gado como

o leite e a carne [5-6].

A fim de contornar os problemas associados ao uso de pesticidas sintéticos, muitos
pesquisadores estdo estudando o uso de biopesticidas no combate a pragas, no intuito de
substituir substancias sintéticas e agressivas ao meio ambiente por compostos naturais €

renovaveis [7-9].

Dos produtos naturais estudados para uso como biopesticidas se destacam os Oleos
essenciais. Estes sdo compostos obtidos a partir de plantas, pelo processo de destilagdo a vapor,

processos mecanicos ou destilacdo a seco [10], sendo constituidos de substancias volateis,
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lipofilicas, geralmente odoriferas e liquidas [11]. Os Oleos essenciais possuem diversas
caracteristicas vantajosas que conferem a estes o seu potencial uso como biopesticidas, como
sua baixa toxicidade em mamiferos, multiplos mecanismos de a¢do, relativo baixo custo, e

promissores resultados quando empregado em diversas pragas artrépodes [12].

Dentre estes pesticidas naturais temos o 6leo essencial de Ocimum gratissimum que
apresenta uma grande atividade bioldgica. Sua planta de origem ja € amplamente conhecida
pela sua atividade repelente contra insetos e por sua atividade contra larvas de mosquitos, e o
uso de seu 6leo essencial apresenta uma grande atividade acaricida, sendo este um promissor

biopesticidas no combate a pragas como os carrapatos [13].

Entretanto, uma das maiores dificuldades para a implementacdo de 6leos essenciais no
controle de pragas € a sua alta volatilidade [9], o que ocasiona um menor tempo de contato do
biopesticidas com o agente a ser erradicado. Este problema vem sendo contornado com o
desenvolvimento de novas tecnologias carregadoras de Oleos essenciais, bem como a
encapsulacio e microencapsulagdo de 6leos essenciais. Estas cdpsulas e microcapsulas podem
ser obtidas através da polimerizacdo de diversos materiais, sendo mais utilizados o
policaprolactona (PCL), 4cido polildtico (PLA), poli (3-hidroxibutirato) (PHB), &lcool
polivinilico (PVA), poli (4cido latico-co-dcido glicdlico) (PLGA) e poli (6xido de etileno)
(PEO) [14]. Esta encapsula¢do também pode ser obtida através da utilizagdo de um polimero
natural como por exemplo a quitosana, goma ardbica e alginato de sédio, usadas principalmente
na tecnologia de alimentos [15]. Polimeros naturais t€ém a vantagem de serem biodegradaveis,

ter menor impacto ambiental e serem renovaveis.

Neste contexto, polimeros a base de cardanol possuem estas caracteristicas, além do
baixo custo e grande abundancia no mercado. O cardanol se trata de um composto obtido a
partir do Liquido da Castanha do Caju (LCC), um subproduto da industria de caju e castanha
de caju, que € por muita das vezes descartado, mas possui grande valor agregado [16]. O
cardanol é um composto muito versatil, do ponto de vista quimico, pode ser utilizado para a
sintese de vérias moléculas. E principalmente usado na manufatura de filmes, vernizes
1solantes, 6leos e resinas soldveis em alcool, além de resinas formaldeido-fenol em tintas e
vernizes e possui ainda ampla aplicacao na industria de borracha e 6leo, detergentes, inseticidas

e material poroso [17].

Microcdpsulas a base de cardanol ja foram obtidas através da polimerizacdo em

emulsdo usando peroxidase de raiz-forte como catalisador [18], e usando a polimerizacao de
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condensacdo para obtencdo de microcdpsulas de cardanol-formaldeido para encapsulacdo do
biopesticidas, 6leo de karanja [19]. Embora a literatura seja escassa quanto a quantidade de
trabalhos utilizado o cardanol como ponto de partida para a produgao de microcdpsulas, ela é
bastante rica quanto a obtencdo de polimeros a base de cardanol, sendo este um grande potencial

para a microencapsulagdo de bioativos, como por exemplo, os 6leos essenciais.

Mediante o exposto, este trabalho teve como principal objetivo a microencapsulagdo
de dleo essencial de Ocimum gratissimum, devido a seu potencial biolgico e promissor efeito
carrapaticida, utilizando o cardanol como composto natural para a obtencdo de microcdpsulas

biopoliméricas, assim como o estudo de liberacao do 6leo essencial de Ocimum gratissimum.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Microencapsulacao de 6leos essenciais

A microencapsulacdo € uma tecnologia que permite o revestimento de particulas
sOlidas ou liquidas que possuam algum tipo de atividade biolégica ou nutritiva, ajudando a
proteger seu nucleo da luz, oxigénio, temperatura e volatilizacdo [20]. A microencapsulagcdo
inclui materiais de microesfera, microemulsdes, microparticulas e microcapsulas em diferentes
tamanhos, composicoes e fungdes, com particulas que normalmente medem de 1 a 1000 pm e
possui uma aparéncia de granulo podendo ter sua parede externa feita de polimeros naturais ou

sintéticos [21].

Dentre as técnicas de microencapsulacdo, a que mais se destaca para bioativos
lipofilicos € a microencapsulacdo em emulsdo (Figura 1), que utiliza a formagdo de micelas
para gerar pequenas particulas em dispersdes [22]. Esta técnica é usada para obtencdo de
particulas poliméricas em emulsdes do tipo dgua/dleo (W/O), ou agua/dleo/agua (W/O/W),
geradas pela dispersdo de fases organicas imissiveis em meio aquoso, que contenha os
monomeros ou macromoléculas do polimero de interesse. Nesta técnica o uso de tensoativos na
solucdo aquosa gera micelas da fase orgéanica contendo o mondmero ou polimero usado como
parede das particulas e apos formagdo da emulsdo o iniciador € adicionado para formacao do

polimero contendo em seu nucleo a fase organica (geralmente 6leos vegetais) incorporada [23].

Devido a natureza lipofilica dos 6leos essenciais, a técnica de microencapsulacdo em
emulsdo indica possuir um grande potencial auxiliador para o desenvolvimento de
microcdpsulas carregadas com Oleos essencial. Estas microcdpsulas sdo, geralmente,
caracterizadas morfologicamente como sendo esféricas e sélidas, no entanto, tanto sua forma,
quanto tamanho e estrutura sao préprios dos diferentes materiais usados na sua producao [24-

25].

O nucleo pode estar localizado no centro da particula ou estar disperso na matriz
polimérica. Embora o primeiro caso seja tido como “uma verdadeira microcépsula”, a adog¢do
do termo “microcapsula” vem sendo usada também para englobar microparticulas contendo
mais de um nucleo, ou seja, particulas multinucleadas ou polinucleadas, ou que apresentam
mais de uma camada polimérica. A Figura 2 mostra os principais tipos de microcdpsulas [26-

27].
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Figura 1. Esquema de microencapsulacao em emulsao.
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Fonte: Delmote, 2017 (modificado) [28].

A microencapsulacdo de 6leos essenciais tem se tornado uma técnica muito difundida
devido a sua vasta aplicacdo em vdrios ramos da indistria, como por exemplo, as areas de
alimentos, pesticidas, téxteis e farmacos [29]. Dentre as diversas aplicagdes, estdo:
desenvolvimento de alimentos funcionais [30-31]; pesticidas [32]; repelentes de insetos
[20,33]; produtos téxtis [34]; e produtos cosméticos [35]. Quanto a aplicagdo destas
microcdpsulas como pesticidas, tem sido muito atrativo na substitui¢ao de pesticidas sintéticos,

buscando uma abordagem mais sustentdvel e segura no controle de pragas.

Estudos revelam que a utilizacdo de microcdpsulas carregadas com 6leos essenciais
de Rosmarinus officinalis (alecrim) e Thymus vulgaris (tomilho), apresentaram o potencial de
controlar a decomposi¢do, prolongar a vida de armazenamento e manter a qualidade interna dos
frutos de manga [32]. Também foi descoberto que microcdpsulas a base de melamina-

formaldeido incorporadas com O6leo essencial de tomilho apresentam alta eficicia como
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repelente de insetos [20] e filmes contendo microcdpsulas de dleo essencial de canela
mostraram-se eficazes na protecao de produtos alimenticios contra a traga-indiana-da-farinha
(Plodia interpunctella), sendo capaz de repelir as larvas do inseto e em liberar o 6leo essencial
de forma controlada, no ambiente de estudo [36].
Figura 2.Tipos de microcdpsulas com base em sua morfologia: A) Matriz polimérica
carregada; B) Microcapsulas simples; C) — microcdpsulas simples irregulares; D)

Microcdpsulas de dupla camada; E) Microcdpsulas multinucleadas; F) Agrupamento de
microcdpsulas.

& 0.Q.
0.0.8

A microencapsulacdo permite ndo s6 a prote¢do e transporte do bioativo, como

Fonte: Nunes, 2015 [27].

também, a liberacdo lenta e controlada do 6leo essencial no meio. Esta liberagdo controlada
pode ser descrita como uma modificacdo da taxa em que uma substancia ativa € liberada no
ambiente de acdo. Essa modificacdo pode ser feita usando materiais com propriedades de
barreira especificas para manipular a liberagdo de um encapsulado e para fornecer melhorias
sensoriais e/ou funcionais da atividade bioldgica [22]. A aplicagdo de bioativos diretamente
fornece uma alta dose inicial que cai rapidamente a medida que o tempo passa, reduzindo sua
concentracdo abaixo do nivel efetivo de atividade. J4 uma formulacdo de liberacdo controlada
mantem-se em um nivel eficaz por um tempo mais longo e controlavel [37], conforme é

ilustrado na Figura 3.
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Figura 3. Diagrama tedrico da taxa de liberacdo de pesticidas no ambiente. Temos na figura a
curva de liberagao convencional em azul, a curva de liberagcao controlada em verde e o nivel
minimo de efetividade em vermelho-escuro.

— Liberacdo convencional
----- Nivel minimo de efetividade
« =« Liberagdo controlada

Concentracao do pesticida

Tempo

Fonte: Roy, 2014 (modificado) [37].

O material de parede das microcapsulas precisa ser um polimero com propriedades
hidrofilicas e/ou hidrofébicas capazes de emulsificar com eficdcia a solugdo reacional. Diversos
tipos de polimeros sintéticos sdo utilizados na produ¢do de microcdpsulas [14,38]. Estes sao,
geralmente derivados de petréleo e, portanto, ndo-renovaveis, podendo acarretar algum tipo de
maleficio ao meio ambiente. Propostas de uso e desenvolvimento de polimeros de origem
natural sdo muito difundidos atualmente e apresentam ser uma alternativa menos nociva para a

producdo de novas microcapsulas.

2.2. Liquido da Castanha do Caju (LCC)

O Anacardium occidentale L., mais conhecido como cajueiro, se trata de uma arvore
de aparéncia exodtica, troncos tortuosos, folhas glabras, flores masculinas e hermafroditas e fruto
reniforme. O fruto do cajueiro, o caju, € um aquénio de comprimento e largura varidvel, casca
coridcea lisa, mesocarpo avelado, repleto de um liquido escuro quase preto, cdustico e

inflamavel, chamado de liquido da casca da castanha do caju (LCC). Na parte mais interna da
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castanha estd localizada a améndoa, constituida de dois cotilédones carnosos e oleosos, que
compdem a parte comestivel do fruto, revestida por uma pelicula em tons avermelhados (Figura

4) [39-40].

Figura 4. Representacdo do caju e da Castanha do caju indicando a localizagdo do LCC no
fruto.

Caju Améndoa

Liquido da
Castagha Castanha do
do caju Caju (LCC)

Fonte: Cardolite [41].

O LCC representa aproximadamente 25% do peso da castanha e é considerado um
subproduto da industria do caju com baixissimo valor agregado. Este liquido é uma das fontes
mais ricas de lipideos fendlicos de origem natural. Possui diversas aplicagdes na quimica fina,
de acordo com a funcionalizagdo dos produtos isolados. A composi¢io do LCC €
majoritariamente constituida por quatro substancias: o cardanol, cardol, 2-metil cardol e 4cido
anacdrdico [42]. Este dltimo presente em maior concentracdo no LCC in natura, devido ao seu
processo de extracdo a frio. A extragdo a quente ocasiona a descarboxilagdo do acido

anacardico, convertendo-o em cardanol, obtendo-se um LCC rico em cardanol, denominado

LCC técnico (Figura 5).

Considerando a busca crescente por fontes renovaveis e biodegradaveis, as
potencialidades e a grande quantidade de LCC técnico produzida no pais, junto com seu elevado
percentual de compostos de interesse comercial e cientifico resultante do LCC, € notério
vislumbrar que uma das expectativas na busca de agregar valor a esse subproduto venha a ser

o desenvolvimento de novos processos tecnoldgicos utilizado os componentes do LCC. Essa
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vertente representa a promog¢ao do desenvolvimento sustentdvel, suportada por uma autonomia

tecnoldgica, pela obtencao de produtos de alto valor agregado aos derivados do LCC [40,42].

Figura 5. Constituintes majoritdrios do LCC técnico.

OH O OH OH OH
@O“ @ ﬁ) f)
R R HO R HO R
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(>1%) (62,86%) (11,25%) (2,08%)
X = X (trieno)
X = (dieno)
R: \
(monoeno)
(saturado)

Fonte: Voirin, 2014 [39].

2.3. Cardanol

Dentre os compostos presentes no LCC, o cardanol apresenta peculiaridades em suas
caracteristicas quimicas e fisico-quimicas, especialmente no que se refere a posi¢dao da dupla
ligacdo presente em sua cadeia alifdtica, o que permite inimeras funcionalizagdes, além das
usuais do anel fendlico (Figura 6), assim como, caracteristicas especificas a seus derivados
(antioxidante, resisténcia a chama, hidrofobicidade) [41,43-44]. O cardanol ndo possui cheiro
agressivo, apresenta baixa volatilizagcdo e ponto de ebulicdo mais alto que os demais compostos
fendlicos derivados do petrdleo, favorecendo assim a saide de quem o manuseia e a do meio

ambiente.

Figura 6. Cardanol e seus sitios reacionais.

|
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Fonte: Mazzetto, 2009 [42].
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O cardanol por ser uma molécula versétil, do ponto de vista quimico, pode ser utilizado
para a sintese de varias moléculas. E principalmente usado na manufatura de filmes, vernizes
isolantes, 6leos e resinas solaveis em alcool, além de resinas formaldeido-fenol em tintas e
vernizes. Derivados sulfonados do cardanol produzem excelentes resinas ¢ membranas para
troca i0nica, além de pigmentos, corantes e materiais coloridos. Apresenta ainda ampla

aplicacdo na industria de borracha e 6leo, detergentes, inseticidas e material poroso [45].

Diversos trabalhos estudam a modificagdo quimica do cardanol e dos demais derivados
do LCC, podendo obter produtos sintetizados por vias de hidrogenacdo [46], sulfonacdo [47],
epoxidacao [48-49], entre outras modificacdes [39]. Ravichandran, 2011 [50], obteve através
de polimerizacdo oxidativa do cardanol um polimero termorrigido e com propriedades
retardantes de chamas. O que mais chama a aten¢do neste trabalho € a reacdo de polimerizacao
que ocorre em meio aquoso, usando ferricianeto de potdssio como iniciador da reacdo, que pode
ter um rendimento desfavorecido pela propriedade hidrofébica do cardanol, sendo mais comum
sinteses ocorrendo em meios organicos onde hd a completa solubilizacdo do cardanol. Deste
modo esta reacdo tem um potencial de replicagdo na polimerizacdo em emulsdo, que ocorre

preferencialmente em meio aquoso [51-52].

J4 quanto em relacdo a obteng@o de microcéapsulas a base de cardanol, ndo ha muitos
estudos realizados e poucos sdo os trabalhos que exploram esta aplicacdo para o cardanol. No
entanto, Hedaoo 2014 [19], obteve sucesso no desenvolvimento de microcdpsulas a base de
cardanol, conseguindo encapsular o biopesticidas 6leo de karanja, assim como também obteve

uma liberagdo controlada do 6leo essencial.

2.4. Acaricidas

O carrapato-de-boi (Rhipicephalus microplus) (Figura 7) é um aracnideo classificado
como parasita, ja que precisa passar uma fase de sua vida sobre animais para alimentar-se. O
carrapato representa um grande problema para a producdo de bovinos que em grande parte do
Brasil, se manifesta durante todo o ano. Estes animais sao hemat6fagos e podem retirar
considerdveis quantidades de sangue de seus hospedeiros, podendo causar reacdes inflamatorias
na pele, causando irritabilidade, lesdes e anorexia, sendo que bovinos com altas infestacoes
apresentam falta de apetite [53]. Eles também sao vetores de doencas causadas pelos parasitas:

Babesia bovis, Babesia bigemina e Anaplasma marginale. Estes agentes etimoldgicos



26

apresentam sintomas semelhantes e sdo agrupados no complexo “Tristeza Parasitaria Bovina”,

que pode acarretar a morte do hospedeiro [54].

Figura 7. Carrapato-de-boi (Rhipicephalus microplus). A) Fémea; B) macho.

Fonte: Walker [55].

A principal medida adotada pelos produtores contra os carrapatos tem sido o controle
quimico com a utilizacdo de acaricidas. Estes acaricidas podem ser derivados do &cido
fosfoérico, formamidina, piretrina e podem conter em sua composi¢do principio ativos como
ivermectina, abamectina, moxidectina e¢ doramectina [4]. O uso indiscriminado destes
acaricidas podem acarretar danos ambientais através da contamina¢do do ambiente préximo a
aplicacdo do pesticida, podendo causar danos a saide de animais e pessoas que entrem em

contato com o produto [56].

No entanto, 0 maior problema associado ao controle quimico de carrapatos € o
surgimento de populagdes mais resistentes a acaricidas. Cada acaricida possui um mecanismo
de acdo diferente possibilitando seu uso de maneira seletiva, podendo assim, selecionar
artificialmente a populacdo de carrapatos de interesse. Entretanto, parte dos parasitas alvo
pedem ndo ser suscetiveis ao pesticida utilizado. Isto ocorre devido ao fato de individuos

presente na populagdo de carrapatos poder ter mutagOes aleatdrias, permitindo sua
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sobrevivéncia durante o tratamento do hospedeiro. Estima-se que a cada um milhdo de

individuos, um apresentard a condi¢@o de resisténcia ao acaricida de forma natural [57].

Apesar dos impactos negativos gerados pelo controle quimico de carrapatos, o uso de
acaricidas € muito importante para a preservacdo da saide do gado e, consequentemente, na
protecdo da producdo desse setor da economia. Com isso, tem-se discutido muito a utilizacio
de produtos vegetais como acaricidas naturais a fim de substituir formas mais agressivas e
prejudiciais de controle de carrapatos. Estes produtos vegetais sdo representados por diversas
substancias e estdo inseridos nas classes quimicas de carboidratos, lipidios compostos
nitrogenados terpenoides e os fenilpropanoides. Grande parte destes compostos apresentam
acoes tranquilizantes, analgésicas, anti-inflamatdrias, citotéxicas, anticoncepcionais,
antimicrobianas, antivirais, fungicidas, inseticidas, repelentes de artropodes, entre outras
atividades bioldgicas, o que indica um potencial uso como biopesticidas no combate a pragas,

como por exemplo, os carrapatos [58].

2.5. Biopesticidas no combate aos carrapatos

Os biopesticidas sdo uma classe especifica de insumos agricolas, que apresentam as
mesmas aplicagdes de pesticidas sintéticos, com a diferenca de serem de origem natural. Os
biopesticidas também podem ser considerados como sendo agentes sintéticos derivados de
compostos naturais, pesticidas modernos com menores riscos ambientais e até mesmo
pesticidas de base biologica. Mas qualquer que seja a definicao usada para os biopesticidas, €
de interesse que estes possuam as seguintes caracteristicas: baixa toxicidade em organismos
ndo-alvo; baixa persisténcia residual no meio ambiente; uso sem restricdes em agriculturas
organicas; baixa toxicidade em mamiferos; seu manuseio precisa ser seguro para trabalhadores
diretamente expostos ao insumo; € sem restricoes severas [59]. Dentro desta categoria se
encontram os 6leos essenciais, compostos voléteis de odor forte e composi¢do complexa que
sdo obtidos como metabdlitos secundédrios das plantas, que as utiliza como mecanismo de

protecdo contra insetos e dcaros fitéfagos [60].

Os 6leos essenciais sdo ricos em monoterpenos aromaticos, responsaveis pelo seu
potencial de levar a morte, reduzir ou inibir a alimentagdo e a oviposicao de diferentes
artropodes e outras pragas. As principais substincias presentes nos Oleos essenciais

responsaveis pela atividade bioldgica sdo os monoterpenos, sesquiterpenos e fenilpropenos e
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normalmente sua acdo € baseada em sua capacidade de romper a parede celular € a membrana
citoplasmadtica de bactérias e fungos, levando a lise e vazamento de compostos intracelulares
ou relatado aumento da captacdo de fosfato inorganico e vazamento de K*, além de exercer
atividades em diversos artrépodes por meio de efeitos neurotéxicos envolvendo diversos
mecanismos, como por meio da GABA, das sinapses de octopamina e da inibicdo da

acetilcolinesterase [12-61].

Quanto aos carrapatos, os 6leos essenciais apresentam possuir uma grande atividade
bioldgica em diversas espécies, indicando um potencial uso como acaricidas através de diversos
estudos ja publicados. Os 6leos essenciais de alecrim e noz-moscada apresentaram grande
atividade bioldgica em carrapatos da espécie Dermacentor variabilis quando comparado ao
pesticida sintético DEET (N, N-Dietil-m-toluamida), sendo atribuido sua atividade bioldgica
ao principio ativo terpinoleno, presente em ambos 0s 6leos essenciais [62]. Alguns Oleos
essenciais também apresentaram acdo repelente para carrapatos independentemente da espécie
particular e do estdgio de seu estidgio de desenvolvimento, destacando-se os 6leos essenciais de
Lippia javanica L. [63], Origanum onites L. [64] e Gynandropsis gynandra L. [65], que
apresentaram alta repeléncia de carrapatos em baixas dosagens. Outros estudos utilizando 6leos
essenciais mostraram-se eficazes para a atividade acaricida frente a espécie Rhipicephalus

microplus, tanto no estigio adulto, com na fase de larva [66-67].

No geral, os 6leos essenciais possuem enormes beneficios para sua implementacao
como biopesticidas, visto sua baixa toxicidade em organismos ndo alvos e grande atividade
bioldgica constantemente estudada. Entretanto, a baixa volatilidade dos o6leos essenciais
apresenta ser um grande desafio para sua aplicacdo in situ, ocasionando um menor tempo de
contato do pesticida com os organismos alvo, fazendo-se necessario um meio de transporte
destes bioativos que os proteja das adversidades do meio externo, como o ar, a umidade e
temperatura, e libere o bioativo de maneira mais eficiente. Neste contexto, a tecnologia de
encapsulacdo mostra-se como um potencial meio de aplicagdo destes bioativos, como os dleos
essenciais, em ambiente desfavordveis, prolongando o seu tempo de acdo e a sua eficdcia

durante o tratamento.
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2.6. Oleo Essencial de Ocimum gratissimum

Ocimum gratissimum L. (Figura 8), trata-se de uma planta origindria da familia das
Lamiaceae, cujos membros do género incluem ervas anuais, sufrutices e arbustos nativos das
regides tropicais e temperadas quentes, com o maior nimero de espécies na Africa. No Brasil,
esta planta € mais conhecida pelos nomes de alfavaca, manjericdo, alfavacao, alfavaca-cravo,
favacdo e quioio-cravo [68]. E uma erva culindria que também é usada na medicina tradicional
contra uma série de doencgas, como tosse, febre, infeccdo de ouvido e dor abdominal [69]. O
seu Oleo essencial também € objeto de amplo estudo na comunidade cientifica e vem mostrando

ser um produto natural com grande potencial de aplicagdo bioldgica.

Figura 8. Ocimum gratissimum L.

Fonte: APNE/CNIP [70].

E relatado na literatura o 6leo essencial de Ocimum gratissimum apresentando
atividade bactericida em membros da familia Enterobacteriaceae [71], e nas espécies
Escherichia coli e em Staphylococcus aureus [72]. Também € relatado atividade fungicida [73]

[74], incluindo atividade nos fitopatdgenos Botryosphaeria rhodina, Rhizoctonia sp. e duas
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cepas de Alternaria sp., responséveis por doencas e distirbios metabdlicos em plantacdes [75].
Outras atividades bioldgicas relacionadas ao 6leo essencial de Ocimum gratissimum, sao:

anticancer [76], anticonvulsivante [77] e antioxidantes [54,78-79].

O dleo essencial de Ocimum gratissimum também apresenta atividade carrapaticida
[13,80]. Em estudos usando as larvas de carrapato-de-boi (Rhipicephalus microplus), o 6leo
essencial apresentou uma atividade larvicida com LCso= 0,5-2,0 mg/mL [67], que € interessante
do ponto de vista pecudrio, uma vez que o carrapato-de-boi € um grande vetor de doencas e
uma praga em pastos bovinos. Entretanto, o problema da alta volatilidade de 6leos essenciais,
jé citado na secdo 2.5., impede uma aplicacao direta destes produtos, criando a necessidade do

uso de novas tecnologias para uma maior exploracao de suas propriedades.

Pensando nisto, este trabalho tem o objetivo obter novas microcdpsulas a base de
cardanol, com a finalidade de encapsular 6leo essencial de Ocimum gratissimum, assim como
seu estudo de liberagdo, usando uma abordagem verde para a producdo de novos materiais de

origem natural carregados com um bioativo com propriedade acaricida.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Desenvolver e caracterizar microcapsulas a base de cardanol incorporada com 6leo
essencial de Ocimum gratissimum, e estudar sua liberacdo e avaliar o potencial acaricida do

Oleo essencial.

3.2. Objetivos Especificos

» Extragdo do cardanol a partir do LCC técnico por separacdo por solventes e
cromatografia em coluna;

» Caracterizagdo do cardanol extraido pelas técnicas de Espectroscopia de
Infravermelho e Cromatografia de Alta Eficiéncia;

» Extragdo de dleo essencial de Ocimum gratissimum em aparelho do tipo Clevenger;

» Caracterizagdo do O6leo essencial obtido pela técnica de Cromatografia Gasosa
acoplada a Espectrometro de Massa;

» Incorporacdo do 6leo essencial através da microencapsulacdo em emulsio;

» Caracterizacdo das microcdpsulas obtidas pelas técnicas de Espectroscopia de
Infravermelho, Calorimetria Exploratéria Diferencial, Microscopia de Eletronica de
Varredura e Anélise de Tamanho de Particula;

» Célculo de eficiéncia de encapsulagdo do 6leo essencial de Ocimum gratissimum;

» Estudo de liberacdo do 6leo essencial de Ocimum Gratissimum por leitura em
Espectrometro UV-vis;

» Avaliar o potencial acaricida do 6leo essencial de Ocimum gratissimum através do

Teste de Imersao de Larvas.
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4. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

4.1. Materiais

Para a realizacdo dos experimentos, todos os reagentes utilizados foram de grau
analitico e todas a solucdes utilizadas neste estudo foram preparadas com 4gua
destilada. Os reagentes utilizados foram: Metanol (Quimex); Hidréxido de amo6nio (Isofar);
Acetato de etila (Isofar); Hexano (Quimex); Carvao ativado (Isofar); Sulfato de sédio anidro
(Synth); Acido cloridrico (Isofar); Ferricianeto de potassio (Isofar); m-cresol (Merck). O LCC
técnico foi obtido pela Companhia Brasileira de Resinas (Resibras), sediada em Fortaleza-CE.
As folhas de Ocimum gratissimum L. foram obtidas de espécies nativas no periodo de dezembro

de 2020 pela manha no municipio de Matinha-MA.

4.2. Extraciao do Cardanol a partir do LCC Técnico

A extracdo do Cardanol a partir do LCC foi realizada utilizando o método extracio por

solvente. O procedimento foi conduzindo a partir de adaptagdes da literatura [81].

Para a extrag@o do cardanol, 100 g de LCC técnico foram dissolvidos em uma mistura
de 320 mL de metanol e 200 mL de hidroxido de amonio. A mistura foi mantida sob agitacao
magnética por 15 minutos. Em seguida, a esta solu¢do foi adicionado 400 mL de hexano e
novamente agitada por mais 15 minutos. Apds a agitacdo, a mistura foi transferida para um
funil de separacdo a fim de separar as fases organica e aquosa durante 24 horas. O sobrenadante
(a fase organica contendo o hexano) foi lavado com 100 mL de solu¢do 5% de acido cloridrico,
e em seguida, com 100 mL de dgua destilada. Ap6s esse procedimento, foi adicionado a fase
organica 10 g de carvao ativado e posto sob agita¢ao por 10 minutos. Em seguida foi adicionado
sulfato de sddio anidro para remoc¢do de umidade, seguido de filtragdo com Celite (15 g). O

hexano residual foi removido em rotaevaporador.

O material obtido pela extra¢do por solventes apresentou alto teor de cardanol, mas
ainda com impurezas, sendo necessdrio ser submetido a um processo de purificacdo por

cromatografia em coluna.
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Em uma coluna de vidro de 30 cm de altura por 5 cm de didmetro, foi inserido cerca
de 60 g de Silica Gel 60 (0,063-0,200 mm) empacotado com hexano. Uma torta de 2 g de
cardanol foi preparado e adicionado na coluna. O cardanol foi entdo eluido com hexano e a

separacdo do cardanol foi acompanhada por cromatografia de camada delgada (CCD).

A andlise por CDD foi realizada a fim de acompanhar a purificacdo do cardanol na
cromatografia em coluna. Para tal, foram utilizadas cromatoplacas de aluminio TLC
ALUGRAM XTRA SIL 20 x 20 cm como fase estaciondria. As cromatoplacas foram cortadas
em uma altura de 6 cm e colocadas amostras de LCC técnico e cardanol purificado. Estas
amostras foram eluidas com uma mistura de hexano/acetato de etila (4:1) como fase mével [82].
O arraste das amostras foi observado pelo uso de uma Camara UV (ultravioleta) com

comprimento de onda méximo de 254 nm.

4.3.Extraciio do Oleo essencial de Ocimum gratissimum

A extragdo do 6leo essencial ocorreu pelo método de hidrodestilagdo, utilizando um
extrator do tipo Clevenger para o experimento [67]. As folhas de Ocimum gratissimum foram
colocadas para secar em ar livre, na auséncia de luz de 3 a 5 dias, até sua completa secagem.
Apo6s estarem secas, cerca de 100 g de folhas foram transferidas para um baldao de 1 L e, em
seguida, foi acrescentado 600 mL de dgua destilada. As folhas foram entdo destiladas em
extrator Clevenger modificado por 3 horas (Figura 9). O ¢leo essencial obtido foi coletado e

submetido a secagem com sulfato de sédio anidro e centrifugacao.

A porcentagem de umidade das amostras foi obtida através de analisador de umidade

IV 2500 — GEHAK por infravermelho, com temperatura de 115 °C por 30 minutos.

O rendimento (%) do 6leo essencial extraido da biomassa vegetal foi determinada

através da Equagao 1:

_ Vo
Equacao 1: To = B U~ X 100

Bm — (150

Onde To é o rendimento de extracdo (%) em BLU (Base Livre de Umidade), Vo é

volume de 6leo essencial extraido em mL, Bm € a biomassa vegetal medida em gramas e U € a

umidade do material [83].
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Figura 9. Extracdo de 6leo essencial de Ocimum gratissimum por hidrodestilacdo em extrator
do tipo Clevenger modificado.

1

Fonte: Autor.

4.4. Microencapsulacao do Oleo Essencial de Ocimum gratissimum

As microcapsulas a base de cardanol foram obtidas através da adaptacdo da técnica de
polimerizacdo em emulsdo [19] e polimeriza¢do oxidativa do cardanol [50]. Visando propor
uma abordagem sustentdvel de microencapsulagdo, também foram feitas microcapsulas de
copolimerizacdo entre o cardanol e m-cresol. O m-cresol € um fenol meta substituido (figura
10) extraido de fontes ndo-renovéveis, como por exemplo, o petréleo [84]. Foram, entdo,
obtidos microcapsulas com diferentes razdes molares de mondmeros (cardanol e m-cresol) no
intuito de investigar as propriedades de microcdpsulas inteiramente de base natural e nio-

natural.



Figura 10. m-Cresol
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Foram utilizados para este experimento o cardanol e m-cresol como mondmeros para

formacdo da parede das microcdpsulas em diferentes razdes molares, a Tabela 1 descreve os

valores percentuais de cada mondmero, bem como a nomenclatura de cada amostra.

Tabela 1. Razdes molares entre os mondmeros cardanol/m-Cresol.

Percentual de Percentual de Razao molar
Caédigo da amostra Cardanol m-Cresol Cardanol/m-Cresol
Co 100 % - 1:0
C25 75 % 25 % 3:1
C50 50 % 50 % 1:1
C75 25 % 75 % 1:3

Em uma tipica reacio, foram utilizados 50 mL de uma solug@o aquosa de PVA (Alcool

polivinilico) (1% m/v) sob agitacdo constante com o auxilio de agitador mecanico (T 25 digital

ULTRA-TURRAX®) em temperatura ambiente. 0,3 g de mondmero (razio cardanol/m-Cresol)

foram gotejados na solucdo de PVA e depois adicionado 0,1 mL de butanol e 0,02 g de lauril

sulfato de s6dio. Apds homogeneizacao foi gotejado lentamente na mistura 2 mL de 6leo

essencial de Ocimum gratissimum e mantido sob agitacdo constante para formacdo da

microemulsdo. Decorridos 30 minutos de agitacdo, foi introduzido a mistura 2 g de hidréxido

de sodio, e ap0s estabilizacdo da emulsdo foi adicionado 0,987 g (3 mmol) do iniciador

ferricianeto de potassio. Apds 15 minutos de reagdo o material produzido foi filtrado e lavado

com 4gua destilada até pH neutro, e em seguida, foi liofilizado por 24 horas.
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4.5. Caracterizacoes

4.5.1. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC)

A andlise cromatogrifica em HPLC foi realizada em comparacdo com padrdao
auténtico para averiguar a presenca e pureza na identificagdo do cardanol isolado a partir do
LCC. Foi utilizado para a analise um instrumento HPLC/UV-vis Shimadzu com detector UV
SPA-10. A fase mével usada foi uma mistura de acetronitrila/dgua/dcido acético nas razdes de
80:20:1 a um fluxo de 1 mL/mim. O comprimento de onda utilizado foi de 254 nm para deteccao
da amostra. As amostras usadas na andlise foram o cardanol purificado e o LCC técnico a uma

concentracdo de 1 mg/mL em acetronitrila, eluidas em uma coluna de C;s Sep-Pak [81].

4.5.2. Cromatografia em fase Gasosa acoplada a Espectrometro de Massa (CG-EM)

Para identificagdo da composicdo do 6leo essencial de Ocimum gratissimum foi
realizado andlise CG-EM, onde as mostras de 6leo foram analisadas em um Cromatdgrafo a
Gas (CG-2010) acoplado ao Espectrometro de Massas (CG-EM QP2010 Plus), ambos da
Shimadzu, utilizando uma coluna capilar DB-5MS (30m x 0,25mm x 0,25um). O fluxo do gas
de arraste Hélio foi numa velocidade linear de 30 cm/sec e fluxo da coluna 1,0 mL/min, razio
de Split 1/30. A programacdo do forno foi de 40 °C por 5 minutos com rampa de aquecimento
de 10 °C/min até 240 °C, permanecendo até 3 minutos, 300 °C, com rampa de aquecimento de
8 °C/min, permanecendo por 2 minutos. A temperatura do injetor e da fonte de ions foi de 250
°C e 200 °C, respectivamente. O modo de injecao Split com razao de 1:30. O tempo de corrida

foi de 37,5 minutos.

4.5.3. Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

As estruturas do cardanol e dos polimeros obtidos pela microencapsulacdo do dleo
essencial de Ocimum gratissimum foram avaliadas usando a técnica de Espectroscopia de
Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR). As amostras foram obtidas na forma de

filme vazado em pastilhas de KBr. Os espectros vibracionais na regidao do infravermelho na
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faixa compreendida entre 4000 e 400 cm! foi obtida empregando um espectrdmetro Shimadzu,

modelo IRPrestige-21.

4.5.4. Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC)

Para avaliagao térmica da casca externa das microcapsulas produzidas, foram obtidas
curvas de DSC utilizando o equipamento DSC-60H da Shimadizu em atmosfera inerte de
nitrogénio a uma vazao de 100 mg/mL. Cerca de 4-7 mg de amostra foram inseridos em uma
panela de aluminio em uma faixa que vai da temperatura ambiente a 550°C, em uma razao de

aquecimento de 10 °C/min.

4.5.5. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

As andlises de MEV foram realizadas nas amostras de microcdpsulas (C0, C25, C50 e
C75) com a finalidade de visualizar a morfologia do material e identificar a formacgdo de
microparticulas. Para tanto, foram feitas microscopia como o equipamento de bancada
HITACHI modelo TM 3030 com detector High-sensitivity semicondutor back scattered
electron detector, com magnificagdo de aproximacdo de 15000x operando em aceleracdo de
voltagem de 15 kV com filamento de tungsténio. O p6 das amostras foi adicionado em stubs de

aluminio para ser analisado.

4.5.6. Andlise de Tamanho de Particula (Mastersizer)

O tamanho e a distribuicdo de tamanho de particula das microcapsulas foram
determinados em um analisador de tamanho de particula por difracdo a laser Malvern
MasterSizer 2000, que pode medir a distribui¢io de particulas com didmetros na faixa de 0,02
a 2.000 um. Para isso, uma pequena quantidade de particulas foi dispersada em dgua destilada
por meio de ultrassom e agitacdo em rotagc@o de 1.600 rpm, no préprio aparelho, para garantir
a auséncia de aglomerados e a passagem do feixe de laser pela suspensdo de particulas
dispersas. Os parametros obtidos por esta técnica foram diametro médio de particula D(v, 0,1),

D(v 0,5) e D(v, 0,9), que representa o tamanho de corte em que 10, 50 e 90%, respectivamente,
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das particulas da amostra sdo menores, e, o didmetro volumétrico médio, representado por
D(4,3), que representa o didmetro de uma esfera com o mesmo volume médio das
microparticulas que compdem a amostra e o indice de polidispersidade (ou span), que fornece

informacdes sobre a homogeneidade da distribui¢do de tamanhos.

4.6. Determinacao da quantidade de bioativo encapsulado

A quantidade percentual de 6leo essencial incorporado nas microcédpsulas foi obtida

através de adaptacdo do método por extracao em aparelho Soxhlet [85].

O solvente utilizado foi etanol devido a capacidade de extrair o niucleo das
microcdpsulas. Quantidades conhecidas de microcdpsula foram pesadas e inseridas em
envelopes de papel filtro bem lacrados onde foram submetidas a extracdo em um aparelho
Soxhlet, contendo etanol como solvente extrator, pelo periodo de 8 horas. Apds esse periodo,
as microcapsulas foram secas em estufa por 24 horas a 40 °C e depois as microcdpsulas secas
tiveram seu peso anotado. O experimento foi feito em triplicata. A quantidade de bioativo

encapsulado foi determinada pela equacdo 2:

Wcev x 100)

E ao 2: OEE% = 100 —(
quacio Yo o

Onde OEE% ¢ o percentual de 6leo essencial incorporado nas microcdpsulas, Wev € a
massa da microcdpsula apds a extragdo (somente a casca vazia) € Wo € a massa inicial das

microcédpsulas.

4.7. Estudo de liberacao do dleo essencial de Ocimum gratissimum por espectrometria
UV-Vis

O estudo de liberacdo do 6leo essencial de Ocimum gratissimum foi feita através de
adaptacgdo da literatura [19]. Foi utilizado um equipamento de espectrodmetro UV-Vis Kazuaki,
modelo IL-592-BI. Para a extracdo do 6leo essencial presente no nicleo das microcapsulas foi
utilizado um solvente capaz de extrair e solubilizar o 6leo essencial sem interferir na leitura

espectrofotométrica e, para isto, o solvente escolhido como meio de liberacao foi o etanol.
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5,0 mg de microcdpsulas foram inseridas em recipientes contento 50 mL de etanol e
deixadas em local sem a presenca de luz. A cada tempo estipulado foram retirados 4 mL do
solvente e centrifugado por 5 minutos a 3600 rpm. O solvente entdo foi analisado no UV-Vis
em um comprimento de onda de 274 nm (absorbancia méxima para o 6leo essencial de Ocimum
gratissimum). Ao final do processo a aliquota € devolvida ao recipiente. O estudo foi feito em

triplicata.

Para caracterizar o perfil cinético de liberacdo adequado para dleo essencial de
Ocimum gratissimum, foram consideradas trés abordagens de modelos de liberacdo, analisando
os modelos empirico de primeira ordem, Korsmeyer-Peppas e Higuchi. A aplica¢do da equacdo
de primeira ordem € o estudo da liberacdo dos compostos carregados de matrizes porosas,

conforme a equagdo 3.

Kt
2,303

Equacao 3: logC =logCy —

Onde Cy € a concentracao inicial de 6leo essencial, C € a quantidade de 6leo essencial

liberado, K € a constante de velocidade de primeira ordem e ¢ € o tempo [86].
Para investigar os mecanismos Fickan e ndo-Fickan, o modelo proposto € utilizado por
Korsmeyer-Peppas (equagao 4).

3 . — n
Equacao 4: Moo Kt

Onde Mt/Mx é uma fragdo de 6leo essencial liberado no tempo 7, K é a constante
cinética de liberacdo e n é o expoente de liberacdo. Para realizar o mecanismo de liberacdo do
6leo essencial. Determinar a quantidade de n € um papel importante em seu mecanismo de
liberag@o. O valor de n menor que 0,45 representa um mecanismo Fickiano, valor 0,45 < n <

0,89 indica transporte nao-Fickiano e n > 0,89 representa mecanismo de erosao [87].

O modelo de Higuchi fornece uma relacdo linear entre o percentual de liberacdo do

6leo essencial e a raiz quadrada do tempo (equagdo 5).

20 E. — 17405
Equacgao 5: Voo Kt

Essa equacdo descreve a liberacdo de OE como um processo de difusdo definido pela

lei de Fick, com a dissoluc¢do dependente da raiz quadrada do tempo [88].
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4.8.Teste de Imersao de Larvas

O Teste de Imersao de Larvas foi realizado de acordo com a metodologia descrita por
Klafke et al., 2006 [89]. Oleo essencial de Ocimum gratissimum foi diluido em uma solugio
contendo 1,0% de etanol e 0,02% de Triton X-100. Os testes foram realizados com dez
concentracdes diferentes, variando de 0,38 a 5,00 mg/mL, e o experimento foi feito em
triplicata. Foi realizado o teste em um grupo controle com uma solugdo de 1,0% de etanol e
0,02% de Triton X-100. Um grupo de larvas foi imerso por 10 min em cada concentragdo e
depois transferidas para um papel de filtro para secar. Uma aliquota de larvas foi transferida
para um papel de filtro limpo e seco (8,5 x 7,5 cm) que foi dobrado e fechado com clipes. Os
pacotes foram incubados a 27 = 1 °C com umidade relativa > 80% por 24 h. Apés a incubagdo,

as larvas mortas e vivas foram contabilizadas.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Obtencao do Cardanol a partir do LCC Técnico

Para obten¢do do cardanol puro a partir do LCC técnico foi realizada a técnica de
extragdo por solvente, baseado na seletividade dos compostos presentes no LCC com maior
interacdo com a fase metandlica, contendo hidr6xido de amodnia, e na preferéncia e
miscibilidade do cardanol em hexano. A fim de obter um cardanol com alta pureza, foi feita
uma etapa complementar de purificacdo utilizando a cromatografia em coluna. Dentro da
coluna de silica gel o Hexano foi suficiente para eluir com maior velocidade o cardanol,
podendo assim ser separado com eficiéncia, obtendo no final do processo cerca de 35% de

rendimento de cardanol em rela¢do ao LCC técnico.

Para observar a separacio dos constituintes do LCC por cromatografia em coluna, foi
utilizada uma placa de CCD (Figura 11), onde pode ser identificado na elui¢ao do LCC técnico
(Figura 11a) a presenca de trés dos seus constituintes majoritdrios: o cardanol na parte superior;
tracos de 2-metil-cardol no meio; e o cardol, como tultimo composto a ser eluido [82]. Ja na
Figura 11b, temos a elui¢do do cardanol extraido, apresentando apenas um composto retido na
placa, no mesmo fator de retenc¢io do cardanol para a elui¢ao do LCC, indicando que a extracao

do cardanol foi bem-sucedida pelo método de cromatografia em coluna.

Figura 11. Placa de CCD. A) elui¢do do LCC técnico; B) elui¢do do Cardanol extraido.
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5.1.1. Caracterizacdo do Cardanol por HPLC

O cromatograma do Cardanol e do LCC técnico foram obtidos utilizando a técnica de

HPLC. Na Figura 12, podemos observar que a eluicio do LCC gerou seis picos

cromatogréificos, onde segundo Phani Kumar et al. 2002 [81], os primeiros dois picos sdao

referentes a presenca de cardol, que estdo em quantidade significativa no LCC para geral sinal

analitico, enquanto os demais picos sao atribuidos ao cardanol. Isto ocorre porque o cardanol é

uma mistura de isdmeros e possui quatro estruturas quimicas diferentes, dependendo do niimero

de insaturacdes presentes na cadeia lateral alifética, o que permite explicar a presenca de 4 picos

cromatograficos. Na Figura 12a, temos o pico 1, 2, 3 e 4, sendo o tempo de retencdo para os

1sdmeros do cardanol trieno, dieno, monoeno e saturado, respectivamente [90].

Figura 12. Cromatograma do cardanol e LCC técnico. A) Cardanol; B) LCC técnico.
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O cardol possui uma hidroxila a mais que o cardanol em sua estrutura (sec¢ao 2.5), meta
substituida no anel aromético, o que confere ao cardol uma maior polaridade e explica o fato
da elui¢do do cardol ser mais rdpida que do cardanol. J4 o cromatograma do cardanol apresenta
os quatro picos referentes ao cardanol nos tempos de retengdo de 27, 29, 32 e 38 minutos.
Entretanto, este cromatograma ndo apresenta os picos referentes ao cardol, indicando que foi
obtido o isolamento, com sucesso, do cardanol a partir do LCC técnico e estes resultados estdao

de acordo com a literatura [81].

5.1.2. Caracterizagdo do Cardanol por FTIR

O cardanol pode facilmente ser caracterizado por FTIR, devido, principalmente, a
hidroxila presente no anel aromdtico e aos agrupamentos -CH> e -CH3 que conferem bandas
bem definidas e intensas, auxiliando na identificacdo desse composto. A Figura 13, mostra o

espectro de FTIR para o cardanol que foi utilizado para determinar sua caracterizagdo estrutural.

Figura 13. Espectro FTIR do cardanol.
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O espectro apresenta uma banda em 3370 cm™! correspondente ao estiramento —OH
presente no anel aromético do cardanol. As bandas presentes em 3008 cm™! sdo correspondentes
ao estiramento C—H sp? e as bandas presentes em 2920 e 2850 cm™! sdo correspondentes aos
estiramentos —CH» e —CH3, respectivamente, da cadeia lateral alifatica do cardanol. A banda
presente em 1590 e 1115 cm™ € caracteristica de estiramento C=C presente no anel aromatico.
A banda de 1450 cm™! e em 1260 cm! est4 relacionada a deformacdo angular de C—O, enquanto
a faixa de 1020-690 cm™ estd relacionada a deformagio angular de C—C [91]. A Tabela 2 mostra

as atribui¢Oes das bandas caracteristicas do cardanol.

Tabela 2. Bandas caracteristicas do cardanol.

Comprimento de onda (cm_l) Atribuicao
3370 Estiramento OH
3008 Estiramento de ligagdes C-H sp2
2924 ¢ 2854 Estiramento de CH, e CH,
1589 e 1115 Estiramento C=C do anel aromatico
1450 e 1260 Deformagao angular C-O
1020-690 Deformacao angular C-C

5.2. Obtencao do dleo essencial de Ocimum gratissimum

5.2.1. Rendimento da extracdo do oleo essencial de Ocimum gratissimum

O d6leo essencial de Ocimum gratissimum foi extraido pelo processo de hidrodestilacao
e seu rendimento foi calculado com base na matéria seca ou base livre de umidade (BLU) e
apresentou um rendimento médio de 4,94%. A tabela 3 apresenta os valores de rendimento do

Oleo essencial para da extracdo realizada.

Foi obtido um percentual de 6leo essencial com valores de rendimento bem préximos
em cada extracdo. Outros trabalhos obtiveram rendimentos menores na extragdo do dleo
essencial de Ocimum gratissimum, como por exemplo, Alves et al. 2016 [92], que obteve 0,21%

de rendimento e Souza et al. 2009 [93], obteve um rendimento de 3,19%, ambos utilizando a
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hidrodestilacdo. J4 Amorim et al. 2012 [94], obteve um rendimento de 1,55% usando a técnica
de arraste a vapor. Estes valores indicam que este trabalho obteve um bom rendimento de
extracdo do 6leo essencial de Ocimum gratissimum quando comparado a literatura, sendo que
estas diferencas de rendimento podem ser atribuidas a fatores como a €poca de coleta,
quimiotipo, diferenca no solo, condi¢des e tempo de armazenamento das folhas.

Tabela 3. Rendimento percentual de 6leo essencial de Ocimum gratissimum extraido por
hidrodestilacao.

Biomassa das Tempo de Umidade Volume de é6leo Rendimento do
folhas (g) secagem (dias) (%) essencial extraido (mL) dleo essencial (%)
105,00 in natura 77,09 1,30 5,40
98,04 in natura 77,09 1,30 5,79
92,27 5 36,01 3,00 5,08
76,35 3 46,36 1,70 4,15
78,85 3 46,36 1,80 4,26

5.2.2. Caracterizagdo do dleo essencial de Ocimum gratissimum

Através da técnica de CG-EM foi possivel identificar a composi¢ao do 6leo essencial
de Ocimum gratissimum. A Figura 14, mostra o cromatograma do 6leo essencial apresentando
oito picos majoritdrios, indicando que a amostra de 6leo essencial possui oito constituintes, que

foram possiveis de serem detectados.

O primeiro pico detectado é referente ao a-felandreno e possui o tempo de retencdo de
8,6 minutos. O segundo pico tem o tempo de reten¢do em 10,0 minutos, sendo referente ao -
Pineno. Os outros picos majoritdrios identificados sdo: a-Terpineno, m-Cimeno, y-Terpineno,
Terpinen-4-ol, Timol, f-Farneceno, como os respectivos tempos de retencdo de 10,6, 10,7, 11,4,

13,5, 15,1 e 18,1 minutos.

O primeiro pico cromatografico trata-se do a-Felandreno e apresenta o espectro de
massa representado na Figura 15. Observa-se neste espectro o fon molecular em m/z = 136, o

bico base em m/z = 93 e fragmentos registrados em m/z = 121, m/z =77 e m/z = 43.



46

Figura 14. Cromatograma CG-EM do Oleo essencial de Ocimum gratissimum.
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O fragmento em m/z = 121 ocorre com a perda de 15 Da, indicando a perda de -CHas.
Este fragmento ndo é muito estdvel ja que a intensidade relativa € baixa. O pico base ocorre
pela perda de 43 Da, o que pode ser atribuido ao radical isopropila. Estes processos podem ser

atribuidos a clivagens simples da ligagcdo sigma.

Figura 15. Espectro de massa do a-Felandreno
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O segundo composto do cromatograma também foi identificado pelo espectrometro de
massa (Figura 16). Este composto é o B-pineno, e possui um fon molecular em m/z = 136. O
pico base é gerado em m/z = 93 apds a abertura do biciclo e, consequentemente, a perda de

propila na estrutura. As fragmentagdes também ocorrem em m/z = 121 com a perda de metila.

Figura 16. Espectro de massa do -pineno.
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O terceiro espectro de massa € apresentado na figura 17 e mostra o pico base como
sendo m/z = 121. J4 o fon molecular € indicado por m/z = 136. A molécula em questdo € o a-
terpinene e possui um espectro de massa parecido com o a-Felandreno devido a semelhancas
estruturais, com perdas de 15 Da no pico base, referente a perda de -CH3, que no a-terpineno €
uma fragmentacdo mais estdvel devido a presenca de duplas ligacdes alternadas que podem
estabilizar o fragmento formado por ressonancia. Ha também a perda do radical propila em m/z

=93, e a formacdo de fragmentos de m/z =77 e m/z =41.

Figura 17. Espectro de massa do a-terpineno.
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O quarto composto eluido na cromatografia € o m-cimeno e seu espectro de massa esta
representado na Figura 18. O espectro mostra o fon molecular como sendo de m/z = 134 e o
pico base m/z = 119, com perda de 15 Da, referente ao radical -CH3 meta substituido no anel
aromdtico. Também ocorre perda de 43 Da, referente ao radical propila gerando o fragmento

m/z =91, menos estavel devido a presenca do anel aromatico.

Figura 18. Espectro de massa do m-cimeno.
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O espectro de massa do quinto composto estd representado na Figura 19, onde se trata
do espectro de massa do composto y-Terpineno. Este composto também possui um espectro
com ion molecular de m/z = 136 e pico base em m/z = 93, seguido dos fragmentos em m/z =

121, m/z =77 e m/z = 43.

Figura 19. Espectro de massa do y-Terpineno.
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O sexto composto € o terpinen-4-ol e apresenta um espectro de massa com um ion

molecular em m/z = 154 (Figura 20), que apresenta uma perda de 43 Da e pode referir-se a

perda de propila através de uma clivagem-a formando o fragmento em m/z = 111. Segue-se

uma perda de 18 Da, e geralmente € referente a perda de dgua, formando o fragmento em m/z

=93.J4 o pico base é o m/z = 71.

Figura 20. Espectro de massa do terpinen-4-ol.
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Na Figura 21, temos o espectro de massa do timol. Este espectro apresenta o ion

molecular m/z = 150 e perda de 15 Da, referente ao radical -CHj3, gerando o pico base m/z =

135. H4a também perda de égua que pode ser percebido pela perda de mais 18 Da, gerando o

fragmento m/z = 117.

Figura 21. Espectro de massa do timol.
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O dltimo composto a ser elucidado é o f-Farneceno (Figura 21). Este composto
apresenta fon molecular em m/z = 204 e sucessivas clivagens simples devido a sua estrutura de
longa cadeia hidrocarbonica alifdtica. Obtendo fragmentos em m/z = 161, m/z = 137, m/z =

119, m/z =93, m/z =41 e o pico base em m/z = 69.

Figura 22. Espectro de massa do f-Farneceno.

10 (-3(10,000)

R -~ oy ~
S el P e

S

[ =]
P
Lllll

0.50

paaal sy

[ =]
oA
l!!l‘]

1

w

r .1 . o
0.00 | | | | |l‘ |, 137 1§1 204
! A L R S e e e e ey e e L e s e
50.0 75.0 100.0 125.0 150.0 175.0 200.0

A tabela 4, mostra a composicao do 6leo essencial obtido por CG-EM. O 6leo essencial
de Ocimum gratissimum € rico em Timol, que apresenta diversas caracteristicas de atividade
bioldgica de interesse [95]. Também € rico em m-cimeno e y-terpineno. A composi¢ao dos
constituintes majoritarios esta de acordo com a literatura descrita por Lima 2018 [67], mais os
demais constituintes apresentam diferencas significativas, podendo ser descrita como uma nova
descoberta de composicdo para o Ocimum gratissimum que pode mudar dependendo da regidao

e periodo da coleta.

A composicdo do 6leo essencial de Ocimum gratissimum também pode alterar
dependendo do local de coleta. Trabalhos em que o Ocimum gratissimum foi coletado no estado
do Maranhdo, tiveram como composto majoritario o timol. Ja plantas de Ocimum gratissimum
oriundas do pais africano do Quénia e do estado brasileiro de Sdo Paulo, apresentaram como
constituinte majoritdrio o eugenol. A composi¢do dos 6leos essenciais € complexa e varia
dependendo da regidao e/ou da sazonalidade, no entanto, composi¢des de 6leo essencial de
Ocimum gratissimum, geralmente, apresentam o timol, eugenol e carvacrol como compostos

majoritarios [67].

A tabela 4 também apresenta uma comparag¢ao da composi¢ao do 6leo essencial obtido

com a literatura.
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Tabela 4. Comparacdo de diferentes trabalhos de estudo da composi¢do do 6leo essencial de
Ocimum gratissimum.

Composicao de cada constituinte (%)

Constituintes -

Este trabalho  Lima 2018 (67) D;(;‘l‘g‘(’lg‘z‘;a Fre‘(‘;"7?006
timol 36,69* 33,4 — 47,9% - -
y-terpineno 29,08 26,2 — 36,8 - -
m-cimeno 21,31 - - -
a-felandreno 5,20 0,2-04 - -
f-pineno 3,02 - 0,84 — 2,61 -
a-terpineno 3,17 1,9-2,4 - -
p-farneseno 0,95 - - -
terpinen-4-ol 0,58 0,3-0,5 - 0-0,6
eugenol - - 44,89 — 56,10* 33,2 - 95,5%
p-cimeno - 43-17,0 - 0-0,8
a-tujeno - 1,6 —4,0 - -
mirceno - 1,6 -4,4 0,15-0,92 -
f-ocimeno - 0-0,1 0,2 -34,1 -
canfora - - 1,9-8.,5 -
linalool - - 0,9-17.5 1,06 — 1,80
a-humuleno - 0,1-0,2 1,0-11,9 0,28 — 0,80
viridifloreno - 0,2-0,7 0-2,5 -
f-bisaboleno - - 0-10,2 -

y bisaboleno - - 0-6,9 -
farnesol - - 0-5,5 -
1,8-cineol - - - 16,83 — 33,67
a-terpineol - 0-0,1 - 0,95 -1.,61
E-cariofileno - 0,7-2,3 03-22 1,41 -5,29
germacrene D - 0,1-0,2 - 0,95 -2,42
a-selineno - - 0,9-2,29
f-selineno - 0,9-2.1 2,69 - 17,21

* Constituinte majoritario em cada composi¢ao.

5.3. Obtencao e Caracterizacao das Microcapsulas a base de Cardanol

As microcdpsulas foram obtidas pela polimerizagdo em emulsao do cardanol usando
o ferricianeto de potdssio como iniciador da reagdo. Foi utilizado também o m-Cresol como
mondmero sintético na copolimerizacao com o cardanol, apresentando material de base natural

e ndo-natural para fins comparativos.
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As figuras 23 e 24, mostram as propostas de reagdes de polimerizacdo oxidativa que
ocorre na microencapsulacdo. O cardanol, quando oxidado, forma o radical fenoxil, que
apresenta um elétron desemparelhado, que € estabilizado por ressonancia do anel aromatico.
Este fenoxil pode atacar outras moléculas de mondmero através de acoplamento C-O-C na
hidroxila do anel aromético e acoplamentos C-C nas posicdes orto, e para devido a ressonancia,
dando inicio sucessivas reacoes em cadeia. O pH alcalino € necessdrio na reacdo, pois ajuda na
reducgdo do potencial de oxidagao de compostos fendlicos, o que facilita a polimerizagdo com a

utilizacdo de oxidante forte para iniciar a reagdo [50].

Figura 23. Polimerizacdo oxidativa do cardanol.

0

OH Ks[Fe(CN)g]

= R=C5H34.4, N=0, 2, 4 ou 6
[OH] R

Cardanol .
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Fonte: Ravichandran 2011 [50].

Figura 24. Proposta de copolimerizacdo do cardanol e m-cresol por polimerizagdo oxidativa.
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R CH, [OH] 7R N CH,
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R:C15H31_n, n:O, 2, 4 0ub

A polimerizacdo ocorreu sem a necessidade de aquecimento. A reacdo é favordvel e
ocorre em baixo tempo de reagdo. O produto obtido foi um sélido marrom claro com baixa
granulométrica (Figura 25). O polimero obtido apresenta um rendimento de cerca de 90% e as

microcapsulas apresentaram odor caracteristico do 6leo essencial de Ocimum gratissimum.
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Figura 25. Microcdpsulas obtidas. A) CO; B) C75; C) C50; D) C25.

5.3.1. Caracterizagdo por FTIR

Foi realizado a andlise de FTIR a fim de elucidar bandas caracteristicas do polimero
formado (Figura 26), para isto, foram utilizadas apenas a casca das microcdpsulas (material
polimérico sem a presenca do Oleo essencial), fim de analisar apenas o polimero de

revestimento.

O espectro apresenta bandas caracteristicas em 2950 e 2850 cm’!, referente ao
estiramento -CH; e -CHj3 da cadeia lateral alifética, esta banda € menor que no cardanol, o que
pode acarretar uma possivel reagio nestes sitios presentes no cardanol. E possivel também notar
a diminuigo significativa na banda de 1590 cm™ ferente ao estiramento C=C do anel aromitico,
o que pode indicar uma substitui¢io no anel. Em 3400 cm™!, hd uma banda forte correspondente
ao estiramento -OH, presente também no espectro do cardanol, o que pode indicar uma menor

reacdo de substituicdo na hidroxila fendlica e que a polimerizacdo possa estar ocorrendo,
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preferencialmente, com substituicdes no anel aromético (orto e para em relacdo a hidroxila) e

na cadeia alifatica [50].

Figura 26. Espectro FTIR das microcapsulas produzidas, sem a presenca do 6leo essencial.
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Nos espectros dos polimeros, aparecem bandas tipicas do policardanol, entre 1150-
1242 cm’!, que correspondem a vibracdes C-O-C e/ou C-OH [97]. A banda presente em 868
cm’! também indica uma substituicdo no anel aromatico. J4 a banda que surge em 1618 cm™!, é
correspondente ao estiramento C-O.

A Tabela 5 mostra as atribui¢des correspondentes as bandas caracteristicas das
microcdpsulas.
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Tabela 5. Bandas caracteristicas das microcapsulas e suas atribuicdes.

Numero de onda (cm-l) Atribuicao
3400 Estiramento OH
2950 e 2850 Estiramento de CH, ¢ CH,
1590 Estiramento C=C do anel aromatico
1115-1242 Vibracoes C-O-C e/ou C-OH
868 Substituicdo no anel aromatico
1618 Estiramento C-O

5.3.2. Caracterizagdo por DSC

A andlise de DSC das microcdpsulas esta representado na Figura 27. A curva de DSC
mostra trés picos, o primeiro endotérmico e o segundo e terceiro exotérmicos. O primeiro pico
endotérmico ocorre de 25 até 90 °C, com pico maximo em 60°C. Este evento ocorre pela
autorreticulagdo do polimero que ocorre em derivados do cardanol devido a presenca de

insaturacdes em sua cadeia lateral alifatica, possibilitando a formacgao de ligagdes cruzadas [98].

Figura 27. Curvas de DSC das microcdpsulas.
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O segundo evento é um pico exotérmico que se inicia em 90 °C e termina em 200 °C,
com pico maximo em aproximadamente 130 °C. Este evento é descrito como a cura térmica
que ocorre em polimeros de cardanol quando expostos a temperaturas acima de 100 °C [99]. O
segundo evento exotérmico inicia-se em 300 °C e tem pico médximo entre 390-450 °C, que

corre devido a degradacdo das microcdpsulas.

5.3.3. Imagens Morfologicas por MEV

Com o objetivo de observar a morfologia das microcdpsulas foi utilizado a anélise
MEV em diferentes resolucdes. A Figura 28 mostra as imagens obtidas por MEV nas resolucoes
de 50x e 150x. As microcdpsulas apresentam formato irregular e de tamanhos distintos. A
microencapsulacdo formou microparticulas unitarias e desaglutinadas, no entanto, parte das
particulas se romperam durante o processo de microencapsulacdo. Pode-se notar, também, a
presenca de fissuras nas paredes das microcdpsulas, o que pode indicar uma possivel ma

formacdo durante a microencapsulacgao.

As particulas apresentam tamanhos variados, com particulas acima de 500 pm, o que
€ um bom resultado visto que microcdpsulas muito pequenas podem acabar aprisionadas e
drenadas por superficies muito porosas (como o solo), podendo ndo desempenhar a agdo

bioldgica de maneira eficaz.

O MEV indica que as microcdpsulas s@ao do tipo matriz polimérica [27], onde a
particula é constituida por um polimero reticulado carregado pelo bioativo que permanece
disperso dentro do polimero. Geralmente, este tipo de material possui uma liberagdo do nticleo
mais lenta e possibilita um maior revestimento do bioativo. A desvantagem desse tipo de
microcdpsula € a possibilidade de requerer mecanismos externos, como, por exemplo, a
intumescéncia, para que haja liberacdo do bioativo, no entanto, aplicagdes que visdo sua
utilizacdo em tratamento acaricida pode ser modificada para que esta desvantagem nao seja

remediada.



Figura 28. Imagens obtidas por MEV das microcédpsulas nas resolu¢des de 50x (primeira
coluna) e 150x (segunda coluna). A) CO; B) C25; C) C50; D) C75.
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A distribui¢ao do tamanho de particula das microcdpsulas foi obtida através do

analisador de tamanho de particula por difragc@o a laser Malvern MasterSizer 2000. A Figura 29

mostra a distribui¢do do tamanho de particula das microcdpsulas produzidas e a tabela 4 mostra

os valores de distribuicao D (v, 0,1), D (v 0,5) e D (v, 0,9), que representam o didmetro médio

de das menores particulas em 10, 50 e 90%, respectivamente, e o valor do didmetro médio das

particulas, representado por D (4,3).

Figura 29. Distribuicdo do Tamanho de Particulas das microcdpsulas produzidas. A) CO; B)

C25; C) C50; D) C75.
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As microparticulas foram obtidas com diametro volumétrico médio de 34,70, 68,07,

68,74 e 62,07 um para as microcdpsulas CO, C25, C50 e C75, respectivamente. As
microcdpsulas com 100% de mondmeros de cardanol (CO) tiveram um didmetro volumétrico

médio menor que as microcdpsulas copolimerizadas com m-cresol, o que pode indicar uma

influéncia do m-cresol na formacao de particulas maiores.

As microcdpsulas CO apresentaram menor uniformidade na formagdo das particulas,

com variagdes maiores de tamanhos. Isto pode ser confirmado pelos valores de

polidispersibilidade (span) apresentado pela Tabela 6, que € definhada como a medida da

largura da distribuicao. As microcapsulas CO possui um span de 3,347, mais altas que para as
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microcdpsulas C25, C50 e C75, com span de 1,623, 1,409 e 1,437, respectivamente. Quanto

mais estreita for a distribui¢do, menor serd o valor de span.

Tabela 6. Valores de Distribui¢ao do Tamanho de particulas das microcapsulas.

Diametro volumétrico médio das particulas (um) Polidispersidade
Amostra D (v, 0,1) D (v, 0,5) D (v, 0,9) D 4,3) (span)
Co 3,66 24,36 85,18 34,70 3,347
C25 3,77 73,61 123,21 68,07 1,623
C50 13,56 71,97 115,00 68,74 1,409
C75 15,45 63,35 106,46 62,07 1,437

Os valores de didametro volumétrico para as 10% menores particulas sugerem maiores
tamanhos a medida que se aumenta a propor¢do de m-cresol na copolimerizacao. Em D (v, 0,5)
e D (v, 0,9), os valores sdo proximos para as microcdpsulas C25, C50 e C75, assim como

também os valores de span, com C50 apresentando uma distribui¢do mais uniforme.

5.4. Quantidade de 6leo essencial de Ocimum gratissimum encapsulado

A quantidade de 6leo essencial encapsulado pelo processo de microencapsulacao foi
determinada pela extragdo por solvente utilizando um extrator do tipo soxhlet. Neste
experimento as microcdpsulas foram pesadas e seladas em um envelope de papel filtro. Foi
utilizado o etanol com agente extrator a uma temperatura de 70-80 °C pelo periodo de 8 horas.
Ao final do processo de extracao as microcapsulas foram secas em estufa por 24 horas. Por fim
o material foi novamente pesado. A equacdo 2 (secdo 4.6) foi utilizada para calcular a
quantidade de 6leo essencial encapsulado. A tabela 7 mostra os valores obtidos para cada

amostra, assim como também, dados obtidos da literatura de quantidade de 6leo encapsulado.

O percentual de 6leo essencial de Ocimum gratissimum incorporado nas microcapsulas
CO0, C25, C50 e C75, foi, respectivamente, 52,87, 52,37, 40,66 e 53,28%. Estes valores sao
semelhantes com os obtidos por Fernandes et al. (2014) [100], que obteve um percentual de
6leo essencial de Rosmarinus officinalis incorporado de 56,83%, utilizando goma ardbica como
polimero encapsulante, e 56,79%, quando encapsulado com amido modificado. Dados de

percentuais mais baixos e mais altos também foram observados na literatura, como na
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encapsulacdo de 6leo essencial de Zingiber officinale, incorporada com goma de caju, que
obteve 28,05% de incorporagdo [101], ou, na encapsulagdo de 6leo essencial de Pimenta dioica
com quitosana, que obteve percentual de dleo essencial incorporado de 98,31%.

Tabela 7. Percentual de 6leo essencial incorporado as microcapsulas obtidas, comparados
com valores obtidos da literatura.

Oleo essencial Quantidade de oleo
Material encapsulante Referéncia
encapsulado essencial incorporado (%)
Cardanol (CO) 52,87
Cardanol/m-Cresol (C25) Ocimum 52,37
Autor
Cardanol/m-Cresol (C50) gratissimum 40,66
Cardanol/m-Cresol (C75) 53,28
Goma arabica Rosmarinus 56,83 Fernandes et
Amido modificado officinalis 56,79 al., 2014 [100]
Zingiber Fernandes et
Goma de Caju 28,05
officinale al., 2016 [101]
Dima et al.,
Quitosana Pimenta dioica 98,31
2014 [102]

5.5. Estudo de liberacao do dleo essencial de Ocimum gratissimum

Uma das formas mais utilizadas para o controle de carrapatos é a pulverizacdo de
acaricida no hospedeiro. Este processo de pulverizacao inicia-se pelo preparo de uma solugdo
(geralmente aquosa) de acaricida em uma medida que € previamente indicada na bula do
produto. Essa solucdo € entdo diluida em um volume maior de 4gua correspondente ao tanque

do pulverizador e homogeneizada para, entdo, ser aplicada no animal [103].

Pensando nisto, foram desenvolvidas microcapsulas carregadas com um bioativo com
atividade carrapaticida, a fim de serem utilizadas no tratamento de carrapatos. Para tal, as
microcdpsulas precisariam de um meio de libera¢do, como por exemplo, o etanol, que possui a
capacidade de extrair o bioativo do nucleo das microcdpsulas. Como o etanol nao € um solvente
téxico, este pode ser utilizado como meio de liberagdo das microcapsulas, e, consequentemente,

a mistura pode ser diluida em dgua para a pulverizacdo dos animais infectados com carrapatos.
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Com isso foi feito um estudo liberacdo do 6leo essencial de Ocimum gratissimum em

meio etandlico, a fim de conhecer seu perfil de liberacao neste meio.

5.5.1. Construcdo da curva analitica

O ¢6leo essencial de Ocimum gratissimum apresenta absorcdo na faixa do ultravioleta
com uma absorbancia maxima de 274 nm. Foi entdo construido uma curva analitica da
absorbancia versus comprimento de onda de uma solugcdo de 6leo essencial de Ocimum
gratissimum em etanol. As concentragdes utilizadas foram: 10, 20, 30, 40, 50, 60 e 70 mg/mL.

A Figura 30 mostra os espectros de absorbancia do 6leo essencial para cada concentracao.

Figura 30. Espectro de absorcdo do 6leo essencial de Ocimum gratissimum em diferentes
concentragoes.
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Com base no espectro de absorbancia do 6leo essencial foi construida a curva analitica
a partir dos valores de absor¢cao maxima em 274 nm. A Figura 31 mostra a curva analitica para

o 6leo essencial de Ocimum gratissimum. O coeficiente de correlagdo da curva é R?=0,99959,
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o coeficiente linear é b=-0,0011 e o coeficiente angular é a=0,01661. A equacdo da reta é dada

por:
Equacao 6: Abs = (—0,001) + 0,01661.C
Onde Abs € a absorbancia do 6leo essencial na concentragao C.

Figura 31. Curva analitica do 6leo essencial de Ocimum gratissimum.
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5.5.2. Cinética de liberacdo

A liberacdo do 6leo essencial ocorreu em contato com o solvente etanol e as medidas
foram realizadas em espectrofotdmetro UV-vis no comprimento de onda de 274 nm. A taxa de
liberacdo foi calculada com base na Equagdo 6. A Figura 32 mostra as curvas de liberagdo do
Oleo essencial. As medidas foram feitas em intervalo definidos durante até 72 horas, periodo

em que as microcdpsulas ja atingiram o mdximo da sua liberagdo.

As microcépsulas liberaram cerca de 40% do dleo essencial nos primeiros 5 minutos,
isto pode indicar que parte do 6leo essencial estava retido superficialmente nas microcapsulas.
A partir dos primeiros 5 minutos ocorre uma liberacao controlada do 6leo essencial, liberando
a uma taxa gradual por 8 horas. Apds as primeiras 24 horas a taxa de liberacdo se mantém

constante.
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Figura 32. Curvas de liberagcdo do dleo essencial de Ocimum gratissimum.
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Para a determinacdo do mecanismo de liberacdo do O6leo essencial de Ocimum
gratissimum das microcdpsulas, os dados experimentais foram ajustados com diferentes
equacoes cinéticas. Neste estudo, os modelos de primeira ordem, Higuchi e Korsmeyer-Peppas
foram usados para avaliar o comportamento de liberacdo do 6leo essencial. A tabela 8 mostra
as constantes e o coeficiente de correlacao (R?) dos modelos utilizados. Considerando os valores
de R? 0 modelo Korsmeyer-Peppas (com R? > 0,9) é o mais apropriado para explicar a cinética
de liberagao do 6leo essencial de Ocimum gratissimum.

Tabela 8. Constantes cinéticas do perfil de liberag¢@o do dleo essencial de Ocimum gratissimum
a partir de microcdpsulas obtidas.

Primeira ordem Higuchi Korsmeyer-Peppas

Amostra R? K R? K R? K n

Co 0,07286 -0,01574 -1,9757  0,52534 0,98645  0,8038 0,06459
C25 0,46675 -0,00791 -8,7452  0,42442 0,90814  0,72347 0,10009
C50 0,11221 -0,01757 -1,7486  0,52176 0,99297  0,79154 0,07336
C75 0,13036 -0,01937 -0,9817  0.00010 0,96132  0,81627 0,10412
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Com a aplicacdo desse modelo, foi possivel a obten¢do dos parametros K e n, que
correspondem a constante que incorpora as modificacOes estruturais e as caracteristicas
geométricas do sistema e o expoente de liberacdo difusional, relacionado ao mecanismo de
liberacdo. Peppas (1985) [104] utilizou o valor de n para caracterizar diferentes mecanismos de
liberacdo. O valor de n é menor que 0,45 para processos controlados por difusdo (modelo de
Fick), enquanto valores de n entre 0,45-0,89 indica transporte ndo-Fickiano e n maior que 0,89

representa mecanismo de erosao.

Com o exposto, pode-se afirmar que o mecanismo de liberagdo do 6leo essencial de
Ocimum gratissimum a partir das microcdpsulas a base de cardanol ocorre por difusdo Fickiana,
onde a taxa de difusdo € muito mais lenta que o tempo de relaxacdo da cadeia polimérica. Esse
tempo de relaxacgdo € o tempo que a cadeia leva para se acomodar, ou seja, entrar em equilibrio

com a presenca do soluto ou do solvente [105].

5.6. Teste de Imersao de Larvas

A fim de avaliar a atividade bioldgica do dleo essencial de Ocimum gratissimum, foi
realizado o Teste de Imersdo de Larvas com a espécie de carrapato Rhipicephalus microplus,
popularmente conhecido como carrapato-de-boi. As larvas de carrapatos foram imersas em
solug@o de 1% de solucdo de etanol e 0,02% de Triton X-100 em concentragdes diferentes de
6leo essencial (dez ao todo) que parte 5,00 a 0,36 mg/mL, com fator de dilui¢do de 25%. As
larvas ficaram imersas na soluc¢do por 10 minutos e em seguida foram colocadas em envelopes
de papel, lacradas e depois encubadas por 24 horas. No dia seguinte foi contabilizado a
quantidade de larvas mortas e vivas. A Tabela 9 mostra os dados da atividade larvicida do 6leo
essencial de Ocimum gratissimum, onde o Clso € a concentragdao (mg/mL) capaz de matar 50%
das larvas de Rhipicephalus microplus, 1Cos é o intervalo de confianca de 95% e R? o coeficiente
de correlacao.

Tabela 9. Atividade larvicida do Oleo essencial de Ocimum gratissimum em larvas de
Rhipicephalus microplus.

CIso (mg/mL) ICos R?
2,377 2,261-2,498 0,976
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O O6leo essencial de Ocimum gratissimum obteve uma atividade em larvas de
carrapatos de Cls50=2,377 mg/mL, indicando ter efeito acaricida nestas espécies. Outros
trabalhos obtiveram valores de Clso de 0,84 a 2,57 mg/mL com o 6leo essencial de Ocimum
gratissimum nas mesmas condicoes de andlise [13,67,80], o que reforca a agao acaricida deste
bioativo. A atividade bioldgica do 6leo essencial de Ocimum gratissimum € atribuida a aos
compostos timol, eugenol, carvacrol, y-Terpineno e p-Cymeno que estdo presentes no 6leo

essencial, comumente, como compostos majoritarios.

As microcdpsulas contendo o bioativo ndo foram empregadas no Teste de Imersao de
Larvas por ndo haver um meio e tempo adequado para que haja liberacdo do dleo essencial e,
consequentemente, o contato com as larvas durante o procedimento. Com isso, foi avaliado o
potencial carrapaticida do dleo essencial de Ocimum gratissimum (sem a formulagdo) visando

reforgar seu uso como bioativo encapsulado para aplicagdes em tratamentos contra carrapatos.

O ¢leo essencial de Ocimum gratissimum, mostra-se uma grande alternativa para o
controle de carrapatos, como substituinte de praticas de controles mais agressivas ao ambiente.
Aliado a tecnologia de microencapsulagao, o 6leo essencial pode ter uma aplicacdo mais eficaz,
otimizando a atividade bioldgica e diminuindo as desvantagens de sua utilizacio como

biopesticidas.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Foi relatado neste trabalho o desenvolvimento de um novo material composto de
materiais de origem natural e renovédvel. Foram obtidos microcdpsulas a base de cardanol
carregadas de Oleo essencial de Ocimum gratissimum, um bioativo com propriedades
biopesticidas. Estas microcdpsulas apresentaram morfologia irregular, porém em unidades bem

definidas.

O ¢leo essencial foi encapsulado com sucesso e o seu rendimento foi satisfatério, com
um percentual de 6leo incorporado de 40,66 a 53,28%. O estudo de liberagdo também foi
satisfatorio, com uma liberacao inicial rdpida seguido de uma liberagdo gradual por oito horas

e o mecanismo de liberacdo identificado foi de difusdo Fickiana.

As diferengas entre as microcdpsulas foram poucas, porém a microcdpsula C25
apresentou bons resultados de encapsulacdo e melhor perfil de liberacdo, indicando ter um
maior potencial para aplicagcdo. No entanto, é de se considerar uma abordagem mais sustentdvel

visto que a microcdpsula CO apresentou propriedades semelhantes.

O 6leo essencial de Ocimum gratissimum apresentou atividade larvicida em carrapatos
da espécie Rhipicephalus microplus, indicando ser um promissor biopesticidas no combate a
carrapatos. A microencapsulacdo deste 6leo essencial, produziu microcdpsulas capazes de
incorporar e liberar o 6leo essencial em meio etandlico, abrindo a possibilidade de aplicacao
desta tecnologia em tratamentos de pulverizacdo em animais afetados pelos carrapatos e

otimizando a acdo do bioativo no ambiente.
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