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RESUMO

ENCAPSULAMENTO DE COMPOSTOS ORGANICOS VOLATEIS EM MATRIZES
BIOPOLIMERICAS PARA O CONTROLE DE INSETOS PRAGAS

Os tradicionais defensivos agricolas foram introduzidos para controlar as principais
pragas causadoras de perdas de producdo. No entanto, seu uso indiscriminado resultou
em problemas ambientais e estimulou o desenvolvimento de produtos alternativos,
como, p. ex., 0os Oleos essenciais. Todavia, estes sdo compostos por moléculas
geralmente instaveis e facilmente degradaveis, ou perdidos, resultando na demanda de
desenvolvimento de veiculos especificos de aplicacdo e uso em campo. Assim, uma
alternativa para seu uso eficiente pode ser através da formulacdo em capsulas em
escala nano/micrométrica aumentando a sua eficiéncia e periodo residual. Neste
contexto, o objetivo geral com este projeto foi desenvolver, caracterizar e avaliar a
atividade biologica de nano/microparticulas em pé carreadas com 06leo essencial de
laranja (Citrus sinensis). O processo para obtencdo das microparticulas foi
desenvolvido usando secagem por Spray Dryer para encapsular o material de nucleo
volatil. Gelatina e lignina foram usadas como biopolimeros. A quantificacdo do teor de
Oleo essencial interno (encapsulado) e superficial (adsorvido) foi realizada por extragéo
por headspace com analise simultdnea em cromatégrafo gasoso (CG) acoplado a
detector de ionizacdo em chama (DIC). O método foi validado seguindo as principais
figuras de mérito (seletividade, linearidade, precisédo, exatidao, limite de deteccédo e
guantificacao) para a faixa linear de trabalho e avaliou-se o efeito de matriz também. Os
resultados mostraram que a velocidade de transferéncia da amostra no Spray Dryer foi
o fator mais importante para a eficiéncia de encapsulamento para os dois biopolimeros.
As melhores condi¢cdes apresentaram eficiéncia de secagem entre 44 e 75% para
gelatina e lignina, respectivamente, de massa do produto final. A eficiéncia de
encapsulamento final variou entre 320 e 900 mg g™ para gelatina e 200 e 309 mg g*
para lignina, considerando-se a relacdo 6leo essencial:polimero. Todas as amostras
foram submetidas a diversos parametros de caracterizacdo fisico-quimica. Por
microscopia eletronica de varredura avaliou-se a morfologia e a superficie dos produtos.
As microparticulas apresentaram uma formacdo microesférica, rugosa, com distribuicao

heterogénea de tamanho, superficie lisa (gelatina) e com fissuras (lignina). Estudos de
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liberacdo controlada em meio aquoso foram realizados através de extracdo por
headspace/CG. As microparticulas contendo maior proporcdo do polimero em relacéao
ao Oleo essencial apresentaram retencao da fracdo volatil 10,9 e 1,87 vezes superior
para os produtos de gelatina e de lignina, respectivamente. Resultados similares foram
obtidos na andlise de degradacao térmica. Nesta etapa, os produtos foram mantidos a
40°C num intervalo de até 90 min com posterior extracdo por headspace. Observou-se
gue as microparticulas de gelatina e lignina mostraram-se eficientes quanto a protecao
contra perdas por volatilizagcdo com consequente aumento do tempo de vida do 6leo
essencial. Por fim, os produtos formulados foram submetidos a ensaios biolégicos com
insetos de Spodoptera frugiperda, principal praga da cultura de milho. A presenca dos
produtos na dieta das lagartas produziu um aumento no consumo e na taxa de
crescimento inicial. No entanto, mortalidade larval e pupal, malformacdo da pupa,
tentativas de fugas do sistema e auséncia de escamas nos ovos (protecdo contra a
acao de inimigos naturais) foram observados. Os resultados deste projeto permitiram
concluir que os produtos formulados ganharam estabilidade, capacidade de disperséo

em meio aquoso e mantiveram-se ativos no controle da Spodoptera frugiperda.
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ABSTRACT

ENCAPSULATION OF VOLATILE ORGANIC COMPOUNDS IN MATRICES
BIOPOLYMERIC FOR INSECT PESTS CONTROL

Traditional pesticides were introduced to the agriculture in order to control pests, which
are harmful to the crops. However, this indiscriminate use of synthetic pesticides has
been causing environmental disorders, and promoting the development of alternative
products such as essential oils. Nevertheless, these compounds are made of usually
unstable molecules, which are easily degradable, or lost. In this sense, there is
necessity to develop specific alternatives to their use in the field. The formulation of
capsules in nano- or micrometric scale is an alternative for efficient use of essential oil,
what may increase its stability, and residual period. In this context, this project aimed to
develop, characterize and evaluate the biological activity of nano/micro particles in
powder loaded with orange essential oil. The process to obtain microparticles was
developed by Spray Dryer to encapsulate the volatile in a core material. Gelatin and
Lignin were used as biopolymers. The quantification of the essential oil content
(encapsulated and absorbed) was done by headspace extraction with a simultaneous
analysis in a gas chromatograph coupled to a flame ionization detector. The method
was validated according to the main figures of merit (selectivity, linearity, precision,
accuracy, detection and quantity limit). The calibration curves also were evaluated
investigation possible matrix effect. The results showed that the transfer velocity of the
sample in Spray Dryer was the main factor for encapsulament efficiency for both
biopolymers. The best conditions presented drying efficiency of 44% and 72% for gelatin
and lignin, respectively, of mass from the final product. The encapsulement efficiency
ranged between 320 and 900 mg g for gelatin, and from 200 to 309 mg g™ for lignin,
considering the essential oil/polymer ratio. All the samples were submitted to several
physicochemical characterization parameters. Scanning electron microscopy was used
to evaluated the morphology and surface of the products. The microparticles showed a
micro spherical rough formation, with a heterogeneous distribution of size, smooth
surface (gelatin), or with fissures (lignin). Studies of controlled release in aqueous media
were performed by headspace extraction. The micro particles with wider rate of polymer
related to essential oil showed a retention of the volatile fraction 10.9 and 1.87 times
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higher for the gelatin products and lignin, respectively. Similar results were obtained in
the thermal degradation analysis. In this step, the products were kept at 40°C in range of
to 90 min followed by headspace extraction. It was observed that gelatin and lignin
micro particles are efficient to protect against lost by volatilization, and consequent, to
increase of life time for the essential oil. Finally, the formulated products were submitted
to bioassays against Spodoptera frugiperda, which is the main pest of the corn crop.
The presence of such products in the larval diet produced an increase in consumption
and the initial growth rate. However larval and pupal mortality, pupal malformation,
leakage attempts from the system and absence of egg scales (protection against natural
enemies) were observed. The results of this project showed gains in stability, that they
were able to be dispersed in agueous medium, and remained active to the control of
Spodoptera frugiperda.
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INTRODUCAO

—

Uma breve historia do desenvolvimento agricola e
novas ferramentas de pesquisa

1.1 - Defensivos agricolas e o meio ambiente

Ao longo da histdria da civilizagdo, uma constante competicdo entre as
espécies tem sido perpetuada. A competicdo ocorre pela obtencdo dos recursos naturais
fornecidos pela Terra e essenciais para o desenvolvimento das espécies tais como:
abrigo, alimentos, agua, dentre outros (CARVALHO, 2006; FRANK VAN VEEN et al., 2006).



Rotineiramente, a natureza busca manter o equilibrio do ambiente permitindo a
coexisténcia de um grande numero de espécies.

No entanto, determinadas situacées podem acarretar em desequilibrios. Por
exemplo, nés humanos, desde o inicio da civilizacdo estamos em busca de melhorar as
condi¢cbes de vida, com aumento da expectativa de vida e, consequentemente, aumento
da populacéo (TILMAN et al., 2002). Dessa forma, o0 homem que anteriormente retirava seu
alimento para consumo imediato da natureza através da caca, pesca e colheita de frutos e
vegetais, passou a criar seus animais e a cultivar determinadas espécies vegetais para
alimentar a populacéo (TILMAN et al., 2002).

Considerando que vivemos em um complexo ecossistema, 0s campos
cultivados e os alimentos armazenados também serviram (e ainda servem!) de alimento
para um variado grupo de espécies, como insetos, roedores, fungos e bactérias, além de
serem alvo do ataque de ervas daninhas (OERKE, 2006; GUPTA e DIKsSHIT, 2010; MNIF e
GHRIBI, 2015). Em geral, essas espécies multiplicam-se em grande escala, interferindo na
producdo e no bem estar dos seres humanos, sendo assim, consideradas pragas
(EVERGETIS et al., 2013). Desde entéo, tem se travado uma verdadeira guerra entre elas e
nds, os humanos.

Registros indicam que, de modo geral, os métodos utilizados para controlar
as pragas eram baseados em rituais religiosos e magia, ja que as pragas eram
consideradas castigos dos deuses pelo mau comportamento dos homens (RUSSELL,
2005). Entretanto, com o passar do tempo e por meio de observagdes e experimentos,
comecgou-se a reconhecer que muitos compostos apresentavam efeito no combate as
pragas e, assim, surgem 0s compostos para o controle inseticida (RUSSELL, 2005).

Ha registros de que a utilizacdo de produtos quimicos no controle de pragas
teve inicio em 2500 a.C. (OERKE, 2006). Os primeiros produtos utilizados eram de origem
inorganica, tais como cobre, enxofre e mercurio (OERKE, 2006; RUSSELL, 2005). O uso
inicial destas substancias foi muito eficaz na diminuicdo das infestacGes de pragas e no
aumento da produtividade (WILSON e TISDELL, 2001).

Desde entdo, o mundo tem testemunhado um extraordinario periodo de
crescimento e desenvolvimento de novos produtos. O Brasil, por exemplo, € um dos

principais produtores de alimentos que utiliza grandes quantidades de defensivos no seu



cultivo, tornando-se um dos maiores consumidores de defensivos agricolas do mundo
(GERAGE et al., 2017).

Esta prética resulta na reducdo da biodiversidade local pelo uso intenso de
defensivos para o controle de pragas e doencgas. Sua aplicagao crescente e muitas vezes
indiscriminada desenvolveu resisténcia em algumas pragas (MNIF e GHRIBI, 2015) e iniciou
o ciclo dos defensivos agricolas no ambiente, conforme se observa na Figura 1.1. Além
disso, apesar do intenso uso de defensivos agricolas, cerca de 35% do rendimento
potencial da producdo ainda € perdido (OERKE, 2006). A0 mesmo tempo em que ha
escassez e aumento do valor das terras cultivaveis (CARVALHO, 2006; PINGALI, 2012)
observa-se que a agricultura precisa atender a uma demanda global por alimentos cada
vez maior, para produzir alimentos de consumo humano e animal, fibras, biocombustiveis,
dentre outros (Popp et al., 2013).

Todos estes fatores estimularam um aumento na aplicagdo dos defensivos
agricolas e, embora esta pratica tenha obtido sucesso em curto prazo no aumento da
producdo de alimentos, em longo prazo tem gerado diversos problemas ambientais
(CARVALHO, 2006). Seu uso quando imprudente e frequente tem resultado em
contaminacdo da agua, ar e solo, mudancas nos equilibrios biolégicos naturais, com
impacto negativo sobre organismos ndo visados e reducdo de organismos benéficos,
incluindo predadores e parasitas de pragas e abelhas (MNIF e GHRIBI, 2015) como também

ilustrado na Figura 1.1.
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FIGURA 1.1 - Ciclo de vida dos defensivos agricolas no ambiente.

Adaptado de KAILASA et al., 2013.

Verifica-se na Figura 1.1 que ao serem aplicados, os defensivos podem ser
langados para o ambiente pela evaporacao, adsorcao, limpeza dos materiais utilizados em
sua aplicacdo (ZHou et al., 2008), absorgéao e translocados para os tecidos das plantas,
transportados para solos e lixiviados para as aguas, contaminando alimentos, fauna e flora
(KOOKANA, 2010).

Assim, um grande numero de produtos sintéticos e seus produtos de
degradacédo afetam organismos nao alvos ao entrarem nos ecossistemas, devido a
reacoes, interacbes com outros produtos quimicos, transformacfes por organismos,

exposicdo a luz natural, ingestdo de alimentos e agua contaminados, dentre outros



(BERNHARDT et al., 2017). Tais fatores podem resultar em perda de espécies locais (como
passaros e peixes), alteracdes indiretas no ecossistema, como producdo primaria,
retencdo de nutrientes, sequestro de carbono, além de serem disseminados pela cadeia
alimentar pela biomagnificagdo (LAZARTIGUES et al., 2013). Além disso, muitos dos
defensivos séo persistentes ou “pseudo-persistentes”, pois eles possuem uma degradagéo
muito lenta e seu uso constante leva a liberagdo continua no ambiente em taxas maiores
gue as de degradacéo (BERNHARDT et al., 2017).

Dessa forma, ha a necessidade de desenvolver novas ferramentas para
controlar uma variedade de insetos, ervas daninhas e doencas que reduzem o rendimento
das culturas (GERWICK e SPARKS, 2014). Nesse contexto, tem se desenvolvido modelos
baseados na manutencdo e recuperacdo da biodiversidade considerando as interacdes
biolégicas dentro de sistemas agricolas e, a0 mesmo tempo em que a capacidade
produtiva das plantas € estimulada (ALTIERI, 2002; REGNAULT-ROGER et al., 2012).

Uma proposta € a utilizacdo dos recursos disponiveis no meio ambiente,
como por exemplo, as plantas e seus extratos (ALTIERI, 2002). Assim, a utilizacdo de
produtos com curta persisténcia, maior especificidade e menor impacto ambiental, tém

sido considerados como uma alternativa viavel (GLARE et al., 2012).

1.2 - Produtos Naturais: uma alternativa?

As plantas estdo em constante evolucao para desenvolverem uma série de
adaptacOes para melhorar a sobrevivéncia e reproducao, reduzindo o impacto da agéo de
predadores (ARIMURA et al., 2005; DUDAREVA et al., 2006). Assim, elas se defendem
através da producdo de metabdlitos secundarios para compensar a sua imobilidade
(DUDAREVA et al., 2006). Um exemplo é o lancamento de uma complexa mistura de
compostos volateis de suas folhas, flores e frutas para a atmosfera e para o solo (por meio
de suas raizes) agindo como repelentes ou toxinas (DUDAREVA et al., 2006).

Assim como as plantas, os micro-organismos também produzem uma série
de compostos em condi¢cdes ambientais adversas e interacdes antagbnicas com outros
organismos, que tém forte influéncia em seu crescimento e reproducdo (ROHLFS e

CHURCHILL, 2011). Muitos dos metabdlitos secundarios sdo considerados seguros para 0s



seres humanos, fauna e flora, pois produzem pouco ou nenhum residuo téxico (CHANDLER
et al., 2008), além de apresentarem acdes especificas e ambientalmente amigaveis (KouL,
2011).

Independente da origem, estes compostos secundarios representam um
grande reservatorio de estruturas quimicas com atividades biolégicas que sdo muito mais
propensos a ter algum tipo de atividade biolégica em concentracbes menores que 0S
compostos derivados de sinteses organicas - xenobiodticos (DUKE et al., 2000). Isso se
deve ao fato dos compostos secundarios serem resultado da co-evolugdo entre as
espécies que estimulou o desenvolvimento de adaptacdes defensivas (MIRESMAILLI e
ISMAN, 2014). Assim, estes compostos sao produtos naturais biologicamente ativos que
possuem acdo em alvos especificos, 0 que diminui o diminui o risco de impactos
ambientais (SEIBER et al., 2014).

Dessa forma, produtos naturais com agéao inseticida e/ou fungicida tém sido
pesquisados como uma opc¢do para substituicdo e/ou complemento aos defensivos
tradicionais (GLARE et al., 2012; MNIF e GHRIBI, 2015) e sado denominados como
biopesticidas.

Os biopesticidas sao formados por compostos que podem ser obtidos a partir
de micro-organismos vivos ou materiais vegetais ou serem o0 proprio organismo Vivo
(REGNAULT-ROGER et al., 2012; MNIF e GHRIBI, 2015). S&0 geralmente aplicados para o
controle ao invés da destruicdo das pragas, com baixo residuo, alto desempenho, curta
persisténcia, menores efeitos colaterais toxicos e boa compatibilidade com o ambiente,
causando menor impacto ambiental (CzAJA et al., 2015; MNIF e GHRIBI, 2015).

Dependendo da fonte pela qual o biopesticidas é obtido, ele pode ser
classificado como (1) microbiano, (2) semioquimico e (3) bioquimico (CHANDLER et al.,
2011; CzAJA et al., 2015). Na Tabela 1.1, observam-se exemplos de alguns biopesticidas

disponiveis comercialmente e que s&o derivados das mais variadas fontes.



TABELA 1.1 -

comercialmente.

Biopesticidas obtidos de variadas fontes microbioldgicas e materiais vegetais disponibilizados

Origem Acao Ingrediente Ativo Nome comercial Algumas culturas
Inseticida  Bacillus thuringiensis var kurstaki Dipel DF Algodao, soja, tomate, citros.
Bactéria ~ : o
Fungicida Bacillus subtilis QST713 Serenade ASO A_Igodao, S0, feijao,
g girassol.
2 Herbicida Chondrostereum purpureum Chontrol Silvicultura
@ ~ . -~
2 Fungo Inseticida  Beauveria bassiana Ballvéria Algoddo,  soja, fejdo e
o tomate.
_8 Nematicida Paecilomyces lilacinus MeloCOn WG  Legumes, citros, tabaco.
= . ~
Inseticida  Cydia pomonella GV Cyd-X Macas, peras.
Virus ‘ :
Antiviral V|rus. do mosaico amarelo da Curbit Abobrinha, melao, melancia.
abobrinha
Azadiractina Azatin XL Legumes, frutas,_ ervas €
Inseticida plantas ornamentais.
Rotenona Rotenat Fruteiras.
S
‘g)) Fungicida Reynoutria sachalinensis Regalia Culturas ornamentais.
© Bioquimico i :
Z Herbicida Oleo de citronela Barrier H Vinhas, bomares, plantas
£ ornamentais e grama.
2 Nematicida Quillaja saponaria Nema-Q I\{Iat;as, aboboras, uva,
@) lGpulo, pera.
Repelente Citronelol Biomite Plantas ornamentais.
Semioquimico  Repelente  (E,E)-8,10-dodecadien-1-ol Ecosex CM  Macé e pera.

Adaptado de MICHEREFF FILHO et al. (2009), CHANDLER et al. (2011) e AzeVEDO et al. (2013).



Um importante beneficio de defensivos agricola baseados em produtos
naturais é seu relativo curto tempo de meia-vida, jA que eles ndo possuem estruturas
‘ndo naturais” ou muitas substituicdes quimicas, sendo mais facilmente degradaveis
pelos mecanismos desenvolvidos no meio ambiente (DAYAN et al., 2009). A resisténcia
a biopesticidas em organismos alvo também ndo ocorre facilmente, ao contrario dos
defensivos tradicionais (CzAJA et al., 2015). Todas essas caracteristicas fizeram com
gue estas substancias fossem se tornando uma nova tendéncia mundial na indUstria de
defensivos agricolas (CzAJA et al., 2015; MNIF e GHRIBI, 2015).

Dentre os produtos listados na Tabela 1.1, para a investigacdo de novos
produtos para o controle de pragas, o uso de compostos com acao repelente ou
atraente tem avancado rapidamente, jA que sua acdo ndo necessariamente ocasiona
na morte dos individuos, mas sim um controle comportamental (SEIBER et al., 2014). Em
alguns casos, uma possibilidade para a obtengcdo com qualidade destes produtos, faz-
se necessario combinar tecnologias para separacéo, elucidacao estrutural e bioensaios
(PiNO et al., 2013; TASCONE et al., 29). Estas etapas sdo importantes para que o produto
se torne atrativo e comercializavel, pois além de comprovada a sua acéo bioldgica, €
necessario que haja disponibilidade e padronizacdo da matéria prima (PINO et al.,
2013).

Alguns fatores como sazonalidade, ritmo circadiano, disponibilidade
hidrica, temperatura, radiacédo ultravioleta, nutrientes, poluicdo, altitude, presenca de
patégenos, dentre outros, podem interferir na producéo e concentracdo de metabdlitos
secundarios pelas plantas (GoBBO-NETO e LOPES, 2007) e micro-organismos (KouL,
2011). Esses fatores sdo um desafio para os pesquisadores, pois interferem na
padronizacdo dos produtos naturais, sendo necessario desenvolver novas formas de
formulacdo, armazenamento, producédo e aplicacdo para promover a manutencdo da

estabilidade dos principios ativos (PINO et al., 2013).

1.3 - Oleos essenciais

Oleos esséncias sdo compostos volateis produzidos por complexas vias

metabdlicas das plantas em seu metabolismo secundéario para promover comunicagao
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e/ou atuarem como moléculas de defesa (PAVELA e BENELLI, 2016). Podem ser extraidos
de diferentes partes das plantas, principalmente folhas e flores (RAI et al., 2017). Eles
possuem diferentes e complexas composi¢cdes quimicas, sendo algumas das principais

estruturas encontradas estdo mostradas na Figura 1.2.

L ggﬁé

Geraniol para-Cimeno alfa- Elemeno

X
Limoneno Carvona
OH
\
H o
=

Cedrol o~ Valenceno

Nootkatona Elemol

FIGURA 1.2 - Estruturas quimicas de alguns dos componentes encontrados nos
Oleos essenciais.
Adaptado de PANELLA et al. (2005), MOHAREB et al. (2013) e RaAl et al. (2017).

Além dos compostos listados na Figura 1.2 Eze (2016) observou que os 6leos
essenciais possuem ao menos um grupo funcional tal como aldeidos (citral, citronelal,
cinamaldeido, benzaldeido, vanilina), alcoois (geraniol, citronelol, mentol, linalol,
terlineol, borneol), ésteres (benzoatos, acetatos, salicilatos, cinamatos), cetonas
(canfora, carvona, mentona, pulegona, tujona), 6xidos (cineol), éteres de fenol (anetol,
safrol), fenois (eugenol, timol, carvacrol) e acidos (benzoico, cinamico, miristico,

isovalérico).



A ampla variacdo no perfil quimico dos Oleos esséncias esta relacionada
ao numero e propriedades estereoquimicas dos componentes (AKTHAR et al., 2014).
Estas variacBes também estdo ligadas a metodologia de extragcdo empregada para
obtencdo do 6leo essencial (AKTHAR et al.,, 2014), parte da planta utilizada, idade e
estagio do ciclo vegetativo, clima, composicdo do solo, dentre outros
(ANGIONI et al., 2006; MASOTTI et al., 2003).

Estes compostos tém sido utilizados desde a antiguidade no alivio de
sintomas de doencas (IsmMAN et al., 2011). Alivio este, associado aos seus efeitos
antimicrobianos, com agao bactericida, virucida e/ou fungicida (EL ASBAHANI et al., 2015;
MUTHAIYAN et al., 2012). Além disso, dentre os produtos naturais, os 6leos essenciais
tém uma ampla aplicacdo para uso humano para obtencédo de perfumes, cosmeéticos,
detergentes, remédios, producdo de alimentos e protecao contra a infestacdo de pragas
em alimentos (REGNAULT-ROGER et al., 2012; ISMAN et al., 2011).

Considerando sua utilizacdo na protecdo de alimentos armazenados, nao
€ surpreendente que os Oleos essenciais tenham sido avaliados para o controle de
insetos pragas. Segundo ISMAN et al. (2011) estes compostos possuem caracteristicas
cruciais no controle de insetos, como (1) produgdo em alta escala e baixo custo, (2)
multiplos modos de acdo no sistema nervoso dos insetos, (3) ambientalmente nao
persistentes e (4) relativamente ndo tdxicos para mamiferos.

Testes de dose letal mediana que avaliam a dose do principio ativo
responsavel pela morte de 50% da populacédo avaliada (DLsp) tém demostrado que os
Oleos essenciais, em sua maioria, podem ser utilizados com seguranca considerando-
se a quantidade de produto utilizada, o tipo de produto, sua aplicacdo e 0s organismos
nao-alvo (RAI et al.,, 2017). Alguns dados de dose letal obtidos para alguns Oleos

esséncias podem ser observados na Tabela 1.2.
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TABELA 1.2 - Toxicidade de diferentes 6leos esséncias e defensivos

tradicionais baseada na dose letal aguda.

Oleos DLsg Defensivos DLso
essenciais (mg kg™ tracicionais (mg kg™)
Camomila Metomil 1,18
Citronela 2000 a Fenitrotiona 0,33

Lavanda 5000 Carbosulfan 1,19

Cravo

DLso = Toxicidade oral aguda em roedores.

Adaptado de REGNAULT-ROGER et al. (2012) e MANSOUR et al. (2015).

Pela Tabela 1.2, observa-se que os constituintes dos 6leos essenciais tém
um valor de DLso entre 2000 e 5000 mg kg~', 0 que sugere muito baixa toxicidade ou
possibilidade de gerar danos agudos (REGNAULT-ROGER et al., 2012) em comparacao
com alguns dos defensivos tradicionais. Dessa forma, a toxicidade dos componentes
dos oOleos essenciais foi dividida em trés classes: classe |, com 0s compostos com
pouca funcionalidade (baixa toxicidade oral), classe Il, com compostos de
funcionalidades intermediaria e classe Ill, compostos de alto potencial de toxicidade
(REGNAULT-ROGER et al., 2012).

Além da baixa toxicidade, uma caracteristica dos 0Oleos esséncias que
merece destaque € 0 seu maior poder de penetracdo no organismo alvo, o que
aumenta sua retencdo, muito embora, sua eficacia limitada se deve ao fato deles
volatilizarem muito rapidamente (DAYAN et al., 2009). Os dleos essenciais e seus
constituintes geralmente tém meias vidas inferiores a 24 horas em superficies, solo e
agua (IsmaN et al., 2011). Assim, muitas vezes essa sua baixa retencdo compromete o
uso dos compostos organicos volateis como bioinseticidads comerciais, sendo
necessaria a utilizacdo, por exemplo, de surfactantes para auxiliar na disseminacao no
ambiente (DAYAN et al., 2009).

Nesse contexto, € necessario desenvolver tecnologias que protejam e
fixem os Oleos essenciais no meio ambiente devido a volatilidade e facilidade de

oxidacdo na presenca da luz, ar, umidade e temperaturas elevadas. Atualmente para
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conferir esta protecdo, usa-se a microencapsulacdo, dentre outras técnicas
(VENKATESAN et al., 2009; EL AsBAHANI et al., 2015). A microencapsulacdo de sélidos,
liguidos ou gases em corpos que liberam gradualmente os elementos imobilizados é
empregada, sobretudo pelas industrias farmacéuticas e quimicas (VENKATESAN et al.,
20009).

1.4 - Oleo essencial de citros

O género Citrus compreende varias espécies de laranjas, limdes,
tangerinas e toranjas, os quais tém apresentado um rapido crescimento na producao
industrial devido as condigbes econbmicas, busca do consumidor e flavor distinto
(AHMAD et al., 2006). Neste grupo, a laranja é uma fruta citrica muito consumida em
todo o mundo na forma in natura e como suco (REzzADORI et al., 2012; MARTIN et al.,
2010). O Brasil € responséavel por cerca de 60% da producdo mundial de suco de
laranja no mundo sendo 80% da sua producdo destinada a industria de bebidas
(FRANCO, 2016).

Durante a producdo do suco de laranja, aproximadamente metade do
peso da fruta fresca é desprezado, gerando grandes quantidades de residuos, como
casca, albedo, polpa, sementes, folhas e as frutas que néo atingiram os requisitos de
qualidade (AHMAD et al., 2006; LOPEZ et al., 2010; REZZADORI et al., 2012). A maior parte
desses residuos se espalha pelos solos nos locais adjacentes aos centros de producéo
e, dessa forma, sdo geralmente utilizados na alimentacdo animal ou submetidos a
gueima (LOPEZ et al., 2010). Essas rotas levam a consequéncias ambientais, tais como
a geracédo de gases do aquecimento global (LOPEZ et al., 2010).

Para eliminar os problemas ocasionados pelos residuos da producédo e
comercializacdo de laranjas, uma alternativa € a implementacdo de processos para
recuperacdo, como, por exemplo, producdo de fertilizantes organicos, extracdo de
pectina, Oleos essenciais € compostos antioxidantes, ou como substrato para a
producdo de compostos com alto valor agregado, como proteinas microbianas, acidos
organicos, etanol, enzimas, materiais adsorventes, dentre outros (LOPEZ et al., 2010;
REzzADORI et al., 2012).
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Neste grupo, um dos mais importantes coprodutos sdo os 6leos
essenciais geralmente utilizados como flavorizante em uma variedade de alimentos,
além de aromatizantes de ambientes e perfumes (FERHAT et al., 2006; REZZADORI et al.,
2012). Normalmente, o 6leo é obtido por prensagem a frio do residuo da casca (FERHAT
et al., 2006). O seu flavor caracteristico é resultante de uma complexa combinacao de
compostos volateis acumulados em glandulas de o6leo localizadas no flavedo e nos
gomos da laranja (RODRIGUEZ et al., 2017).

O d-limoneno € o principal constituinte do 6leo essencial de citros
(CHEMAT-DJENNI et al., 2010). Sua estrutura quimica pode ser observada na Figura 1.3.

/

FIGURA 1.3 — Representacdo da estrutura
guimica do d-limoneno.
Adaptado de CIRIMINNA et al. (2014).

O d-limoneno é um terpeno monociclico com duas unidades isopreno
abundantemente produzido como metabdlito secundéario e que desempenha um papel
importante na comunicacdo das plantas, atraindo ou repelindo insetos e/ou
ocasionando em danos nas funcdes vitais dos mesmos (CHEMAT-DJENNI et al., 2010). O
d-limoneno é um dleo incolor e pouco solivel em agua, cujo flavor caracteristico de
laranja doce estimulou sua utilizagdo na industria farmacéutica e de alimentos
(CIRIMINNA et al., 2014). Além disso, é utilizado na producdo de tintas, usado como
solvente (REzzADORI et al., 2012) e tem sido considerado como matéria prima no
desenvolvimento de agentes de limpeza, biocombustiveis (PAGGIOLA et al., 2016) e uma
molécula base para a producéo de polimeros e outros monémeros (ZHANG et al., 2017).

Além da ampla variedade de atuacdo do composto, também se tem
verificado sua aplicacdo no controle de pragas. Estudos tém avaliado a acdo do d-

limoneno puro e emulsionado em cochonilhas (HOLLINGSWORTH, 2005), besouros como
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0 Rhyzopertha dominica, o Sitophilus oryzae (L.) e o Tribolium castaneum (Herbst)
(TRIPATHI et al., 2003) sugerindo que este tem potencial para ser utilizado no controle
das mais variadas pragas ambientais.

Diante da ampla possibilidade de aplicacdo do d-limoneno, o uso potencial
deste composto representa uma forma de recuperacdo e agregacdo de valor
econdmico a biomassa, pois este € um coproduto obtido a partir da biomassa de citros
(ZHANG et al., 2017; PAGGIOLA et al., 2016). Além disso, por permitir a reducdo no
descarte inadequado da biomassa em aterros, promove uma diminuicdo na emissao de

gases e de riscos ambientais associados (PAGGIOLA et al., 2016).

1.5 - Novas estratégias de aplicacao

Os 6leos essenciais sdo formados por moléculas instaveis, facilmente
degradaveis por oxidacdo, aquecimento e luz, ou volatiizados caso ndo sejam
protegidos contra fatores externos (EL ASBAHANI et al., 2015). Portanto, tecnologias tém
sido desenvolvidas para melhorar a estabilidade e a atividade biolégica, como os
sistemas de liberacdo controlada (KNOWLES, 2008). Estes sistemas podem aumentar a
aplicabilidade e eficiéncia dos Oleos essenciais como biopesticidas, pois estas
substancias podem ser inseridas em capsulas de escala nanométrica ou micrométrica
(nano ou microparticulas, respectivamente) (RAI, 2017).

Com o encapsulamento, amostras liquidas, solidas ou gasosas s&o
retidas, formando um ndcleo cercado por um fino filme de espessura uniforme ou ndo
ou aprisionadas em uma matriz heterogénea/homogénea com um agente encapsulante
(BALASURBRAMANI et al., 2015). As microparticulas podem ser recobertas por uma ou
varias camadas do material de parede e apresentam diametros entre 1 e 1000 pm
(SINGH et al., 2010; BALASUBRAMANI et al., 2015).

As microparticulas sdo, essencialmente, formadas por duas estruturas
principais, como se pode observar na Figura 1.4. O material dentro da microparticula
(aquele que sera encapsulado ou principio ativo) € denominado como “nucleo”, “matriz”
ou “fase interna” e o material encapsulante (revestimento polimérico) também é

denominado “material de parede” ou “membrana externa” (JYOTHI et al., 2010).

14



Microcapsulas

O Principio ativo

O Nucleo
Q Polimero

FIGURA 1.4 - Representacdo das diferentes estruturas que
compdem as microparticulas.
Adaptado de SINGH et al., 2010.

Pela Figura 1.4, verifica-se que as microcipsulas possuem um sistema
vesicular, em que o principio ativo € retido em um reservatorio ou também denominado
nacleo liquido (lipofilico ou hidrofilico) que pode ou ndo ser o composto ativo (ZORzlI et
al., 2015). O principio ativo pode estar retido dentro do nucleo liquido ou adsorvido na
superficie polimérica (DAUDT et al., 2013).

Nas microesferas, o polimero fixa o composto ativo em sua estrutura,
formando uma matriz macica (SOUSSAN et al., 2009; DAUDT et al., 2013). Em ambos os
métodos, a liberacdo do principio ativo no sistema ocorrera através da difusdo do
principio ativo ou pela degradacdo da matriz polimérica, formando um sistema de
liberacdo continuo (SOUSSAN et al., 2009).

A retencdo do material que sera encapsulado dependera de fatores
relacionados a natureza quimica do material, como a massa molecular, a
funcionalidade quimica, a polaridade e volatilidade, além das propriedades do material
de parede e da tecnologia utilizada para o encapsulamento (MADENE et al., 2006). Além

disso, o material encapsulado pode ser composto de apenas um ou Varios tipos
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diferentes materiais, de diferentes funcionalidades quimicas e origens (MADENE et al.,
2006).

Como matérias-primas de paredes tem-se utilizado proteinas,
carboidratos, lipidios, e celulose (MADENE et al., 2005). A escolha de materiais de
parede depende de uma série de fatores, incluindo: natureza do material do ndcleo,
tecnologia utilizada para o encapsulamento, custo e adequacdo do material a aplicacéo
final do produto encapsulado (MADENE et al., 2005). Assim, cada grupo de materiais
apresenta vantagens e desvantagens (MADENE et al., 2006). Por esta razdo, muitas
microcapsulas sao compostas por uma mistura de matérias de parede (MADENE et al.,
2006).

Varios meétodos estédo disponiveis para microencapsulacdo. Na Tabela 1.3,
pode-se observar os principais métodos utilizados para o encapsulamento de 6leos
essenciais. Entre as técnicas, a secagem por aspersdo (Spray Drying) tem se
destacado devido ao baixo custo, boa retencéo de compostos volateis, boa estabilidade

do produto final e producdo em grande escala de modo continuo (MADENE et al., 2005).
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TABELA 1.3 - Principais técnicas utilizadas para o microencapsulamente de 6leos esséncias utilizando diferentes materiais

de nucleo e de parede.

Técnica Material de Nucleo Material de Parede Referéncias
Oleo essencial de Lippia sidoides Quitosana e goma de caju Abreu et al., 2012
Oleo essencial de Jasmine Gelatin e goma arabica Lv etal., 2014
. Oleo essencial de Cymbopogom ) L _
Coacervacao _ Alcool polivinilico Leimann et al., 2009
citratus
Oleo essencial de Ocimum _ _ _
Gelatina Sutaphanit e Chitprasert, 2014

sanctum Linn

Carvona e anetol

Poly(lactide-co-glycolide) Esfandyari- Manesh et al., 2013

Nanoprecipitacdo Benzoato de benzila Polilactide acide (PLD) Audrey Ladj-Minost, 2012
Carvacrol PLGA lannitelli et al., 2011
Oleo essencial de Lippia sidoides Alginato e goma de caju De Oliveira et al., 2014

Spray Drying

Oleo essencial de Rosemary

Oleo essencial de Schinus molle
Rev L.
Oleo essencial de Origanum

vulgare

Goma arabica, maltodextrina

e

Fernandes et al., 2014
amido modificado

Maltodextrina e goma arabica Lépez et al., 2014

Amido, inulina, gelatina e

Beirdo da Costa et al., 2012
sacarose
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Nesta técnica, um produto liquido (solucdo, emulsdo, suspensao) €
constantemente nebuizado em uma corrente de gas inerte e aquecida até a obtencéo
de particulas que podem variar de nandmetros a milimetros, pela remocdo de agua
(GHARSALLAOUI et al., 2007).

O processo de encapsulamento permitiu avangos uma vez que sistemas
em nano/microescala fornecem produtos quimicos de forma controlada e direcionada
(NAIR et al., 2010). Compostos adequadamente encapsulados proporcionam melhor
penetracdo em &reas intra e extracelulares do organismo alvo que podem estar
inacessiveis a outros tipos de sistemas contendo defensivos agricolas (ESFANDYARI-
MANESH et al., 2013; NAIR et al., 2010). Uma proposta do mecanismo de acao dos 6leos

esséncias microencapsulados pode ser observada na Figura 1.5.
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FIGURA 1.5 - Esquema representativo de possiveis modos de acéo
dos Oleos essenciais encapsulados no interior de
células do organismo alvo.

Adaptado de RAl, 2017.
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Os Oleos esséncias podem agir de variadas maneiras dentro da célula
(Figura 1.5). Ao penetrar na parede celular, podem formar pocos e alterar a
permeabilidade da membrana. Dessa forma, pode ocorrer a liberacdo de radicais livres
e aumento do afluxo do agente antibacteriano, o que resulta na morte celular (RAI,
2017). Os dleos essenciais encapsulados também podem inibir o sinal de transducéo e
a formacado da parede celular, pelo ataque as bases de DNA e interacdo com enzimas
do sistema respiratério, liberando espécie reativas de oxigénio, levando também a

morte celular (RAl, 2017).

1.6 - Spray Drying

Dentre as técnicas de encapsulamento de compostos organicos volateis, a
secagem por nebulizacdo tem recebido atencdo pelo baixo custo operacional e
compatibilidade com materiais labeis (AGHBASHLO et al., 2012). Nesta operacédo unitaria,
um produto liquido (solugéo, emulsédo ou suspensédo) contendo o material de interesse,
apos ser homogeneizado em um dispersor € instantaneamente convertido em po6 ao ser
nebulizado sob uma corrente de gas quente (PATIL et al., 2014). As etapas do processo

de secagem podem ser observadas na Figura 1.6.
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FIGURA 1.6 — Representacao do funcionamento de um Spray
Dryer e suas principais etapas: (1) preparo da
amostra, (2) atomizacao, (3) secagem e (4),

(5) separacao.

Segundo PATEL et al. (2009) o processo de secagem no Spray Dryer
envolve quatro etapas (Figura 2.1), sendo elas (1) preparo da amostra: transferéncia da
amostra (emulsdo/suspensao) através de uma bomba peristaltica; (2) nebulizacdo: a
amostra € aspergida para uma camara de secagem com o auxilio de um bico de
pulverizagdo; (3) secagem: na camara de secagem a amostra entra em contato
instantaneamente com uma corrente controlada de ar inerte aquecido e entdo se inicia
a evaporacdo da agua presente nas goticulas e (4) separacao por ciclones e (5) filtros.
Nesta etapa, purifica-se o ar para que este possa ser liberado para a atmosfera.

Levando-se em consideracdo as particulas que serdo submetidas a
secagem em Spray Dryer, o processo de secagem pode ser separado em dois periodos

conforme se observa na Figura 1.7.
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FIGURA 1.7 - Representacdo da trajetéria de uma particula dentro da camara
de secagem relacionando-se temperatura e umidade da
particula em funcdo do tempo de permanéncia na camara.

Adaptado de BIRCHAL et al. (2006) e Kim et al. (2009).

Segundo BIRCHAL et al. (2006) nos primeiro segundos as goticulas
atomizadas entram em contato com o ar aquecido e um filme de vapor saturado
imediatamente se forma perto da superficie da goticula. Isto ocorre porque, em um
primeiro momento, a temperatura das particulas entra em equilibrio com a temperatura
da camada de ar estagnado em sua superficie (BIRCHAL et al., 2006).

Assim, promove-se a transferéncia de calor do ar para a particula,
resultado da diferenca de temperatura e ao mesmo tempo ha transferéncia de umidade
da particula para o ar aquecido devido a diferenca de pressdo de vapor, levando a
evaporacao da agua livre da superficie das goticulas (GHARSALLAOUI et al., 2007). Como
a transferéncia de umidade do centro para a superficie é suficiente para manter as
condicOes saturadas, a evaporacdo da agua da superficie ocorre a uma taxa constante
e a goticula diminui o seu tamanho a medida que a agua é evaporada (Kim et al., 2009).

Em um segundo momento, a medida que a gua evapora, ocorre um
resfriamento que impede que a temperatura da particula se torne superior a
temperatura do ar de secagem, pela absorcdo do calor para a vaporizacdo da agua
(GHARSALLAOUI et al., 2007). Assim, apés um periodo de secagem, o teor de umidade

se torna baixo o suficiente para ndo promover as condi¢des saturadas na superficie da
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goticula e uma crosta soélida é formada na superficie da gota e seu tamanho aumenta,
aumentando sua resisténcia a difusdo de vapor (Kim et al., 2009). A taxa de secagem
diminui, torna-se dependente da taxa de difusdo da dgua através da crosta e a particula
comeca a aquecer (GHARSALLAOUI et al., 2007).

Assim, obtém-se um produto final com baixa atividade de 4gua e reducéo
do peso, o0 qual facilita o transporte e armazenamento do mesmo (PATIL et al., 2014).
Entretanto, esta técnica pode apresentar uma baixa eficiéncia de encapsulamento, um
problema desafiador que pode ser atenuado pelos pesquisadores através do
planejamento de experimentos (AGHBASHLO et al., 2012). Com o planejamento de
experimentos, pode-se obter alta eficiéncia para o desenvolvimento de novos ou
melhorados produtos ou processos, com reducdo do tempo e do custo (BALASUBRAMANI
et al., 2015). Estes fatores se tornam mais criticos ao se realizar o0 encapsulamento de
substancias volateis, como os 6leos essenciais.

As propriedades fisico-quimicas do produto final formulado dependem
principalmente da temperatura de entrada, fluxo do ar de secagem, taxa de
alimentacéo, velocidade do atomizador, tipos e concentracdo do material de parede,
dentre outros (PATIL et al., 2014). Dentre estes fatores, a temperatura do ar de secagem
modifica a viscosidade da emulséo e sua fluidez, interferindo em todos os outros
parametros avaliados no processo de secagem (GHARSALLAOUI et al.,, 2007). Por
exemplo, quando altas temperaturas sao utilizadas diminui-se a viscosidade e o
tamanho das particulas, promovendo uma secagem mais rapida e eficiente. Por outro
lado, altas temperaturas podem ocasionar a volatilizacdo ou degradacao de compostos
de interesse sensiveis ao calor (GHARSALLAOUI et al., 2007). Assim, ao desenvolver um
processo de encapsulamento em Spray Dryer, todos estes fatores devem ser
minimamente analisados para permitir o encapsulamento de substancias sensiveis ao

calor, como os 6leos essenciais.

1.7 - Biopolimeros

Numerosos materiais para o encapsulamento de compostos organicos

volateis tém sido utilizados. Para a obtencao de formula¢cdes contendo estes compostos
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a partir da secagem por nebulizacdo, a escolha do material encapsulante é um fator
critico que influenciaré as propriedades da emulséo, retencdo do 6leo essencial antes e
durante o processo de secagem, além de garantir a vida atil do 6leo essencial
encapsulado apds o processo de secagem (JAFARI et al., 2008).

Ao mesmo tempo, ao selecionar o material que sera utilizado como
polimero, é preciso avaliar sua compatibilidade com o meio ambiente, sendo este um
desafio no desenvolvimento de biopesticidas (RAMIREZ et al., 2010). Considerando o
conceito central dos biopesticidas, em que estes sdo compostos com alta capacidade
inseticida intimamente relacionada ao baixo poder residual e ndo toxico (Fernandez-
Pérez et al., 2014), é coerente inferir que o material que sera utilizado para reter estes
composto também apresentara estas caracteristicas. Assim, tem-se explorado a
utilizac&o de biopolimeros para a obtencao de produtos ambientalmente compativeis.

Dentre os produtos mais utilizados no processo de encapsulamento de
Oleos essenciais por Spray Dryer, encontram-se 0s carboidratos e as proteinas
(MADENE et al., 2006; JAFARI et al., 2008). Os carboidratos sdo considerados bons
agentes encapsulantes devido ao custo de obtencdo e apresentarem baixa viscosidade
com alto teor de solidos e boa solubilidade (MADENE et al., 2006; GHARSALLAOUI et al.,
2007; JAFARI et al., 2008). Entretanto, a maioria ndo possui as propriedades interfaciais
necessarias para promover uma alta eficiéncia de encapsulamento sendo, em geral,
utilizados em associacdo com outros materiais encapsulantes, como as proteinas
(GHARSALLAOUI et al., 2007).

Dentre os carboidratos mais utilizados encontram-se a maltodextrina,
pectina, amido modificado, goma acacia e ciclodextrinas (JAFARI et al., 2008). Outros
compostos como os amidos, sacarose e glicose sao relatados como inadequados para
a secagem por nebulizagdo em Spray Dryer devido a sua caramelizacdo e adesao a
superficie da camara de secagem (BAYRAM et al., 2005).

Por outro lado, propriedades funcionais das proteinas tais como
solubilidade, formacédo de filmes, interacdo com a agua, emulsificacdo e estabilizacao
de goticulas em emulséo, capacidade de auto associar-se e interagir com uma grande
variedade de substancias, cadeia molecular flexivel as classificam como um
interessante material que atua isoladamemte no encapsulamento de 6leos essenciais

(MADENE et al., 2006; GHARSALLAOUI et al., 2007). Neste grupo tem-se avaliado as
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proteinas de soja, do soro do leite, leite em pd desnatado, caseinatos e a gelatina
(JAFARI et al., 2008).

A gelatina é obtida a partir da hidrélise do colageno, principal constituinte
da proteina fibrosa nos 0ssos, cartilagens e pele (GOMEz-GUILLEN et al., 2011). Durante
0 processo de obtencdo, o colageno é desnaturado perdendo a sua conformacao e
apos rearranjo das ligacGes moleculares obtém-se a gelatina, cuja composicao de
aminoacidos nédo esta claramente definida (DUSCONSEILLE et al., 2015).

A gelatina tem-se destacado como um biopolimero, pois a sua superficie
externa promove a formacao de um filme continuo ao redor das gotas do mais variados
Oleos essenciais, garantindo a eficiéncia do processo de encapsulamento (Moretti et al.,
2002). A formacao do filme € promovida pelas interacdes hidrofdbicas, eletrostéaticas e
ligacbes de hidrogénio realizadas pela molécula (DUSCONSEILLE et al., 2015). Pode- se
verificar na Figura 1.8, por exemplo, que a estrutura da gelatina € estabilizada por
ligacbes de hidrogénio formadas entre os residuos de aminoacidos intra e
intermoleculares e outros compostos presentes no meio, como a agua (DUSCONSEILLE et
al., 2015).
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FIGURA 1.8 - Representacdo das ligacdes de hidrogénio (tracos vermelhos) em (A)
cadeias de gelatina e (B) entre cadeias de gelatina e a 4gua. (Gly =
residuo de glicina; Pro = residuo de prolina; Hyp = residuo de
hidroxiprolina).

Adaptado de DUSCONSEILLE et al. (2015).

24



Além dos biopolimeros mencionados, o0s materiais lignocelulésicos,
abundantes na natureza e renovaveis, tém sido utilizados como alternativas aos
recursos fésseis (CHOWDHURY, 2014). Em sua composi¢cdo encontra-se a lignina, um
dos biopolimeros mais abundantes na natureza (MULDER et al., 2011), cuja estrutura
ramificada é composta pela polimerizacdo das unidades derivadas dos trés alcoois

representados na Figura 1.9.

OH OH OH
= = =
OCHs  HsCO OCH3
H OH OH
Alcool cumarilico Alcool coniferilico Alcool sinaptico

Figura 1.9 - Representacao das estruturas quimicas dos alcoois
cumarilico, coniferilico e sinaptico.
Adaptado de DAVIN e LEwIS (2005).

Devido a suas propriedades funcionais interessantes, tais como ser
amorfa, formacéo de filmes, seu carater hidrofébico e facil biodegradacdo no ambiente
a lignina tem sido um interessante grupo de matérias utilizado no desenvolvimento de
novos biopesticidas (TUOMELA et al.,, 2000; MULDER et al., 2011). No entanto, nao
encontramos trabalhos na literatura que tenham encapsulado O6leos essenciais

utilizando lignina como matriz polimérica para o controle de insetos pragas.

1.8 - Uma praga de impacto

A Spodoptera frugiperda (J. E. Smith), pertence a ordem Lepidoptera e a
familia Noctuidae (ScHMIDT-DURAN et al., 2015). Devido ao seu comportamento polifago,

alta voracidade, capacidade para formar grandes populagdes e a taxa de disperséo
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elevada, esta espécie € considerada um “praga cosmopolitana” e esta classificada no
grupo das mais destrutivas na América (MURUA et al., 2003).

E comumente conhecida como "lagarta do cartucho do milho" derivado a
sua forma mais conhecida de dano ou "lagarta militar" porque quando a comida se torna
escassa, as lagartas transferem-se para outras culturas, movendo-se em massa, como
um "regimento” (CAsMuz et al., 2010).

Alimenta-se de mais de 28 espécies de plantas, especialmente de milho,
arroz, sorgo, capim, algoddo, amendoim, alfafa, aveia, agucar, cebola, feijao, batata,
tomate, trigo, soja, mamona, gergelim, meldo e girassol, dentre outras (ZENNER et al.
2007).

Ele ataca as culturas com diferentes niveis de densidade, mas sempre
prejudicando a produtividade. Quando afeta as plantas jovens, o dano pode ser total,
enquanto ao afetar plantas nos estados fenolégicos avancados, ainda ha a
possibilidade de recuperacdo da cultura e pode-se atingir a produtividade normal
(CAasmuz et al., 2010).

De acordo com ScHMIDT-DURAN et al. (2015) as S. frugiperdas possuem
um ciclo de vida com aproximadamente 38 dias, em condi¢des ambientais controladas.

Seu ciclo de vida esta representado na Figura 1.10.

Ovo Larva Pupa Adulto
+5 dias +16 dias || +5 dias +5 dias

Ficura 1.10 - As fases do ciclo de vida da

Spodoptera frugiperda.
Adaptado de SCHMIDT-DURAN et al., 2015.
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No Brasil, a Spodoptera frugiperda é a principal praga da cultura do milho
(Zea mays L., Poaceae), causando perdas no rendimento de grdos que podem chegar
a 54,5% (FIGUEIREDO et al., 2006), dependendo das condi¢cfes climaticas e do estagio
de desenvolvimento das plantas atacadas (DEQUECH et al., 2013; RIBEIRO et al., 2014).

Nos ultimos anos, a severidade do ataque dessa praga vem aumentando
em varias regides produtoras devido ao desequilibrio bioldégico causado pela eliminacao
dos inimigos naturais, bem como pelo aumento na exploracédo de culturas das quais a
espécie se alimenta (CRuz e MONTEIRO, 2004). Nesse contexto, a grande
disponibilidade de hospedeiros alternativos, mais de 80 espécies vegetais incluindo
algodao, soja e arroz, é um dos principais fatores que afetam a dinamica populacional
de S. frugiperda (Cruz et al., 2009), intensificando seus niveis de danos.

Porque se alimenta de uma grande diversidade de culturas, este inseto
estd sendo estudado em vérios laboratérios ao redor o mundo. Produtos naturais
isolados ou extratos de Flourensia oolepis (NAPAL et al., 2009), Ar-turmerone (TAVARES
et al., 2013), Jatropha gossypifolia, Melia azedarach (BULLANGPOTI et al., 2012),
Asteraceae (TAVARES et al., 2009), piperina (TAVARES et al., 2011), dentre outros tém
sido avaliados como uma alternativa para o controle deste inseto praga.

Neste grupo, os Oleos esséncias ainda tém sido timidamente utilizados
para o controle da S. frugiperda como relatam os trabalhos de LABINAS e CROCOMO
(2002), CAsSTRO et al. (2006), LimMA et al. (2009) e LiMA et al. (2010). Devido a sua
elevada volatilidade, nestes estudos tem sido necessério a utilizacdo de diluicdo em
solventes, aplicacdo direta do 6leo essencial sobre o inseto alvo ou a utilizacdo de
produtos tais com surfactantes e emulsificantes para aumentar a sua persisténcia no
ambiente de estudo (LABINAS e CROCOMO, 2002; CASTRO et al., 2006; LiMA et al., 2009),
0 que sugere o desenvolvimento de novas tecnologias que promovam a sua
persisténcia no ambiente.

Assim, apesar do seu reduzido tempo de vida, 0 interesse nestes
compostos mantem-se e tem sido estimulado pela sua diversificada composicéo
guimica que apresenta elevado potencial de bioatividade, com acdo repelente em
insetos pragas, inibicdo do crescimento larval, alimentacdo e reproducdo além de

apresentarem importantes fun¢des nas atividades ecologicas (GANJEWALA, 2009).
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1.9 - Desafios analiticos

Além da etapa de encapsulamento e avaliagcdo da atividade bioldgica, a
extracdo e quantificacdo dos 6leos essenciais encapsulados também merece atencéo.
Devido a suas caracteristicas fisico-quimicas, o0 método mais comumente utilizado na
analise dos Oleos essenciais € a cromatografica gasosa (CG) associada a alta
sensibilidade de detectores, tais como o espectrometro de massas (EM), ionizacdo em
chama (DIC) ou captura de elétrons (DCE) (Cuevas-Glory et al., 2007).

O detector por ionizagdo em chama € um detector que apresenta alta
sensibilidade (quantidade minima detectavel de aproximadamente 10™%? g), faixa de
linearidade ampla, de simples operacéao e resposta rapida (WANG et al., 2011) que varia
pouco com fatores tais como temperatura do detector, fluxo do H, e do gas de arraste,
dentre outros fatores (HoLm, 1999). Tais fatores o tornaram um detector universal e
adequado para as analises de compostos organicos volateis (WANG et al., 2010).

A analise dos compostos organicos volateis em DIC ocorre pela queima
de compostos de carbono, que leva a producédo de ions (HoLm, 1999). Segundo WANG
et al. (2010), quando os materiais separados apés a eluicdo na coluna cromatografica
entram em contato com a chama de hidrogénio, as moléculas sdo decompostas em
radicais de carbono singleto através de pirdlise (KUIPERS e MULLER, 2010). Em seguida,
como estes compostos movem-se para a regido da chama que contém oxigénio, uma
reacao de ionizagdo quimica ocorre (KUIPERS e MULLER, 2010; WANG et al., 2010).

O ion CHO" formado durante a ionizacdo € instavel e reage rapidamente
com a agua na chama para gerar o hidroxonio e, finalmente, os ions H;O" sdo
coletados pelos eletrodos presentes proximos a chama (“coletor”) (WANG et al., 2010). A
corrente gerada a partir dos compostos ionizados coletados € amplificada formando o
sinal do detector (HoLM, 1999; WANG et al., 2011).

A corrente de ionizacdo é dependente da grande quantidade de energia
liberada durante a oxidacdo dos radicais de hidrocarbonetos, portanto, € proporcional
ao numero de atomos de carbono presentes, que é a base de quantificacdo do DIC

como um detector de CG (KUIPERS e MULLER, 2010; WANG et al., 2010).
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Entretanto, esta técnica requer uma prévia etapa para remocgdo de
compostos nao volateis, como as matrizes poliméricas (HAKKARAINEN, 2007) utilizadas
no encapsulamento dos Oleos essenciais. Assim, o estudo dos Oleos essenciais
geralmente envolve etapas de isolamento e concentracdo das substancias (SANCHEz-
PAaLoMoO et al., 2005), uma vez que estes sdo formados por uma complexa mistura de
substancias volateis em quantidades traco (BALASUBRAMANI et al., 2015). Por isso, a
composicdo quimica dos volateis é diretamente dependente do método de extracéo e
preparo de amostra.

Estas etapas ndo sdo simples e alguns métodos de andlises foram
desenvolvidos (JUNIOR et al., 2012). Os principais métodos descritos na literatura séo a
microextracao em fase solida (MEFS) (DELGADO et al., 2011; RIvAS-CAREDO et al., 2011,
TUCKEY et al.,, 2013), a extracdo por solventes (MAGGI et al., 2010; SAMPAIO e
NOGUEIRA, 2006) e a extracéo por headspace (BRUNETTO et al., 2009; RIvAS-CANEDO et
al., 2011).

Dentre as técnicas existentes, uma alternativa interessante é o
headspace. Os termos “headspace” e “andlises por headspace” foram relacionados,
pela primeira vez, em publicagBes cientificas por BoviN et al. (1958) para o
monitoramento de hidrogénio em amostras aquosas. Desde entdo, a técnica chamou a
atencdo dos pesquisadores por permitir um preparo de amostras livre de solventes,
sendo aperfeicoada e em constante evolucao (BIccHI et al., 2008).

Dentre os tipos de técnicas de headspace, o processo estatico € um dos
mais importantes para as andlises por cromatografia gasosa (SNow e BuLLocK, 2010).
O sistema estético analisa a fase vapor presente em um frasco fechado. No processo
da analise quantitativa é preciso esperar que um equilibrio termodindmico entre a
amostra (liquida ou sélida) tenha se estabelecido no sistema (KoL e ETTRE, 2006)
conforme se pode observar na Figura 1.11.
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Moléculas
volateis
™ migram
para a fase
headspace

Figura 1.11 - Representacdo do movimento das moléculas
volateis em um vial fechado e submetido a
aguecimento.

Adaptado de FREIRE et al., 2008.

Esta técnica é uma boa alternativa por garantir que apenas moléculas
volateis sejam transferidas para o sistema cromatogréafico (SITARAMARAJU et al., 2008), o
gue é interessante na analise de produtos encapsulados, que possuem uma matriz
polimérica em sua composicdo. Além disso, esta técnica ndo necessita de instrumentos
sofisticados (FREIRE et al., 2008), utilizacdo de solventes extratores e grande
manipulagdo da amostra (HELENO et al., 2012 ). Estas vantagens foram demonstradas
nos estudo de QIAN e REINECCIUS (2003), SERRANO et al. (2013), RASANEN et al. (2010)
que realizaram a extracdo da fragdo volatii em amostras de queijo, agua, sangue e
urina respectivamente.

Segundo KoLB e ETTRE (2006) para a utilizacdo eficiente da técnica de
headspace estatico deve-se avaliar os fatores que promovem a migracdo dos
compostos para o headspace. Pois, além da sua volatilidade, a sua afinidade na matriz
(a amostra na Figura 1.11, que pode ser liquida ou sélida) também é um fator limitante.
Se o conteudo dentro da amostra for mantido por tempo suficiente, as concentraces
relativas ao composto entre as duas fases (amostra e headspace) atingird um valor
constante (equilibrio) (KoLB e ETTRE, 2006).

Uma maneira de avaliar o equilibrio € por meio do coeficiente de particéo
(K), que € um valor proporcional a concentracdo de moléculas entre as duas quando o

equilibrio é estabelecido, conforme se observa na equacgéo 1.1.
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K = CalCys Equacéo 1.1

Em que Ca representa a concentracdo do analito na amostra (liquida ou
sélida) e Cys representa a concentracdo do analito na fase gasosa (headspace). O
coeficiente de particdo sera influenciado por varias variaveis com o analito, quantidade
de amostra, volume do vial, temperatura e tempo (KoL e ETTRE, 2006).

Deve-se levar em consideracédo a relagéo do coeficiente de particdo com a
pressédo de vapor, uma vez que ao analisar o headspace, pode-se encontrar na fase
gasosa uma variedade de compostos e cada um deles influenciard na presséao total
observada dentro do frasco (HARLEY e COULTER-BURKE, 2000). O aumento da
temperatura no vial favorece a vaporizacdo dos analitos e, ao atingir o equilibrio, a
pressao parcial de um dado composto serd equivalente a pressdo da fase gasosa
(MENG et al., 2009). A lei dos gases indica que a pressao total exercida em mistura
gasosa sera igual a soma das pressdes parciais de cada componente individual em
uma mistura gasosa (HARLEY e COULTER-BURKE, 2000; KoLB e ETTRE, 2006). Como a
concentracédo de um dado composto no vapor € diretamente proporcional ao nimero de
moléculas presentes, pode-se considerar que sua concentracdo é proporcional a sua
pressao parcial (KoLB e ETTRE, 2006).

Portanto, para se obter sistemas encapsulados contendo 6leo essencial
de citros, com posterior extracdo e quantificacdo por cromatografia gasosa foram
desenvolvidas metodologias para encapsulamento por Spray Drying, extragdo por
headspace e quantificagcdo por cromatografia gasosa. Os produtos obtidos nas
melhores condicdes foram, posteriormente, submetidos a caracterizacdes

microestruturais, fisico-quimicas e ensaios biologicos.
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2 - Objetivos

2.1 - Objetivo geral

Obter um bioinseticida formulado por meio do microencapsulamento de

Oleo essencial de citros em pé para o controle de Spodoptera frugiperda.

2.2 - Objetivos especificos

a. Melhorar a dispersdo em meio aquoso e a retencéo do 6leo essencial
de citros;

b. Desenvolver protocolos de secagem por Spray Drying para producao
de microparticulas em po;

c. Caracterizar todas as propriedades fisico-quimicas, morfolégicas,
cinética de liberacao e atividade biologica das microparticulas em po;

d Desenvolver e validar métodos de extracdo e quantificacdo do Oleo
essencial de citros por headspace e andlise simultdnea em

cromatografo gasoso acoplado a detector de ionizacdo em chama.
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PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

e —

Desenvolvimento de metodologias para encapsulamento e quantificacédo

de 6leo essencial de citros

3 - Materiais e Métodos

3.1 - Reagentes

Solucdo padrdo estoque de d-limoneno (99% m m™) obtido da Sigma-
Aldrich (St. Louis, Estados Unidos da América) foi preparada em acetona com
concentracdo de 50.10° mg L™ e armazenada a 4°C. Solugdes de trabalho foram
preparadas a partir da solucdo estoque nas concentracdes de 10.10° e 50.10°mg L™ no

mesmo solvente.
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Uma segunda solucdo de concentracdo igual a 80.10° mg L™, utilizada
como padrdo interno, foi preparada pela solubilizacdo do padrdo de mentol (Arora
Produtos Quimicos, Sado Marcos, Brasil) em acetona.

Como solvente utilizou-se acetona (grau HPLC e obtido da Panreac
(Barcelona, Espanha)), p-cimeno (99% m m™) obtido da Sigma-Aldrich (St. Louis,
Estados Unidos da América) e agua ultrapura. Gelatina tipo B (Synth, Sdo Paulo,
Brasil), lignina (Suzano, S&o Paulo, Brasil), nanofibra de lignina, maltodextrina e
carboximetilcelulose (Sigma-Aldrich, St. Louis, Estados Unidos da América) foram
utilizadas como material encapsulante. O surfactante monoesterato de sorbitano - span
60 (Sigma-Aldrich, St. Louis, Estados Unidos da América) e o adjuvante diéxido de

silicio coloidal - aerosil 200 (Evonik, Essen, Alemanha) também foram utilizados.

3.2 — Desenvolvimentos Analiticos

3.2.1 - Extrac&o por headspace

A otimizacdo das condicbes de extracdo € essencial para o
desenvolvimento e validagdo de uma metodologia analitica e, dessa forma, parametros
indispensaveis para uma extracao utilizando headspace foram otimizados. Assim, uma
solucdo de d-limoneno a 1 mg L?, contendo o padrdo interno mentol na mesma
concentracdo foi preparada e as seguintes variaveis foram avaliadas: volume de
amostra, temperatura de extracao, tempo de extracao e rotacdo (MANZANO et al., 2014).

Essas variaveis sao descritas na Tabela 3.1.

TABELA 3.1 - Variaveis otimizadas na extracdo do 6leo

essencial de d-limoneno por headspace.

Variaveis Niveis
A Volume de amostra (pL) 2,10, 20,50 e 100
B Temperatura de extragao (°C) 50, 75 e 100
C Tempo de extracao (min) 0, 15, 30,45 e 60
D Rotacdo (rpm) 0 e 500
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Em vial de headspace (10 mL) foi transferido determinado volume da
amostra conforme Tabela 3.1. O frasco foi lacrado com tampa de aluminio e septo de
PTFE/SIL.

A extracdo dos compostos volateis foi realizada utilizando-se um sistema
de headspace estético, em que o amostrador do headspace esta acoplado ao injetor do
cromatografo a gas (FREIRE et al., 2008). Uma ilustracdo do sistema pode ser
observada na Figura 3.1. O amostrador automatico possui um recipiente (forno) para o
vial que contém a amostra, promovendo 0 seu aquecimento. Assim, as substancias
volateis sado transferidas ao headspace apds o sistema atingir o equilibrio de
volatilizacéo (FREIRE et al., 2008).

FIGURA 3.1 — Representacdo de sistema de headspace estatico (1)
autoamostrador, (2) forno e processo de evaporacao
e equilibrio que ocorre dentro do vial, (3) injetor e (4)
coluna cromatografica.
Dessa forma, o equilibrio de extracao foi estabelecido em fun¢édo do tempo
e da temperatura em que o vial contendo a amostra manteve-se dentro do forno do
amostrador (Tabela 2.1.), sendo que, nesse intervalo de tempo, o sistema foi submetido
ou ndo a agitacdo de 500 rpm. Apos este periodo, 1000 yL da fase vapor foram
recolhidos e injetados no cromatégrafo a gas.
As melhores condicbes de extracdo foram avaliadas através da éarea
relativa do d-limoneno nos cromatogramas. Todos os experimentos foram realizados

em triplicatas (n=3).
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3.2.2 - Separacgéo por cromatografia gasosa

Para as analises cromatograficas foi utilizado cromatografo a gas
Shimadzu (GC 2010 Plus), acoplado a um detector de ionizagdo em chama (CG-DIC).
Utilizou-se coluna capilar ZB-Wax (Phenomenex, fase estacionéria de polietilenoglicol,
30 m x 0,25 mm d.i. x 0,25 um espessura do filme). Hélio 5.0 (99,9999%) foi utilizado
como gas de arraste. O volume da amostra introduzido foi de 1000 yL no modo de
injecdo com divisdo de fluxo, split, utilizando um injetor Combi PAL 5000. Ar sintético
(300 mL min™), hidrogénio (40 mL min™) e nitrogénio (30 mL min™) foram utilizados
para o DIC.

No processo de andlise do d-limoneno por CG-DIC, parametros
cromatograficos foram avaliados com o intuito de determinar as condi¢cdes 6timas de
analise, com menor tempo, baixo custo e elevada sensibilidade. Alguns fatores que
influenciam a resposta cromatografica do analito como fluxo do gas de arraste, split,

taxa de aquecimento e temperatura do injetor foram avaliados conforme Tabela 3.2.

TABELA 3. 2 - Variaveis avaliadas na analise de d-limoneno

por CG-DIC.
Variaveis independentes Niveis
Fluxo do géas de arraste (mL min™) 1,00 e 1,40.
Split 15:1 e 30:1.
Taxa de aquecimento (°C min™) 5e 15.
Temperatura do injetor (°C) 170 e 220.

Os parametros propostos (Tabela 3.2) foram avaliados a partir de analises
do padréo de d-limoneno nas concentracdes de 2 e 0,5 mg L. A avaliacdo da eficiéncia
da condicdo cromatografica foi determinada em funcdo da intensidade e area do sinal

obtido nos cromatogramas.
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3.3 - Amostra de 6leo essencial

Oleo essencial de citros obtido pela prensagem a frio da casca de laranja
da regido de Santa Cruz do Rio Pardo, Sdo Paulo (Brasil), foi utilizado neste estudo
como material de ndcleo volatil. O material apresentava as seguintes especificagdes:
densidade a 25°C: 0,842 g mL™, indice de refracéo a 20°C: 1,473; aldeidos: 1,4%.

3.4 - Preparacao das microparticulas de 6leo essencial de citros por

Spray Drying

3.4.1 - Caracterizacado da matriz

Inicialmente foi realizada uma analise da composicdo de volateis da
mostra de Oleo essencial de laranja por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (CG-EM). Os compostos volateis foram analisados em
cromatografo a gas da Shimadzu (GC 2010 Plus) acoplado ao espectrdmetro de
massas sequencial (MS TQ8030), com coluna capilar Rtx-5MS (Restek), fase
estacionaria composta por 5% difenil e 95% dimetilpolisiloxano (30 m x 0.25 mm d.i. X
0,25 pm de espessura do filme) e hélio 5.0 como gas de arraste (1 mL min™?). As
condicdes cromatograficas foram as seguintes: temperatura do injetor 220°C; a
temperatura da coluna inicialmente a 60°C foi mantida por 1 min, posteriormente foi
aquecida a uma taxa de 3°C min™ até 230°C, permanecendo nesta temperatura por 1
min. A temperatura de transferéncia da interface foi de 240°C e a injecéo realizada foi
do tipo split (100:1). O volume de amostra introduzido foi de 1 pL.

O analisador de massas quadrupolar foi operado com varredura na faixa
de 40 a 700 u. A identificacdo dos compostos volateis foi realizada por comparacao
com os dados espectrais da biblioteca (NIST 11.0), com aqueles descritos por Adams
(1995) e por comparagdo com o indice de retencado proposto por Van den Dool e Kratz
(ADAMS,1995).
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Os indices de retencéao (IR) das substancias foram obtidos pela analise de
uma mistura padrdo de hidrocarbonetos (C; a C4) aplicando-se a equagédo 3.1,

conforme se observa a seguir.

IR =100n + 100[(Trg) — Trm)/( Tre+1)- Tr)] Equacdo 3.1

Em que Tr =representa o tempo de retencao, (i) = analito, (n) = numero de
carbonos do alcano adjacente menos retido e (n+1) = nimero de carbonos do alcano

adjacente mais retido.

3.4.2 - Selecé&o dos biopolimeros

Testes preliminares para selecdo da matriz biopolimérica que seria
utilizada para o encapsulamento do 6leo essencial de citros foram realizados. Avaliou-
se o potencial de utilizacdo dos cinco biopolimeros: nanofibra de lignina, maltodextrina,
lignina, gelatina e carboximetilcelulose. A partir da adaptacdo de estudos para o
encapsulamento de substancias volateis com secagem por nebulizacdo em Spray Dryer
(BOTREL et al., 2012; CARNEIRO et al., 2013; RocciA et al.,, 2014) realizou-se o
procedimento discriminado a seguir.

Suspensdes coloidais foram preparadas pela mistura de 1500 mg do
biopolimero, 840 mg do 6leo essencial de citros, 200 mg de surfactante (Span 60) e 30
mL de &gua deionizada, sendo o procedimento conduzido em temperatura ambiente (25
°C). A mistura foi homogeneizada durante cinco minutos em dispersor (Ultra Turrax,
IKA, T10 basic) a 20000 rpm.

As condicbes de secagem por Spraying Dryer para a formacdo das
microesferas foram vazdo do ar de secagem 536 L h™; vazdo de injecéo 35000 L h™;
vazdo de alimentacdo 0,45 L h™*, temperatura do ar de secagem 130+5°C e temperatura
de saida do produto seco 60+5°C. As microparticulas foram obtidas em triplicata.
Microparticulas controle foram desenvolvidas na auséncia do Oleo essencial. Os
produtos microparticulados foram armazenados sob refrigeracdo (aproximadamente
10°C).
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3.4.3 - Preparo da emulsao e secagem por nebulizacao

Emulsbes foram progressivamente produzidas ao adicionar quantidades
conhecidas do biopolimero (mg), do surfactante (mg) e do 6leo essencial (mg) em 30
mL de &gua ultrapura em erlenmeyer (125 mL). Manteve-se o sistema sob agitacdo a
20000 rpm durante 60 segundos utilizando dispersor (Ultra-Turrax IKA T10 basic,
Wilmington, Estados Unidos da América) a temperatura de 20°C (+1°C). A quantidade
de material utilizado para a obtencdo da emulséo foi avaliada conforme Tabela 3.2.

As emulsbes preparadas foram imediatamente transferidas para secador
por pulverizagdo (mini Spray Dryer BUCHI, B 290, Flawil, Suica) equipado com uma
camara de secagem de 500 mm x 200 mm e atomizador com bico de 0,7 mm. Nesta
etapa, o erlenmeyer contendo a emulsao foi fechado para proteger o nucleo volatil de
evaporagcdo e o sistema foi mantido em constante agitagdo utilizando um agitador
magnético sob temperatura ambiente (23°C+2°C). As condi¢des utilizadas para a
secagem por atomizacdo também foram otimizadas conforme a Tabela 3.2. Os
produtos secos resultantes foram coletados e armazenados sob refrigeracao
(aproximadamente 8°C).

A Figura 3.2 apresenta um fluxograma das etapas para a obtencdo das

microparticulas contendo 6leo essencial de citros.
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FIGURA 3.2 - Fluxograma dos processos de preparo de amostra e secagem
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em Spray Dryer para obtencdo de microparticulas contendo

6leo essencial de citros.

3.4.4 - Planejamento experimental

A otimizacdo multivariada foi utilizada para determinar as variaveis que
mais influenciam o processo de encapsulamento do Oleo essencial de citros por
secagem por nebulizacdo. Para isso, foi empregado o Planejamento Fatorial
Fracionario com oito variaveis independentes (2%%), totalizando 16 experimentos. As
variaveis avaliadas com alto e baixo incremento: temperatura do ar de secagem (A),
vazdo de alimentacdo (B), vazdo do ar de secagem (C), vazdo de injecdo (D),
concentracdo do polimero no solvente (E), relacao polimero:adjuvante (F), relacdo 6leo
essencial:polimero (G) e surfactante (H) (Tabela 3.3) foram selecionadas a partir de
estudos prévios (BOTREL et al., 2012; RocclA et al., 2014). Como biopolimeros (material

de encapsulamento), avaliou-se gelatina e lignina.
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TABELA 3.3 - Niveis codificados das variaveis independentes empregadas na
obtencédo de microparticulas contendo 6leo essencial de citros

por secagem por atomizacao.

Variaveis Niveis
-1 +1

A Temperatura do ar de secagem (°C) 110 150
B  Vazdo de alimentacdo (L h™) 0,15 0,45
C Vazdo do ar de secagem (L h™) 301 536
D  Vazdo deinjecdo (L h™) 8000 35000
E Concentracdo do polimero no solvente (% (m v'))* 5 10
F  Relag&o polimero:adjuvante (m m™) 1:0 1:1
G  Relacéo 6leo essencial:polimero (m m™) 1:1,78 1:3,56
H Surfactante (mg) 0 200

*\/olume final de trabalho de 30 mL.

Os experimentos foram realizados em ordem aleatéria a fim de minimizar
o efeito da variabilidade inesperada nas respostas observadas devido aos erros
sistematicos (FERREIRA et al., 2007a). Como respostas (varidveis dependentes)
selecionaram-se o rendimento sélido (porcentagem de material sélido recuperado, m m’
!y e a eficiéncia de encapsulamento (concentracdo de 6leo essencial recuperado nas
microparticulas).

A partir do rendimento solido e da eficiéncia de encapsulamento
calcularam-se os efeitos principais e de interacdo. Para encontrar uma condi¢do que
relacionasse 0s niveis das respostas (variaveis dependentes) que produziram as
respostas mais desejaveis, foi necessario utilizar metodologias estatisticas que
tratassem respostas com dimensfes distintas ao mesmo tempo (FERREIRA et al.,
2007b).

Dessa forma, utilizou-se a funcdo desejabilidade, em que os valores das
respostas foram transformados em um valor adimensional, a desejabilidade individual
(di), que pode variar de um valor igual a zero (resposta totalmente indesejavel) até um
valor igual a um (resposta totalmente desejavel) (SiLvA et al.,, 2013). O valor de

desejabilidade global (D) foi obtido para cada experimento, pelo calculo da média
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geométrica dos valores de desejabilidade individual e foi utilizado para realizacdo dos
célculos dos efeitos principais e de interacdo das variaveis para o encapsulamento do

Oleo essencial de laranja (SILVA et al., 2013).

3.5 - Analise das microparticulas

3.5.1 - Rendimento sélido

O rendimento sélido (RS) do processo de encapsulamento foi calculado
como o percentual de material seco coletado apés a secagem em Spray Dryer em
relacdo a quantidade inicial de solidos no volume de emulsdo pulverizado (mg de

sélidos em 30 mL de emulséo), conforme equacéao 3.2.

RS = (massa de s0lidosiyicia /massa de sélidoSsina)*100 Equacéo 3.2

3.5.2 - Eficiéncia de encapsulamento

A eficiéncia do processo de encapsulamento (EE) foi avaliada pela
guantificacdo do teor de 6leo essencial interno (encapsulado) e superficial (adsorvido).
Para isto, 25 mg do material seco foram ressuspendidos em 1000 pL de acetona e
mantidos em repouso por 30 min. Em 800 pL da mistura resultante, adicionou-se 100
L de solucéo 10.10° mg L™ de mentol (padrdo interno). Posteriormente, adicionou-se
10 yL da mistura em vial de headspace de 10 mL hermeticamente fechado com tampa
de aluminio e septo de PTFE/SIL e submeteu-se a amostra a extracdo por headspace
com andlise simultdnea em cromatégrafo gasoso acoplado a detector de ionizacdo em
chama (CG-DIC).

Avaliou-se a quantidade de 6leo essencial encapsulado utilizando a razéo
entre a area do d-limoneno e a do Pl obtidas nas analises cromatograficas. Estes
valores foram utilizados em associagcao com as curvas de calibracdo construidas para o
d-limoneno nos diferentes tipos de matrizes propostas com o planejamento fatorial

(gelatina, gelatina e aerosil, lignina e lignina e aerosil).
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3.5.3 - Caracteristicas microestruturais

Visualizou-se a morfologia da superficie das microparticulas obtidas nas
melhores condi¢cbes utilizando-se microscopia eletrbnica de varredura (MEV). As
amostras foram fixadas sobre fita de carbono com revestimento duplo e diametro de 12
mm (Koch, S&o Paulo, Brasil) previamente anexada em suporte metalico de aluminio -
stub - com diametro de 12,7 mm (TAAB, Inglaterra, Reino Unido). Posteriormente,
foram metalizadas com uma fina camada de ouro/paladio para obter uma superficie
condutora. ApGs a metalizac&o, as amostras foram observadas com ampliacdes de 200
a 50000x em microscopio FEI Inspect S50 operando em 25 kV.

Nesta etapa, apés a analise das micrografias obtidas selecionou-se as
melhores condi¢cdes para a obtencdo de microparticulas contendo 6leo essencial de
citros. A partir das melhores formulacdes, procedeu-se com a validacdo do método,
caracterizacdo do produto e realizacdo de ensaios bioldgicos, conforme se observa a

sequir.

3.6 - Validacdo do método desenvolvido

Para assegurar a credibilidade do método analitico desenvolvido, este foi
submetido a uma validagcdo, conforme proposto por THOMPSON et al., (2002) e
INMETRO (2010). Os critérios considerados, neste trabalho, para a validacdo do
método de microencapsulamento do 6leo essencial de laranja com posterior analise por

headspace estédo dispostos a seguir.

3.6.1 - Seletividade

A seletividade foi avaliada comparando-se 0s cromatogramas dos extratos
obtidos apds a extracdo dos componentes da matriz isenta do analito em estudo, com
0s cromatogramas dos extratos das micropartulas, preparada e analisada conforme o
procedimento otimizado. Avaliou-se a presenca ou nado de interferentes da matriz

eluindo no mesmo tempo de retencao do analito de interesse.
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3.6.2 - Avaliacéo do efeito de matriz

Para avaliar a influéncia dos componentes da matriz, preparou-se cinco
grupos de solucdes padrao individuais de d-limoneno na concentracdo de 25, 75, 25.10,
75.10, 20.10° e 30.10°> mg L™Y). Nestas solugdes adicionaram-se 100 pL de solucéo de
mentol a 10.10% mg L™ utilizado como padréo interno. Para as andlises cromatogréficas,
adicionou-se 10 pL da solucdo padrao contendo o padréo interno em vial de headspace
de 10 mL e, assim, as concentracdes finais de cada solucédo padrdo foram 25.107,
75.103, 25.102, 75.10%, 20.10" e 30.10" mg L™ contendo 10.10* mg L™* do PI. A
evolucdo dos co-extrativos na resposta cromatogréfica foi avaliada pela relacéo entre a
area do analito em solvente puro e a area obtida ao se utilizar padréo preparado em
extratos aquosos da matriz (matrix-matching) de acordo com a equacéao 3.3.

Efeito de matriz (%) = (Amatriz-Asoivente! Asolvente X100) Equacéo 3.3

Em que, Anariz € @ média das areas da solucdo dos analitos preparados
em extratos da matriz e Asovente € @ Mmédia das areas destes compostos preparados no
solvente puro.

Foi utilizando extrato da matriz (gelatina, gelatina e aerosil, lignina e
lignina e aerosil) como meio de dispersdo para o preparo das curvas em extrato da

matriz.

3.6.3 - Curva analitica

A linearidade foi verificada preparando solucdes padrao de concentracdes
crescentes do analito (25, 75, 25.10, 75.10, 20.10% e 30.10°> mg L™) utilizando extrato da
matriz (gelatina e lignina) como meio de dispersdo. Nestas solucdes adicionaram-se
100 pL de solucdo de mentol a 10.10° mg L™ utilizado como padréo interno. Para as
analises cromatograficas, adicionou-se 10 pL da solucdo padrdo contendo o padrdo
interno em vial de headspace de 10 mL e, assim, as concentracdes finais de cada
solucdo padrdo foram 25.10°, 75.10°, 25.102, 75.10%, 20.10" e 30.10" mg L™

contendo 10.10" mg L™ do PI. Apés a andlise dessas solucdes, foi construido um
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gréfico relacionando a raz&o de areas entre a area do analito e a area do padrao interno
com as respectivas concentracdes do analito de calibracdo. Foram obtidos por
regressao linear, as equacgdes das retas e 0os parametros que permitiram calcular as
concentragfes do analito nas amostras. Realizou-se analise de variancia (ANOVA).

Nos extratos das amostras de microparticulas adicionou-se a mesma

guantidade de PI.

3.6.4 - Limite de deteccao e de quantificacao

Os limites de deteccédo (LD) e quantificacéo (LQ) para o d-limoneno foram
determinados usando os parametros da curva analitica. Para este calculo, construiu-se
uma curva analitica utilizando solucéo padrédo de d-limoneno nas construida de acordo
com o item 3.8. O LD e o LQ foram considerados como 3,3 e 10 vezes,

respectivamente, a razao entre os coeficientes linear e angular da curva analitica.

3.6.5 - Linearidade da resposta do detector

A linearidade da resposta do detector foi verificada pela curva analitica
preparada, conforme descrito no item 3.8, em que padréo de d-limoneno foi preparado
nas concentracdes especificadas, com trés replicatas em cada ponto. Apos a analise
cromatografica, foi construida uma curva analitica, relacionando a razdo das areas
(area do analito/area do padrdo interno) com a concentracdo do analito. A linearidade
foi avaliada pelo coeficiente de correlacdo (R?) determinado pela regressdo linear.
Também verificada pela analise de varidncia na regressdo, exatiddo, precisao e

recuperacao.

3.6.6 - Precisao

A precisdo do método de encapsulamento foi verificada sob condicGes de
repetitividade. A repetitividade do método foi determinada, realizando-se o preparando-

se sete formulacdes e extracdes idénticas do 6leo essencial de citros na concentracao

47



de 10.10? mg L™, segundo as condicdes otimizadas de encapsulamento, secagem em
Spray Dryer e extracdo por headspace determinando o desvio padréo relativo e o

coeficiente de variagéo (CV).

3.6.7 - Exatidao

Entre as maneiras de avaliar a exatiddo de um método, pode-se recorrer
aos ensaios de recuperacao. Os ensaios de recuperacao foram realizados em amostras
de microcépsulas contendo d-limoneno em diferentes niveis: 50.10% e 12,5.10% e 10.10
' mg L™. Estas amostras em triplicatas foram preparadas de acordo com o método
otimizado e analisadas por cromatografia gasosa nas condicGes descritas no item 3.2.2.
A exatiddo foi avaliada pela recuperacdo do analito e pela comparacdo entre o valor

nominal e o observado para cada concentracao avaliada.

3.7 - Caracterizacdo das microparticulas

3.7.1 - Cinética de liberacéao

Para esta etapa de avaliacéo, as formula¢gdes que apresentaram melhores
valores para rendimento sélido e porcentagem de encapsulamento do 6leo essencial de
citros foram preparadas de acordo com as condi¢bes do planejamento experimental
utilizando gelatina e lignina. Todas as formulacdes foram preparadas em triplicata.

Para a avaliacdo da cinética de liberacdo foram realizados dois ensaios.
No primeiro, avaliou-se a influéncia da temperatura na liberacdo do 6leo essencial
encapsulado no produto seco. Dessa forma, 25 mg do produto seco obtido foi pesado
em vial de headspace (10 mL) e adicionou-se 10 pL da solugdo padrédo contendo o
padrdo interno (10.10°> mg L™). O frasco foi lacrado com tampa de aluminio e septo de
politetrafluoretileno/silicone e submetido a extracao por headspace a 40°C e avaliou-se
a liberacdo do d-limoneno durante os tempos de 0, 15, 30, 45, 60 e 90 min.
Posteriormente, 1000 uL da fase vapor foram transferidos e analisados em CG-DIC.
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Para o segundo ensaio, avaliou-se a influéncia da temperatura na
liberacdo do oleo encapsulado no produto em solucdo. Dessa forma, 25 mg do produto
seco obtido foi pesado em eppendorf (1500 pL), adicionou-se 1000 pL de agua
ultrapura e 100 pL da solugdo padrdo contendo o padréo interno (10.10° mg L™Y). O
eppendorf foi lacrado e submetido a homogeneizacdo em vortex até completa dispersao
do material seco (90 s). Posteriormente, 10 pL foram transferidos para vial de
headspace (10 mL). O frasco foi lacrado com tampa de aluminio e septo de PTFE/SIL e
submetido a extracdo por headspace a 40°C. Avaliou-se a liberacdo do d-limoneno
durante os tempos de 0, 15, 30, 45 e 60 min. Posteriormente, 1000 pL da fase vapor

foram transferidos e analisados em CG-DIC.

3.7.2 - Construcdo de curvas analiticas para quantificacdo dos

produtos da cinética de liberacéo

Para esta etapa, fez-se necessario construir novas curvas de calibracao,
uma vez que as matrizes analisadas eram diferentes das obtidas nas etapas anteriores
da pesquisa. Esta etapa foi realizada com a formulacdo em p6 e a formulacao dispersa
em meio aquoso.

Dessa forma, para a quantificacdo dos dados obtidos pela liberacdo do
Oleo essencial encapsulado no produto seco, construiram-se seis séries de curvas de
calibracdo. Na primeira série foi utilizado acetona como solvente, na segunda 6leo
mineral e na terceira p-cimeno. As curvas foram preparadas utilizando-se como matriz
gelatina e lignina, assim, totalizaram-se as seis séries de curvas, todas preparadas em
triplicatas.

As curvas de calibracdo foram construidas nas concentracées de 25, 75,
25.10, 75.10, 20.10% e 30.10%° mg L™. Assim como descrito no item 3.8 sobre o preparo
das solugdes para construcdo das curvas de calibragéo, nestas solu¢des adicionaram-
se 100 pL de solucdo de mentol a 10.10° mg L™ utilizado como padréo interno. Para as
andlises cromatograficas, adicionou-se 10 pL da solugdo padrdo contendo o padréo
interno em vial de headspace de 10 mL e, assim, as concentracfes finais de cada
solucdo padrdo foram 25.10%, 75.10°, 25.10% 75.10% 20.10" e 30.10" mg L™
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contendo 10.10" mg L™ do PI. Ap6s a andlise dessas solucdes, foi construido um
gréfico relacionando a razdo de areas (area do analito/area do padrao interno) com as
respectivas concentracdes dos analitos. Foram obtidos por regressao linear, as
equacdes das retas e os parametros que permitiram calcular as concentracdes do
analito nas amostras. Realizou-se andlise de regressdo (ANOVA).

Para a andlise dos dados obtidos pela liberacdo do Oleo essencial
encapsulado no produto solubilizado em meio aquoso, as curvas foram construidas de
maneira similar as obtidas para a analise do produto seco, contudo, como solvente
utilizou-se agua deionizada. As curvas foram preparadas utilizando gelatina e lignina,
em triplicatas, totalizando duas curvas de calibracdo. Os dados obtidos também foram

analisados por regressao.

3.8 - Ensaios biolégicos contra Spodoptera frugiperda

Os insetos de Spodoptera frugiperda utilizados nos bioensaios foram
obtidos de uma col6énia estabelecida a partir de insetos coletados em cultivos de milho
da regido sudeste do Brasil. As lagartas foram mantidas em meio artificial adaptado ao
proposto por KASTEN JUNIOR et al. (1978) e os adultos foram alimentados com solug&o
de mel a 10% (m m™). Ambos foram mantidos em condicdes controladas: 26+2 °C e
fotoperiédo de 14 h de luz e 10 h de escuro.

Os efeitos do Oleo essencial encapsulado sobre parametros biolégicos da
S. frugiperda foram avaliados em meio artificial utilizando-se as concentracdes de 107,
10° e 10* g principio ativo (d-limoneno) por g da dieta. Para isso, as microparticulas
dispersas em agua destilada foram incorporadas em 63 g do meio artificial ao final do
seu preparo, quando este apresentava temperatura de 50°C. Como controle, utilizou-se
agua destilada. Foram preparados ensaios de branco, contendo apenas 0s materiais
utilizados para o encapsulamento (lignina e gelatina) como uma maneira de avaliar a
compatibilidade dos produtos utilizados no preparo das formulagdes. Ensaios contendo
extratos de nim, produto natural com agao comprovada no controle da S. frugiperda, e

contendo d-limoneno puro e livre de encapsulamento também foram preparados. Todos
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0s experimentos foram mantidos em condi¢cdes controladas: 26+2°C e fotoperiodo de
14 h de luz e 10 h de escuro.

ApOs a incorporagdo dos tratamentos no meio, aproximadamente 4 mL da
dieta artificial foram transferidos para tubo de ensaio de vidro de fundo chato (8,5 cm de
altura X 2,5 cm de diametro). Em cada tubo, a temperatura, adicionou-se uma lagarta
de S. frugiperda de segundo instar (aproximadamente 4 mm). Para cada tratamento,
utilizaram-se cinco repeti¢cdes, sendo cada repeticdo constituida por quatro tubos (n =
20).

As avaliacdes foram realizadas de dois em dois dias até a formacao dos
adultos. Os parametros avaliados foram a viabilidade, duracdo da fase larval e pupal,

peso das pupas, porcentagem de pupas e de adultos defeituosos e mortalidade.
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RESULTADOS E DISCUSSAOQ

—

4.1 - Caracterizagao da Matriz

A caracterizacdo do Oleo essencial de laranja foi realizada por
espectrometria de massas. O cromatograma obtido pode ser observado na Figura 4.1.
Os tipos de compostos volateis, assim como o tempo de retencdo e a area

correspondente a cada composto estdo apresentados na Tabela 4.1.
53



5.00E+05

21
/
4.00E+05 - 9
/ 25
Lo f12
© 3.00E+05 A / 18
(8]
o
«C
2
S 2.00E+05 - . 7 / -
<
l Ly 13
] 1
1.00E+05 51607 1920(|| s
2 35 6 Ud Y 23
Muawsjwww

0.00E+00 \ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

Tempo (minutos)

FIGURA 4.1 - Comatograma de ions totais de compostos volateis do Oleo essencial de

citros. Os numeros dos picos referem-se aos compostos da Tabela 4.1.

Foi verificada a presenca de 38 compostos. Destes, 24 foram identificados
e destacam-se o d-limoneno (77,47%), B-mirceno (11,12%), a-pineno (3,99%) e linalol
(1,44%), totalizando 90,03% da area relativa total. Estes terpenos também estavam
entre 0os majoritarios em trabalhos com extracdo do Oleo essencial de laranja por
clevenger (FERHAT et al., 2006), extracdo com fluido surpercritico (MIRA et al., 1999) e
destilacdo a vapor de micro-ondas (FARHAT et al.,, 2011) e relacionam-se com a
atividade biolégica do 6leo essencial de citros.

Os ésteres, que tém sido descritos como 0s compostos essenciais para
formacédo de flavor caracteristico em Oleo essencial de laranja (QiAa0 et al., 2008),
butanoato de etila, acetato de etila, propanoato de etila e butanoato de metila,
comumente presentes no suco de laranja ndo foram detectados.

O d-limoneno foi o principal componente identificado e, devido a suas
caracteristicas para atuacdo no controle de insetos pragas (IBRAHUM et al., 2001) e ao
seu elevado teor no 6leo essencial de citros utilizado, foi selecionado como marcador

para avaliagdo da eficiéncia de encapsulamento do 6leo essencial.
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TABELA 4.1 - Areas relativas dos compostos volateis de 6leo essencial de citros.

Pico . Are_a Principais Fragmentos
o Composto t(min.)  LR.  LR.ger reg;l)va [MT] iz (%)!
1 heptanal 5,23 903 901 0,01 114 55(64.64); 57(58,14); 70(96,54);
2 n.i. 5,92 959 1002 0,02 136 77(44,04); 91(83,63); 92(48,61); 93(100); 136(13,37)
3 a-pineno 6,13 934 932 3,99 136 77(26,53); 79(24,16); 91(51,15); 93(100); 105 (10,71): 136(6,54)
4 canfeno 6,57 950 946 0,02 136 67(27,00); 77(20,72); 79(4]i,§.f()ég,lé(73)8,66); 93(100); 107(30,80);
5  heptanol 712 968 959 0,01 116 41(72,26); 42(53,24); 43(67,26); 55(78,60); 56(83,15); 57(22,52): 70(100)
6  sabineno 729 974 969 1,80 136  41(20,88); 77(37,74); 79(28,41); 80(12,85); 91(52,44); 93(100); 136(12,97)
7 B-pineno 7.42 979 974 0,12 136 41(36,45);69(29,07); 77(20,84); Zgé%g,gg?))l 80(13,57); 91(32,60); 93(100);
8 [B-mirceno 7,81 992 988 11,12 136 41(92,25); 67(13,48); 69(67,75); 77(15,53); 79(16,89); 91(31,35); 93(100)
9  octanal 8,20 904 998 1,55 128 41(87,87); 43(100): 44(75,71); 56(74,06); 69(39,49); 84(50,77)
10  a-tujeno 829 907 924 0,02 136 41(11,84); 77(33,69); 91(65,49); 93(100); 136(24,25)
11 3.careno 851 1013 1008  0.57 136 77(30,89): 79(32,29); 91(57,1%86)(;1?2??%?0); 105(14,05); 121(19,31):
12 d-limoneno 921 1031 1024 7747 136 67(89,91); 68(100); 7192(‘1‘?2’325;9;31(3282?Zg;‘(“ﬁ'36); 107(27,69);
13 n.i. 9,49 - - 0,01 - 41(21,59); 67(48,13); 119(100); 134(32,20)
14  E-B-ocimeno 9,84 1048 1044 0,03 136 41(28,51); 79(51,57); 91(60,97); 93(100); 105(16,79); 121(13,63)
15 yterpineno 1028 1060 1054 0.01 136 44(27,97); 77(28,25); 91(73,1%?&)(;397:?.%)0); 107(17,70); 121(22,60);
16 ni 10,58 ) ) 0,01 ) 43(100); 71(72,71); 81(46,3?%%?2&?2536); 111(42,26); 121(25,08);
17 ni 10,68 ) ) 0,22 ) 41(81,64); 43(64,90); 55(79,33);8546(1(1](.)(’)33-;);69(65,50); 70(55,93); 83(34,82);
18 2-careno 1142 1001 1001 004 136 41(23,05); 79(36,87): 91(57,1%%)(;6913’3&15()30); 105(22,48); 121(69,89):
19  n.i 11,60 - - 0,01 - 41(86,89); 59(51,07); 71(42,15); 79(100): 93(30,40)
20 finalol 1183 1101 1005 144 154 41(73,51); 43(72,28); 55(6132,i(22);3 Tolé)l;OO); 80(38,88); 93(92,68);
21 nonanal 12,03 1106 1100 0,09 142 41(78,30); 43(64,03); 57(100); 70(40,84); 82(33,74); 98(31,48);
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22
23
24
25
26

27

28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38

n.i.

n.i.

n.i.

n.i.
citronelal
mentol?
a-terpineol
n.i.

n.i.
decanal
n.i.

n.i.

n.i.

neral
d-carvona
geranial
perilal

12,52
12,71
13,26
13,45
14,07

14,91

15,69
15,93
16,08
16,31
16,57
16,92
17,42
17,86
18,02
19,15
19,31

1243
1247
1273
1277

1235
1239
1264
1269

0,02
0,02
0,37
0,15
0,05
0,25
0,06
0,02
0,01
0,27
0,01
0,03
0,01
0,04
0,02
0,06
0,02

152
150
152
150

41(58,06); 69(100)
43(75,74); 79(93,98); 94(100); 109(84,14); 121(59,25); 137(34,91)
43(100); 67(82,21); 109(43,37); 137(33,52)
43(100); 67(66,99); 79(51,25); 94(61,87); 108 (41,81)

41(100); 55(44,43); 69(76,01); 95(50,19); 121(27,93)

55(44,03); 71(90,33); 81(100); 95(82,36); 109(12,83); 123(31,22);
138(12,56)

59(100); 93(84,05); 121(58,83); 136(49,53)
43(35,66); 67(62,03); 79(100); 94(98,31); 105(39,46); 121(52,34)
67(58,73); 79(95,04); 94(79,96); 105(37,62); 121(100)
43(100); 57(95,40); 82(54,26); 112(22,89)
43(100); 56(41,98); 70(37,55); 84(34,43)
55(21,49); 84 (50,08); 109(100)

41(70,60); 84(100); 109(76,39); 134(25,78)
41(100); 69(71,66); 109(22,76)
54(48,69); 82(100); 93(43,58); 108 (41,02)
41(100); 69(94,40); 109(10,77); 137(10,94)
41(43,20); 67(100); 79(87,03) 107(62,61); 135(35,64)

tr = Tempo de retencao; n.i. = ndo identificado; I.R. = indice de retencao; |.R.gres = indice de retencéo apresentado por ADAMS (2009);

! = Os espectros de massas obtidos podem ser consultados no Apéndice A; ? = adicionado como padr&o interno.
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4.2 - Analises qualitativas por cromatografia gasosa e detector de
ionizagdo em chama: desenvolvimento do método

cromatogréafico

Para o desenvolvimento do método cromatografico por CG-DIC, as
melhores condicbes de separacao cromatografica do d-limoneno foram avaliadas em
funcéo da temperatura do detector, taxa de quecimento, fluxo do gas de arraste e razéo
split. Os cromatogramas obtidos em funcdo da variacdo destes fatores estdo

representados na Figura 4.2.

uV(x1,000,000) uV(x1,000,000) uV(x100,000) uV(x1,000,000)
1.25 — 1c.
s A — 17000 B 100 C = ’o D 15:1
$ 20 1.00 3 I S '
° 8 ~
[0} [ 3 75 o
g 15 0.75 3 3 3 3 |15
9 3 2 "
° — 220°C 5 50 5 1.0 — 30:1
g 10 0.50 % i :
; |
g o5 0.25 | 25 M 05
\ |
0.0 0.00 i 0.0 - 0.0
6.0 7.0 min 57 75 mik 9 8.0 9.0 min 10.0 15.0 min
Tempo (minutos) Tempo (minutos) Tempo (minutos) Tempo (minutos)

FIGURA 4.2 — Representacdo do cromatograma da solucdo padrdo de 1 mg L™ do d-
limoneno em acetona com: (A) temperatura do injetor de 170 e 220°C,
(B) taxa de aquecimento de 5 e 15°C min™, (C) fluxo do gas de arraste
de 1,00 e 1,40 mL min™ e (D) vazdo split 15:1 e 30:1.

Na andlise por cromatografia gasosa, a temperatura do injetor deve ser
elevada o suficiente para garantir uma completa e rapida vaporizacdo da amostra, mas,
ao mesmo tempo, deve-se evitar que ela seja elevada ao ponto de promover uma
decomposicédo térmica dos compostos de interesse (LANGCAS, 1993). Em nosso entudo,
as temperaturas de 170 e 220°C foram avaliadas (Figura 4.2 A). Pode-se observar que
0 aumento na temperatura do injetor para 220°C ocasionou em reducdo no sinal
cromatografico obtido para o d-limoneno, indicando que a temperatura elevada
acarretou em alteracbes na amostra. Sendo assim, selecionou-se 170°C como
temperatura do injetor.
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Também € interessante que o tempo da analise por cromatografia seja
curto, com boa sensibilidade e resolucdo dos picos (LANCAS, 1993) e os fatores como
taxa de aquecimento e fluxo do gas de arraste relacionam-se diretamento com estas
caracteristicas desejaveis. Como se verifica na Figura 4.2 foi utilizado uma taxa de
aquecimento de 15°C min™ e um fluxo do gas de arraste de 1,40 mL min™ (Figuras 4.2
B e C, respectivamente) para promover menor tempo de analise. Contudo, nestas
condicOes, observou-se diminuicdo na sensibilidade para o d-limoneno com reducéo do
sinal cromatogréfico. Portanto, optou-se por utilizar uma taxa de aquecimento de 5°C
min™ e um fluxo do géas de arraste de 1,00 mL min™.

Para finalizar o desenvolvimento do método cromatografico, avaliou-se a
razao split. Pela Figura 4.2 D, pode-se verificar que ao comparar a razao split 15:1 e
30:1 nédo ocorreu alteracdo na resolucédo do pico do d-limoneno. Dessa forma, otou-se
por utilizar um split 15:1, pois analisaremos amostras que podem conter quantidades
traco do d-limoneno e dessa forma, garante-se que maior volume do composto sera
transferido ao sistema cromatografico.

Os parametros avaliados, nas melhores condi¢bes, foram combinados e 0
cromatograma obtido pode ser observado na Figura 4.3 A. Neste trabalho, a
identificacdo do d-limoneno foi realizada por comparacao entre os tempos de retencéo
(tr) deste nas amostras de 6leo essencial de citros com o da solu¢cdo padrdao. Na Figura
4.3. A esta representado o cromatograma da solucdo padrdo do d-limoneno em
acetona. O cromatograma do extrato do Oleo essencial obtido apds a prensagem a frio

do residuo de laranja é ilustrado na Figura 4.3. B.
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FIGURA 4.3 — Representacao do (A) cromatograma da solucdo padrdo de 1 mg
L do d-limoneno em acetona, (B) cromatograma da amostra de
Oleo essencial de laranja contendo d-limoneno (tr = 9,73 min: d-

limoneno, tg = 21,1 min: padréo interno).

Pelas caracteristicas dos cromatogramas (Figura 4.3) observa-se que as
condicdes de analise, como a programacao de temperatura, coluna utilizada e o fluxo
do géas de arraste, possibilitou uma boa separacdo do composto avaliado.

Neste estudo, optou-se por utilizar o método de padronizagdo interna, para
torna-lo menos sensivel a erros aleatérios de injecdo e variacées instrumentais, como
temperatura ou quantidade de amostra (RIBANI et al., 2004; VISENTAINER, 2012). Dessa
forma, o mentol foi avaliado como padréo interno. Comparando-se 0s cromatogramas
da amostra do 6leo essencial de laranja contendo d-limoneno (Figura 4.3 B) com o da
solugéo padrdo do d-limoneno (Figura 4.3. A), observa-se que ndo héa interferentes da

matriz no mesmo temo de retencao do padrao interno.
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Além de ndo estar presente na amostra, ele é acessivel, de baixo custo,
elui separadamente dos componentes da amostra e € quimicamente similar ao analito
de interesse (RIBANI et al., 2004; LIGIERO et al., 2009). Portanto, foi selecionado como

padrdo interno para as proximas etapas deste estudo.

4.3 - Desenvolvimento da metodologia de extragc&do por headspace

Em nosso estudo, o headspace estatico se destacou como a técnica ideal
para a andlise dos produtos encapsulados. Os métodos tradicionais, com injecdo de
uma amostra liquida no sistema cromatogréafico, utilizam solventes para extrair as
substancias encapsuladas e que podem solubilizar o material de parede utilizado
(polimero) (KoLB e ETTRE, 2006). Neste caso, a solugcdo da amostra obtida, ao ser
introduzida no sistema cromatogréfico, podera levar ao acumulo dos compostos néo
volateis do polimero no sistema de injecdo e na coluna cromatogréfica. Tais fatores
podem ocasionar em degradacéo e alteragdo no desempenho do equipamento (KoLB e
ETTRE, 2006).

A técnica de hedspace permite a utilizacdo de solventes para favorecer a
extracdo dos compostos volateis microencapsulados, mesmo que estes também
solubilizem o material de parede utilizado, ja que apenas a fase vapor sera transferida
para o sistema cromatografico (MANzZANO et al.,, 2014; KoLB e ETTRE, 2006). Este
processo ocorre devido a baixa presséo de vapor dos biopolimeros utilizados, evitando
um acumulo de pressdo adicional na fase gasosa do vial e hesdpace que poderia
interferir na sensibilidade ao se determinar os analitos de interesse (MENG et al., 2009).
Portanto, apenas substancias volateis com maiores pressbées de vapor, como 0s 0leos
essenciais serdo analisadas (MANZANO et al., 2014; KoLB e ETTRE, 2006).

Dessa forma, inicialmente, um estudo para selecionar as melhores
condicdes de extracdo por headspace estético foi realizado. Dentre os fatores que
podem interferir na sensibilidade do headspace, a temperatura, o tempo de equilibrio, a
guantidade e a agitacdo do sistema contendo a amostra, sdo 0s que mais se destacam
(MANZANO et al., 2014).
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Alguns testes preliminares foram realizados para determinar uma faixa de
trabalho utilizando-se extracdo dos compostos de uma fase liquida para a fase gasosa
(headspace). Observou-se que temperaturas superiores a 100°C e volumes superiores
a 100 pL, exibiam maior influencia sobre a extragcdo dos compostos volateis. Estes
resultados séao similares aos obtidos por WEI et al. (2011), que selecionaram 120°C e
ALVARADO e ROSE (2004), SANz et al. (2001) e GODINHO e BotToLl (2013) que
obtiveram melhores resultados ao utilizarem 90°C para a extracdo dos analitos em uma
fase liquida para o headspace.

Para a temperatura, verificou-se que esta pode favorecer a transferéncia
do analito da fase aquosa para a fase gasosa, diminuindo o tempo necessario para que
se atinja o equilibrio de particdo (SANTOS et al., 2009). JA que, 0 aumento da
temperatura favorece a diminuicdo do coeficiente de particAo amostra/ar (Kaa),
reduzindo a concentragcdo do analito na amostra (liquida ou solida) e aumentando a sua
concentracéo no headspace (WEl et al., 2011).

Em relacdo a quantidade de amostra dentro do vial de headspace, foi
observado que para uma maior sensibilidade de extracdo o volume de amostra nao
deve ser maior que o espaco ocupado pela fase vapor (HELENO et al., 2010). Por isso,
iniciamos a nossa triagem com um volume de 100 pyL de amostra em um recipiente com
capacidade de 10000 pL. Esse volume seria o volume minimo para as analises futuras.

Contudo, nos estudos, houve uma elevacdo da pressdo de vapor interna
ao utilizar 100°C para o volume de 100 pL ocasionando alteragcdes na estrutura do
septo que compde a tampa do vial de headspace quando utilizado tempo de
homogeneizacdo de cinco minutos. Nestas condi¢cdes, o aquecimento da amostra
ocasionou em vaporizagcdo parcial do solvente (que apresenta elevada pressao de
vapor), aumentando o niumero de moléculas na fase vapor e resultando no aumento da
pressédo acumulada no headspace (MENG et al., 2009).

Como tais alteracdes podem interferir na operacdo do auto injetor,
reprodutibilidade e na sensibilidade da técnica (MENG et al., 2009), avaliou-se volumes
de amostras de 2, 10, 20 e 50 pL e temperaturas de 50, 75 e 100°C com
homogeneizacdo durante cinco minutos. Verificou-se que 10 pL e 75°C eram as

condicdes maximas que ndo ocasionavam em elevagdo da presséo interna no vial de
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headspace. Desse modo, estes parametros foram fixados e avaliou-se o efeito do

tempo e agitacao do sistema.

4.3.1 - Efeito do tempo na extragcao por headspace

O efeito do tempo de extracdo nas analises do d-limoneno em 0, 15, 30,

45 e 60 minutos a 75°C sdo apresentados na Figura 4.4.

_ A i
22500 | 45000 . B
. 15000 4 30000 -
e
<< 7500 A
15000 A
0 T T T
0 15 30 45 60 0 .
Tempo (minutos) Sem agitacdo Com agitacao

FIGURA 4.4 - Varia¢Bes na area do d-limoneno analisado por CG-DIC A) utilizando 0, 15,
30, 45 e 60 min. de extragdo por headspace e temperatura de 75°C e B)
sem e com agitacdo (500 rpm) como homogeneiza¢cdo na extracdo por
headspace & 75°C e 15 min de extracdo. As condicbes cromatograficas

utilizadas podem ser encontradas no subitem 3.2.2.

Como mostrado na Figura 4.4 A a partir de 15 minutos de extracédo,
ocorreu diminuicdo da area obtida para o d-limoneno. Neste intervalo de tempo ocorreu
a completa saturacdo do recipiente do vial, pela total evaporacdo do solvente e do
analito presente. A diminuigcdo no sinal cromatografico do d-limoneno e, portanto, em
sua area, pode ocorrer porque apdés quinze minutos de extracdo, o vapor de agua
formado no sistema pode ser transferido para o sistema cromatogréafico e interferir na

operacéao do detector (ALVARADO e ROSE, 2004).
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4.3.2 - Efeito da agitacao na extracao por headspace

A agitacdo do vial contendo a amostra que sera submetida a extracédo por
headspace pode influenciar a cinética do equilibrio de particdo entre a fase aquosa e a
fase de headspace (SANTOS et al., 2009). A agitacao auxilia na transferéncia de massa
entre o analito volatil na amostra e a fase vapor, pois permite que as moléculas volateis
sejam mais facilmente difundidas para a superficie da amostra liquida favorecendo a
sua distribuicdo para o headspace (WARDENCKI et al., 2003). Portanto, o equilibrio de
particdo serd atingido em menor intervalo de tempo (Luo e PAwLISzYN, 2000;
WARDENCKI et al., 2003).

Neste estudo verificou-se um aumento da eficiéncia da extracdo do d-
limoneno (Figura 4.4. B) quando se emprega agitacdo. Dessa forma, 500 rpm foram
selecionadas para as andlises posteriores, assim como a temperatura de 75°C, volume

de amostra de 10 pL e 15 minutos de homogeneizagéo.

4.4 - Selecdo do biopolimero para o encapsulamento do o6leo

essencial de citros por secagem por nebulizagao

A recuperacdo do Oleo essencial encapsulado e o rendimento soélido
obtido ao se avaliar nanofibra de lignina, lignina, gelatina, carximetilcelulose e

maltodextrina podem ser observados na Tabela 4.2.
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Tabela 4.2 - Eficiéncia de secagem e rendimento sélido obtidos para microparticulas
contendo O6leo essencial de citros encapsulado nos biopolimeros:
nanofibora  de  lignina, lignina, maltodextrina, gelatina e

carboximetilcelulose.

o Recuperacéo do 6leo  Rendimento sélido
Biopolimero

essencial (mg g_l) (m m™) (%)
Nanofibra de lignina 0,102 0,977
Lignina 4,44 71,9
Maltodextrina 2,96 75,0
Gelatina 15,9 61,0
Carboximetilcelulose 4,03 58,0

Na Tabela 4.2 observa-se uma maior retencédo do 6leo essencial quando
se utilizou gelatina como matriz biopolimérica (15,9 mg g™). Outros polimeros, como
lignina e maltodextrina também ndo apresentaram uma elevada recuperacdo do 6leo
essencial, mas apresentaram um elevado rendimento de secagem (superior a 70%).
Estes dados demonstram a necessidade de avaliar as condi¢cdes instrumentais
utilizadas, uma vez que todos os agentes encapsulantes utilizados foram submetidos as
mesmas condi¢cdes, sem uma otimizac&do prévia. Para as proximas etapas, gelatina e
lignina foram avaliadas como biopolimeros por apresentaram as maiores retencfes do

6leo essencial de citros.

4.4 - Desenvolvimento da metodologia de encapsulamento do 6leo

essencial de citros

A selecdo dos parametros da metodologia para obtencdo de
microparticulas contendo 6leo essencial de citros sdo fatores indispensaveis para
obtencado de extratos secos com melhores caracteristicas fisico-quimicas e aumento do
rendimento da operacdo. Assim, nesta etapa da pesquisa, testaram-se 0 maior nimero

de parametros em diferentes niveis, para avaliar quais seriam os mais significativos no
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encapsulamento do 6leo essencial de citros utilizando gelatina e lignina como materiais
de parede.

A selecdo do biopolimero é fundamental para maximizar a retengdo do
6leo essencial apds a conclusédo do processo de secagem (FERNANDES et al., 2014). A
gelatina foi selecionada por ser um produto natural, biocompativel e rapidamente
degradada em produtos ndo téxicos (BRuscHI et al., 2003). Tem sido amplamente
utilizada pela industria de alimentos e farmacéutica no preparo de sistemas de liberacao
controlada apresentando um baixo custo, estabilidade e facil acesso para realizacbes
guimicas (CHANCHAL et al., 2014).

A gelatina foi avaliada como material encapsulante no encapsulamento de
compostos volateis de manjericdo, eugenol e Zanthoxylum limonella (NGAMAKEUE e
CHITPRASERT, 2016; SHINDE e NAGARSENKER, 2011; MAJI et al., 2007). Ja a lignina, um
biopolimero de estrutura altamente complexa, é considerada o segundo biopolimero
renovavel mais abundante na Terra, pois desempenha importante papel no crescimento
e desenvolvimento das plantas (SALAZAR-VALENCIA et al., 2006). O encapsulamento de
compostos volateis com lignina como material de parede reduziu a volatilidade do
nootkatone, componente caracteristico do flavor da toranja (BEHLE et al., 2011).

Dessa forma, um planejamento fatorial fracionario 2% foi realizado para
investigar a influéncia dos principais parametros de preparo de amostra e atomizacao
no desempenho da secagem em Spray Dryer utilizando diferentes biopolimeros e
permitir identificar possiveis interacdes entre eles. Na Tabela 4.3, podem-se observar
0s 16 experimentos propostos pelo planejamento experimental e as respostas

(variaveis dependentes) correspondentes obtidas.
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TABELA 4.3 - Representacdo da matriz do planejamento fatorial com os niveis codificados e as respostas obtidas em

funcao da eficiéncia de secagem e de encapsulamento.

Resposta
Ensaios Niveis codificados L Eficiéncia de
no Eficiéncia de secagem (%) encapsulamento (mg ™)
A B C D E F G H Gelatina Lignina Gelatina Lignina
1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 21,59 31,16 623,6 190,6
2 1 -1 -1 -1 1 1 1 -1 41,63 44,52 322,8 248,8
3 -1 1 -1 -1 1 1 -1 1 17,58 16,88 203,9 115,0
4 1 1 -1 -1 -1 -1 1 1 13,67 25,60 655,6 111,3
5 -1 -1 -1 1 -1 10,98 52,11 648,0 309,6
6 1 -1 1 -1 -1 1 -1 1 41,13 53,29 269,4 139,1
7 -1 1 1 -1 -1 1 1 -1 43,23 79,85 109,4 88,5
8 1 1 1 -1 1 -1 -1 -1 18,54 59,02 904,1 156,2
9 -1 -1 -1 1 -1 1 1 1 32,30 43,30 94,71 132,8
10 1 R 1 1 -1 -1 1 21,18 33,96 805,4 276,5
11 -1 -1 1 -1 1 -1 15,09 32,66 712,0 125,8
12 1 1 -1 1 -1 -1 -1 25,68 34,96 131,3 125,5
13 -1 -1 1 1 1 1 -1 -1 42,78 62,34 136,1 139,8
14 1 -1 1 1 -1 -1 1 -1 44,25 72,70 534,7 236,2
15 -1 1 1 1 -1 -1 -1 1 7,560 50,48 864,0 139,2
16 1 1 1 1 1 1 1 1 49,98 54,13 98,35 201,4

A = temperatura do ar de secagem; B = vazdo de alimentacdo; C = vazdo do ar de secagem; D = vazao de
injecdo; E = concentracdo do polimero no solvente; F = relagdo polimero adjuvante; G = relagdo Oleo
essencial:polimero; H = surfactante; -1 = nivel inferior e 1 = nivel superior das variaveis avalidas.
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As variaveis dependentes utilizadas foram o rendimento solido e eficiéncia
de secagem, ambos importantes parametros para avaliar a eficiéncia do processo de
encapsulamento. O rendimento sélido estd diretamente relacionado ao caminho
percorrido pela amostra liquida (solugdo, suspencao ou emulsdo) no Spray Dryer para
promover o seu encapsulamento e formacdo de um fino p6 (GHARSALLAOUI et al., 2007).
Assim, o rendimento solido final relaciona-se com a retencdo do material na superficie
do Spray Dryer (cAmara de secagem, tubo coletor), alteracdes na viscosidade da
amostra, temperatura, taxa de transferéncia da amostra, dentre outros (TONON et al.,
2008).

A eficiéncia de secagem, além de avaliar a influéncia do processo de
secagem em Spray Dryer no 6leo essencial, também avalia o impacto da etapa da
formacdo da emulséo, etapa determinante que desempenha um papel importante no
teor de 6leo essencial presente ao final do processo (FRASCARELI et al., 2012). Segundo
FRASCARELI et al. (2012) se uma emulséo estavel e com boas condi¢des de viscosidade
€ obtida, a secagem em nebulizador ird maximizar a eficiéncia de encapsulamento.

Neste estudo, pode-se verificar que os resultados apresentaram uma alta
variabilidade, com relacdo ao rendimento sélido entre 7,56 e 49,98% (m m™) para
gelatina e entre 16,88 e 79,85% (m m™) para lignina. Embora tenha ocorrido uma ampla
variacdo entre os valores obtidos de rendimento sdlido e os obtidos para eficiéncia de
encapsulamento, eles estdo adequados ao processo de Spray Drying de
encapsulamento de 6leos essenciais.

Os valores de rendimento solido obtidos neste estudo sdo similares aos
obtidos em outros trabalhos em que microparticulas contendo 6leos essenciais foram
preparadas. Por exemplo, nos trabalhos de BRuscHI et al. (2003), TONON et al. (2008) e
ANEKELLA e ORSAT (2013) o rendimento sdlido variou de 24,64 a 55,66%.

Resultados similares também foram obtidos para a eficiéncia de
encapsulamento neste estudo. Observaram-se variagdes entre 94,71 a 904,1 mg g™
para gelatina e entre 88,50 a 309,6 mg g™ para lignina. Uma ampla variagédo também ja
esperada devido a variagdo observada no rendimento sélido.

A partir dos resultados obtidos, calcularam-se os efeitos de cada variavel
independente. Estas tiveram seus niveis codificados variando de -1 a 1. Contudo, como

se avaliou duas respostas distintas (eficiéncia de encapsulamento e rendimento sélido)
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e os resultados foram obtidos em dimensdes diferentes, fez-se necessario a aplicacao
da uma metodologia que possui escala adimensional, a desejabilidade (FERREIRA et al.,
2007b).

Segundo LAzic (2004), a aplicagado da desejabilidade permite normalizar
os valores obtidos a partir dos valores de desejabilidade individual (d;). Os valores de
desejabilidade variam em uma escala de 0 a 1, sendo considerados desejaveis quanto

mais proximos os valores forem de 1, conforme se pode observar na Tabela 4.4.

TABELA 4.4 - Padrdes de estimativa na escala de desejabilidade.

Estimativa Desejabilidade Qualidade do produto
O méaximo em satisfacdo ou qualidade e
1,00 Excelente )
melhoria.
1,00 - 0,80 Muito boa Aceitavel e excelente.
0,80 - 0,63 Boa Aceitavel e bom.

Aceitavel, mas pobre. A qualidade é

. aceitavel para os limites de
0,63 -0,37 Satisfatoria o o
especificagdo, mas uma melhoria €

desejada.
. Inaceitavel. Materiais desta qualidade
0,37 -0,20 Ruim ) )
levariam ao fracasso do projeto
0,20 - 0,00 Muito ruim Totalmente inaceitavel.

Adaptado de LAzic (2004).

Os valores de desejabilidade individual e desejabilidade global (média das
desejabilidades individuais) obtidos nos experimentos podem ser observados na Tabela
4.5. Nestes estudos, o0s resultados desejaveis foram considerados o0s que

apresentavam alta eficiéncia de encapsulamento e alto rendimento de sélidos.
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TABELA 4.5 - Valores de desejabilidade individual e global obtidos ao

se utilizar gelatina e lignina como material de parede.

Ensaios Gelatina Lignina
dirs) dieg) D dirs) dieg) D
1 0,33 0,65 0,49 0,23 0,46 0,34
2 0,80 0,28 0,54 0,44 0,72 0,58
3 0,24 0,13 0,19 0,00 0,12 0,06
4 0,14 0,69 0,42 0,14 0,10 0,12
5 0,08 0,68 0,38 0,56 1,00 0,78
6 0,79 0,22 0,50 0,58 0,23 0,40
7 0,84 0,02 0,43 1,00 0,00 0,50
8 0,26 1,00 0,63 0,67 0,31 0,49
9 0,58 0,00 0,29 0,42 0,20 0,31
10 0,32 0,88 0,60 0,27 0,85 0,56
11 0,18 0,76 0,47 0,25 0,17 0,21
12 0,43 0,05 0,24 0,29 0,17 0,23
13 0,83 0,05 0,44 0,72 0,23 0,48
14 0,86 0,54 0,70 0,89 0,67 0,78
15 0,00 0,95 0,48 0,53 0,23 0,38
16 1,00 0,00 0,50 0,59 0,51 0,55

dirs)y = desejabilidade individual obtidos a partir dos dados de rendimento
solido; diggy = desejabilidade individual obtidos a partir dos dados de

eficiéncia de encapsulamento; D = desejabilidade global.

Através dos resultados obtidos, pode-se observar que o experimento 14
(D = 0,70) seria 0 melhor para a obtencédo de microcapsulas de 6leo essencial utilizando
gelatina como material de parede. Ja para obter-se microcapsulas com lignina como
material de parede, a melhor condicéo seria a dos experimentos 5 e 14, com D = 0,78.
A partir dos dados de desejabilidade, foram construidos os graficos de efeito, conforme
se pode observar na Figura 4.5.

Verifica-se que, ao utilizar gelatina como biopolimero, as variaveis vazao

de alimentacéo (B), vazao de injecao (D), concentracdo do polimero no solvente (E),
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relacdo Oleo essencial:polimero (G) e surfactante (H) apresentaram efeitos
negligenciaveis (inferiores a 10%). Apenas a temperatura do ar de secagem (A), vazao
do ar de secagem (C) e relacdo polimero:adjuvante (F) tiveram maior influéncia sobre o
processo (Figura 4.5 C).

O efeito positivo da temperatura (Figura 4.5 A) indica maior
encapsulamento do 6leo essencial e maior rendimento sdélido para maiores
temperaturas do ar de secagem. Resultados similares também foram obtidos por
BORGES et al. (2012), FERNANDES et al. (2014), SOOTTITANTAWAT et al. (2005) e JAFARI et
al. (2007), em que temperaturas superiores a 130°C favoreceram no encapsulamento
do dleo essencial de orégano, Oleo essencial de alecrim, mentol e limoneno,
respectivamente.

Altas temperaturas relacionam-se com o tempo de secagem e a estrutura
da microparticula obtida (BORGES et al., 2015). O aumento na temperatura favorece o
processo de secagem por reduzir a tensdo superficial e a viscosidade do material,
auxiliando na formacao de goticulas (ALVES et al., 2014; GHARSALLAOUI et al., 2007).
Assim, em altas temperaturas, o liquido pulverizado é instantaneamente seco e
imediatamente exposto a temperaturas moderadas (50 a 80°C - “temperatura de
saida”) o que limita a degradagao térmica (GHARSALLAOUI et al., 2007). Além disso,
baixas temperaturas de secagem promovem difusdo mais lenta da agua, o que resulta
em maior tempo de secagem, encolhimento e colapso na estrutura
(OLIVEIRA e PETROVICK, 2010).

A vazdo de alimentacdo é um parametro que deve ser ajustada de
maneira que o liquido pulverizado evapore antes de entrar em contato com a superficie

da camara de secagem e ocasiona em perda do material no processo
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FIGURA 4.5 - Representacdo dos efeitos das variaveis investigadas sobre o encapsulamento do 6leo essencial de

citros utilizando gelatina (FIGURA 4.4 A) e lignina (FIGURA 4.4 B) como materiais de parede.
Porcentagem de cada efeito das variaveis investigadas ao utilizar gelatina (FIGURA 4.4 C) e lignina
(FIGURA 4.4 D) como materiais de parede. Sendo as variaveis avaliadas: A = temperatura do ar de
secagem; B = vazédo de alimentacdo; C = vazédo do ar de secagem; D = vazao de injegéo; E =
concentracdo do polimero no solvente; F = relacdo polimero adjuvante; G = relacdo Oleo
essencial:polimero; H = surfactante.

71



(OLIVEIRA e PETROVICK, 2010). Neste estudo, este parametro apresentou efeito positivo
(Figura 4.4 A), em que o0 aumento da taxa do ar aquecido para a camara de secagem
favoreceu o processo de encapsulamento (Figura 4.5 A). Em 2003, BRUSCHI et al.
demonstrou que maior fluxo do ar de secagem, além de promover maior rendimento
solido e eficiéncia de encapsulamento, favorece a formacdo de produtos com menor
teor de umidade.

A relacdo polimero:adjuvante foi a Unica a apresentar efeito negativo
(Figura 4.5 A), ou seja, a adicdo de adjuvante em nossa formulacdo néo favoreceu o
processo de encapsulamento. Em geral, o uso de adjuvantes tecnoldgicos (“secadores
auxiliares”) tais como dioxido de silicio coloidal, maltodextrinas e ciclodextrinas (Souza
et al., 2007; TEWA-TAGNE et al., 2007; CosTA et al., 2013) influencia no rendimento do
processo de secagem e na recomposicdo em agua do produto (LINDEN et al., 2000;
Souza et al., 2000).

Além disso, os adjuvantes podem reduzir a higrocopicidade dos produtos
secos, diminuir a viscosidade e favorecer na formacéo de goticulas menores resultando
em um pé com menor densidade (OLIVEIRA e PETROVICK, 2010). Neste estudo, a
presenca do adjuvante nos experimentos favoreceu o aumento do rendimento solido,
com a formacdo de po fino e solto (Figura 4.6), contudo interferiu na eficiéncia de
encapsulamento (Tabela 4.3). Tais resultados relacionam-se a menor concentracédo de
biopolimero presente, o que levou a formacdo de microparticulas com superficie

biopolimérica menos espessa com menor eficiéncia para retencéo do 6leo essencial.
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FIGURA 4.6 - Diferencas observadas na textura do po obtido apds a secagem em Spray

Dryer. Sendo representadas as microparticulas de (A) gelatina, (B)

gelatina e aerosil, (C) lignina e (D) lignina e aerosil.
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Para os produtos obtidos ao se utilizar lignina como material de parede,
verificou-se que a vazao do ar de secagem e a vazao de alimentacao tiveram maiores
influéncias sobre o processo (Figura 4.5 D). De maneira geral, os resultados
demostraram que a velocidade de transferéncia da amostra no Spray Dryer foi o fator
mais importante para a eficiéncia de encapsulamento. A combinagéo entre a mais baixa
taxa de transferéncia de amostra (aproximadamente 0,45 L min™) e o maior fluxo do ar
de secagem (aproximadamente 301 L h™) ocasionou em uma melhor eficiéncia neste
processo. Menores fluxos de alimentacdo da amostra permitem, associado a um alto
fluxo do ar de secagem, que o liquido presente nas goticulas evapore antes que elas
entrem em contato com a parede da camara de secagem (OLIVEIRA € PETROVICK, 2009).

Comparando os valores obtidos para ambos o0s polimeros nos
experimentos avaliados, pode-se verificar que apesar da lignina promover maior
rendimento sélido, a gelatina foi mais favoravel no processo de encapsulamento,
conforme se pode observar na Figura 4.7.

Essa tendéncia pode ser explicada pelas propriedades da emulsdo, como
viscosidade e a tenséo superficial (RAJABI et al., 2015). O aumento da viscosidade da
emulsdo até um ponto compativel ao sistema de secagem por Spray Drying geralmente
aumenta a eficacia de encapsulamento (GHARSALLAOUI et al., 2007). No caso dos dois
polimeros utilizados, os sistemas contendo gelatina sempre produziram uma amostra
mais viscosa que 0sS mesmos sistemas contendo lignina. Além disso, conforme
verificado por YosHil et al. (2001) a gelatina promove a formacdo de uma crosta
superficial antes do processo de secagem, o que auxilia na retencao do principio ativo.

O mesmo efeito, ndo foi observado para a lignina.
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FIGURA 4.7 - Representacdo da influéncia do biopolimero utilizado (gelatina e
lignina) nas respostas: rendimento sélido (A) e eficiéncia de
encapsulamento (B). Os experimentos de 1 a 16 referem-se

ao planejamento fatorial e estdo descritos na Tabela 4.3.

Dessa forma, as melhores condi¢cGes apresentaram eficiéncia de secagem
entre 7 e 44% (gelatina) e entre 44 e 72% (lignina) de massa do produto final e
eficiéncia de encapsulamento entre 320 e 900 mg g™ para gelatina e 200 e 309 mg g™
para lignina, considerando-se a relacdo Oleo essencial:polimero. Para ambos o0s

polimeros, ndo foram observadas interagcfes entre as variaveis.
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4.5 - Caracterizagdes microestruturais

A andlise da morfologia das microcapsulas desempenha um importante
papel na analise dos extratos obtidos apds secagem por Spray Dryer, como alterac6es
nas estruturas de incrustagcdo, encolhimento e tamanho das particulas. Assim, foram
selecionadas as melhores condicbes de secagem obtidas a partir da andlise de
desejabilidade e submeteram-se as amostras a analises de morfologia.

Para selecdo das amostras obtidas no planejamento experimental,
selecionou-se as amostras obtidas nos experimentos 2, 8, 10, 14 e 15 e os
experimentos 2, 5, 10, 14 e 16 (Tabela 4.3) para gelatina e lignina como materiais de
parede, respectivamente. Estes experimentos foram selecionados por apresentarem 0s
maiores valores de desejabilidade global, maiores teores de eficiéncia de
encapsulamento e apresentarem as maiores porcentagens de recuperacdo do Oleo
essencial ao final do processo de secagem, como pode ser observado na Figura 4.8.

Uma representacdo das micrografias obtidas pode ser observada na
Figura 4.9 e na Figura 4.10 As micrografias das microparticulas nas melhores
condicbes de secagem foram microesféricas. As microparticulas obtidas a partir da
gelatina (Figura 4.8 A, B, C, D e E) apresentaram, de forma geral, estrutura
microesférica, com superficie lisa e continua, que é vital para impedir a penetracdo de
gases e fornecer uma melhor protecdo do nucleo (AGHBASHLO et al., 2012). Ja as
microparticulas obtidas para lignina ndo apresentaram superficie porosa. Tais
caracteristicas estdo associadas ao material de parede utilizado. As microparticulas
obtidas para gelatina e lignina também apresentaram formacdo heterogénia de
tamanho, com diametro médio de particula variando entre 1,85 a 19,5 um e 1,59 a 16,7
pum para gelatina e lignina, respectivamente.

Embora algumas microparticulas tenham se aglomerado umas as outras,
para ambos os polimeros, elas sao facilmente delineadas e é possivel identificar
claramente microparticulas individuais. Isso indica que os aglomerados provavelmente
foram formados apds a completa secagem de cada microparticula. Esses resultados
corroboram com os obtidos por RODEA-GONZALEZ et al. (2012) e BOTREL et al. (2012), no

encapsulamento de 6leo essencial de chia e orégano, respectivamente.
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As microparticulas também nado apresentaram fissuras ou rachaduras que
tém, em geral, uma influéncia significativa na perda da fracdo volatil dos compostos

encapsulados (AGHBASHLO et al., 2012), pois podem favorecer a permeabilidade a
gases (FERNANDES et al., 2014).
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FIGURA 4.8 - Porcentagem de recuperacdo do d-limoneno,

considerando-se a quantidade inicial adicionada
(mg) e a gquantidade final recuperada ao final do
processo de secagem em Spray Dryer. Os
experimentos de 1 a 16 referem-se ao planejamento
fatorial e estdo descritos na Tabela 4.3.
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FIGURA 4.9

Representacdo das micrografias obtidas pela analise das

microparticulas obtidas nos experimentos 2 (A), 8 (B), 10 (C),14
(D) e 15 (E) utilizando gelatina como biopolimero. Os

experimentos de 2, 8, 10, 14 e 15 estdo descritos na Tabela 4.3.
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FIGURA 4.10 - Representacdo das micrografias obtidas pela andlise das microparticulas
obtidas nos experimentos 2 (A), 5 (B), 10 (C),14 (D) e 16 (E) utilizando
lignina como biopolimero. Os experimentos de 2, 5, 10, 14 e 16 estdo

descritos na Tabela 4.3.
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Considerando a andlise das micrografias, ndo foi possivel verificar
diferencas significativas entre as imagens dos produtos de gelatina ou entre os
produtos de lignina nos diferentes experimentos avaliados. Dessa forma, optou em
selecionar duas formulagdes de biopolimero. Assim, os experimentos 8 e 14 para
gelatina e os experimentos 5 e 10 para lignina foram selecionados para as préximas
etapas.

Os experimentos 8 e 5 foram aqueles que apresentaram a maior eficiéncia
de secagem com maior teor de d-limoneno por grama de formulagéo e os experimentos
14 e 10 ndo apresentaram a maior eficiéncia de encapsulamento, mas apresentaram
maiores porcentagem de recuperacdo do produto solido e do Oleo essencial,
considerando a quantidade de Oleo adicionada antes do processo de secagem e

recuperada no produto final.

4.6 - Validacéao

Para avaliar o desempenho dos melhores métodos analiticos
desenvolvidos e garantir as suas confiabilidades realizaram-se diversas analises
investigando-se parametros como a seletividade, limite de deteccdo, limite de
guantificacao, linearidade, precisao e exatidao.

4.6.1 - Seletividade

Para avaliar a seletividade do método de encapsulamento, extracdo e
analise por cromatografia gasosa do Oleo essencial de citros compararam-se 0s
cromatogramas do extrato obtido na analise de uma matriz de gelatina e lignina isentas
de d-limoneno (Figura 4.11 A e C) com o extrato da amostra fortificada com o d-
limoneno (Figura 4.11 B e D).

Observa-se que as amostras de gelatina e de lignina, apesar de
possuirem uma composicdo complexa, ndo apresentaram interferentes nos mesmos
tempos de retencdo do d-limoneno ou do padréo interno, pois estes biopolimeros ndo

possuem compostos que sejam volateis nas condi¢cdes de analise utilizadas.
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A seletividade baseia-se na capacidade de um método em quantificar com
precisdo o analito na presenca de todos 0s outros componentes potenciais na amostra
(GoNzALEZ e HERRADOR, 2007). Portanto, a etapa de preparo de amostra se torna
determinante para a eliminacdo de interferéncias da matriz que poderiam influenciar a
identificagdo do analito (PRESTES et al., 2009). Neste trabalho, utilizou-se a técnica de
headspace para extracdo do 6leo essencial encapsulado que também é considerada
como uma técnica de clean up por garantir que em uma dada matriz, apenas as
substancias volateis serdo extraidas e analisadas (KoL e ETTRE, 2006).

Dessa forma, o método desenvolvido neste estudo mostrou-se seletivo,
pois ndo apresentou interferentes da matriz no mesmo tempo de retencdo do d-
limoneno. Também se mostrou confiavel para a analise do d-limoneno uma vez que
produz diferentes respostas analiticas para diferentes substancias, possibilitando
distinguir a resposta do analito de interesse (d-limoneno) das outras respostas

produzidas por componentes da matriz (biopolimeros) (TAVERNIERS et al., 2004).
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FIGURA 4.11 - Representacdo do cromatograma do extrato da matriz de (A) gelatina e
(C) lignina isentas de d-limoneno e fortificadas com 1 mg L™ de d-
limoneno para (B) matriz de gelatina e (D) matriz de lignina (tg = 9,73

min: d-limoneno, tg = 21,1 min: padrao interno).
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4.6.2 - Estudos de calibracao

4.6.2.1 - Avaliacdo do efeito de matriz na porcentagem de recuperacao

do d-limoneno encapsulado

Matrizes complexas podem alterar a resposta do analito em analises
cromatograficas (Sousa et al.,, 2012). Componentes da matriz, como metabdlitos
secundarios, impurezas ou produtos de degradacédo, co-eluem ou podem co-eluir junto
ao analito interferindo no sinal analitico como, por exemplo, na ionizacdo do analito
(CHAMBERS et al., 2007). Além disso, a matriz pode possuir substancias quelantes que
indisponibilizam o composto ou componentes ndo volateis que se acumulam no sistema
cromatografico originando novos sitios ativos (FRENICH et al., 2009).

O efeito de matriz pode ser positivo ou negativo, aumentando ou
suprimindo o sinal analitico (CHAMBERS et al., 2007). Contudo, independente do efeito
provocado, o efeito de matriz prejudica parametros analiticos de validagdo, pois resulta
em altas (>100 %) ou baixas taxas de recuperacao do analito, interferindo na exatidao e
gerando impreciséo dos resultados (CHAMBERS et al., 2007).

Algumas metodologias tém sido propostas para reduzir o efeito de matriz,
como a adicdo de uma etapa de clean up, que consiste em remover componentes da
amostra, reduzindo a contaminagdo do sistema cromatogréafico (Sousa et al., 2012).
Entretanto, este procedimento pode ser demorado e aumenta o risco de perda do
analito ou contaminacdo da amostra em alguma etapa do processo (FRENICH et al.,
20009).

Outra alternativa € a utilizacdo de uma solucdo padréo preparada em
extrato da matriz (matrix-matching) (Sousa et al., 2012). Neste caso, 0s co-extrativos
irdo competir com o analito pela ocupacéo dos sitios ativos do sistema cromatografico.
Estes ficardo predominantemente preenchidos por componentes da matriz,
aumentando o numero de pratos tedricos da separagdo, com consequente aumento da
transferéncia do analito para a coluna cromatografica e aumento da eficiéncia do

sistema cromatogréfico (KNow et al., 2012; SOUsA et al., 2012).
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Para avaliar o efeito de matriz na extracao do d-limoneno, foi realizado um
estudo preparando cinco séries de solucdes padrdo nas concentracdes de 25.107,
75.103, 25.107%, 75.107%, 20.10™" e 30.10" mg L™ contendo 10.10" mg L™ do PI, sendo
uma preparada em solvente puro (acetona) e as outras em extratos de gelatina,
gelatina:aerosil, lignina e lignina:aerosil. A analise de variancia para as curvas obtidas
pode ser consultada no Apéndice B.

Na Figura 4.12, a inclinagéo da curva analitica preparada em acetona e no
extrato da matriz de gelatina:aerosil sdo correspondentes, sugerindo que o d-limoneno
nao apresentou efeito de matriz, ou seja, a presenga dos componentes da matriz nao
interferiram, significativamente, em sua analise cromatografica.

No entanto, para as solu¢cdes padrdo preparados em gelatina, lignina e
lignina:aerosil, o padrdao de d-limoneno apresentou uma maior resposta quando

comparado a curva obtida em acetona.
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FIGURA 4.12 - Curvas analiticas preparadas em solvente puro (acetona) e em extratos da
matriz sendo (A) matrizes acetona, gelatina e gelatina:aerosil e (B)

acetona, matrizes lignina e lignina:aerosil.

Na Tabela 4.6, os valores da razdo entre os coeficientes angulares
(extrato da matriz e solvente) quando superiores a 1,00 indicam efeito de matriz
negativo, ou seja, a resposta analitica do d-limoneno € reduzida na presenca dos

componentes da matriz durante as analises por CG-DIC.
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TABELA 4.6 - Equacbes da reta e relacdo entre os coeficientes lineares e
angulares das curvas obtidas em extratos da matriz e em

solvente (acetona).

Matriz Equacéo CA./CAs CL./CLg
Solvente y =0,941x - 0,009
Gelatina y =1,972x- 0,086 2,10 9,77
Gelatina + aerosil y = 0,985x - 0,007 1,05 0,85
Lignina y =1,212x -0,025 1,29 2,90
Lignina + aerosil y =1,148x - 0,026 1,22 3,00

CAn = coeficiente angular da matriz; CAs = coeficiente angular do solvente;

CL,, = coeficiente linear da matriz; CLs = coeficiente linear do solvente;

O mesmo padrao também pode ser observado na Figura 4.13. Nela estéao
apresentadas as variacdes da resposta cromatografica nas taxas de recuperacédo do d-
limoneno apdés o processo de microencapsulamento, quando comparadas com
solugbes padrao preparadas em acetona e em extratos da matriz. Observa-se que, ao
considerar a interferéncia dos componentes da matriz, as porcentagens de extracdo do
d-limoneno apresentaram diferencas de até 80% e 86% para matrizes de gelatina e

lignina, respectivamente.
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FIGURA 4.13 - Representacdo da porcentagem de variagcdo da
resposta cromatografica do d-limoneno em
solucbes padrdo preparadas em extratos da
matriz  (gelatina, gelatina:aerosil, lignina e
lignina:aerosil) em relacdo as preparadas em

solvente puro (acetona).

As médias das porcentagens de variacdo foram consideradas
estatisticamente diferentes (Apéndice C), confirmando que a matriz possui efeito
significativo sobre a exatiddo dos métodos na faixa de concentracdo estabelecida.
Dessa forma, a quantificacdo d-limoneno foi realizada utilizando curva analitica

preparada em extratos de gelatina e lignina.

4.6.2.2 - Linearidade da resposta do detector

A linearidade do método proposto foi avaliada em funcdo das curvas de
calibracdo preparadas na matriz biopolimérica de gelatina e de lignina e em solvente
puro (acetona) (Figura 4.14). Foi utilizado o método de padronizacdo interna,
relacionando-se a concentracdo do d-limoneno com a razéo das areas (area do d-
limoneno/area do padréo interno). Os valores de coeficiente de variagcdo e exatidao
obtidos para cada concentracdo utilizada para a construcdo das curvas de calibracéo

podem ser verificados na Tabela 4.7. As equacdes de regressao, os valores dos
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coeficientes de correlacdo encontrados e a relacdo entre os coeficientes lineares e

angulares estédo apresentados na Tabela 4.8.

A - Acetona

Raz&o (area do analito/area do
padréo interno)
o

O ~ T T
1 2 3
Concentragdo (mg L1)

o

6 1 B - Gelatina ;

Razdo (area do analito/area do
padrao interno)
w

0 - T T T T T
0.5 1 15 2 2.5 3

o

Concentragdo (mg L1)

C - Lignina

Razao (4rea do analito/area do
padréo interno)

0 T T T
0 0.5 1 15 2 25 3

Concentragdo (mg L-1)

Figura 4.14 - Curvas analiticas preparadas em solvente
puro (acetona) (A) e em extratos da

matriz sendo (B) gelatina e (C) lignina.
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TABELA 4.7 - Concentracdes de d-limoneno, razdo do sinal do analito e do padréo

interno, coeficientes de variacdo (CV) e exatidao para as curvas de

calibragéo preparadas em acetona, gelatina e lignina.

A — Solvente

Concentracéo de

Razéo (sinal analito/sinal

d-limoneno (mg L) padrao interno) CV (%) Exatiddo (%)
=3 R, Rs
25.10°3 0,01 0,01 0,01 6,31 113
75.10°3 0,07 0,08 0,08 2,41 123
25.102 0,20 0,21 0,20 1,81 91
75.102 0,73 0,70 0,70 2,77 101
20.10* 1,73 1,93 1,92 6,13 99
30.10* 2,89 2,83 2,80 1,64 100
B — Gelatina
Concentragdio de Razao (sipal_analito/sinal o
d-limoneno (mg L) padrao interno) CV (%) Exatiddo (%)
Ry R2 Rs
25.10°3 0,02 0,03 0,03 4,38 223
75.10°3 0,12 0,09 0,09 14,9 124
25.10° 0,31 0,33 0,35 5,52 84
75.102 1,36 1,57 1,26 11,3 100
20.10* 3,89 373 3,73 2,38 98
30.10™ 5,72 6,00 5,95 2,59 100
C - Lignina
Concentragdo de Razao (sigal_analito/sinal o
d-limoneno (mg LY padrao interno) CV (%) Exatiddo (%)
R]_ Rz R3
25.10°3 0,04 0,03 0,03 13,0 185
75.10°3 0,11 0,09 0,10 10,1 136
25.102 0,29 0,25 0,23 11,9 93
75.102 0,96 0,78 0,78 12,5 95
20.10" 2,15 2,43 2,53 8,38 98
30.10 3,78 3,48 3,67 4,19 100
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TABELA 4.8 - Equacdes das retas e 0s respectivos coeficientes
de correlacdo obtidos para as curvas preparadas
em acetona, gelatina e lignina. Relagdo entre os

coeficientes angulares das curvas.

Matriz Equacao R? CAm/CA
Acetona y =0,941x -0,009 0,999
Gelatina  y=1,972x -0,086 0,998 2,10
Lignina y =1,212x -0,025 0,995 1,29

CAn = coeficiente angular da matriz; CAs = coeficiente

angular do solvente.

Os valores de correlacdo encontrados estao de acordo com as normas do
ANVISA (2011) que recomenda valores superiores a 0,99. Assim, o detector de
ionizacdo em chama apresentou linearidade na faixa de concentracdo de 25.10° a
30.10" mg L™ para o d-limoneno para ambas as matrizes utilizadas (acetona, gelatina e
lignina).

No entanto, observa-se alteracdo na sensibilidade (inclinacdo da funcéo
de calibracdo) avaliada pela razdo entre coeficientes angulares das matrizes e do
solvente puro, conforme se observa na Tabela 4.8. Assim como também ha alteracéo
na exatiddo conforme se observa na Tabela 4.7, indicando uma tendéncia positiva de
desvio nos resultados para as menores concentragdes do analito.

Observa-se uma maior tendéncia nas concentracées entre 25.10° e 75.10°
® mg L* utilizadas para a construcédo da curva de calibragdo. Tais alteracdes sdo
ocasionadas por erros sistematicos, relacionados, por exemplo, a interferentes da
amostra (efeito de matriz). Nos pontos iniciais da curva de calibragdo os componentes
da matriz estdo mais concentrados, aumentando a forca do efeito de matriz e
interferindo significativamente na sensibilidade e eficiéncia da analise realizada por CG-
DIC (KARrRJou, 2007). Este efeito é mais acentuado ao se utilizar a gelatina como
biopolimero, conforme se pode observar na Tabela 4.8. Verifica-se que ao se utilizar a
gelatina como matriz, a curva de calibracdo apresenta uma maior sensibilidade para

detectar variac6es na concentracado do d-limoneno.
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4.6.2.3 - Limite de deteccao e limite de quantificacao

O limite de deteccdo (LD) para métodos cromatograficos representa a
menor quantidade da substancia estudada que pode ser diferenciada do ruido do
equipamento com seguranca. Entretanto, o LD ndo implica que o analito seja
quantificavel (CHAI e TAN, 2009). O limite de quantificacdo (LQ) € a menor quantidade
do analito que pode ser quantificada com exatidao.

Os valores de limite de deteccdo e de quantificacdo para o método
proposto foram determinados considerando trés e dez vezes a intensidade do sinal do
ruido do cromatogréfico, conforme equacdo [sinal do analito/sinal do ruido do

equipamento]. Os resultados encontrados estdo apresentados Na Tabela 4.9.

TABELA 4.9 - LD, LQ, porcentagem de recuperacdo (%R) e coeficiente de variacao
(CV) obtidos apos extracdo da amostra de gelatina e lignina, contendo

d-limoneno em trés concentracdes diferentes.

Concentracdo (mg L™)
LD LQ 3 2 1b
Matriz 50x10* 12,5x10“° 10x10
(Mg LY %R CcVv %R ()Y %R cVv
Acetona 0,031 0,093 - - - - - -
Gelatina 0,143 0,433 113,3+12,4 11,0 126,6+21,2 16,7 102,2+4,56 4,50

Lignina 0,069 0,209 117,6+18,7 159 999+18,2 182 96,6+1,19 1,20

a b

= média de trés repeticdes; ° = média de sete repeticbes; CV = coeficiente de

variagao.

Os valores de LD e LQ relacionam-se com o desempenho do método
validado (GONzZALEz e HERRADOR, 2007). Dessa forma, considerando-se os valores de
LD e LQ obtidos observa-se um melhor desempenho do sistema cromatogréfico ao se
utilizar solvente puro (acetona) na construcdo das curvas de calibracdo. Contudo, esta
menor eficiéncia para curvas na matriz relaciona-se ao efeito da concentracdo dos
compostos da matriz sobre os valores de LD e LQ. Ao se utilizar curvas analiticas
preparadas em extratos das matrizes biopoliméricas, os valores de LD e LQ séo

aproximadamente 4 (gelatina) e 2 (lignina) vezes superiores aos valores obtidos em
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solvente puro. Sugerindo que os componentes da matriz (gelatina e lignina) interferem

na sensibilidade e eficiéncia da analise por CG-DIC.

4.6.3 - Precisao

A precisao foi avaliada em termos de repetitividade dos resultados. Assim,
realizou-se calculo da estimativa do coeficiente de variacdo (CV) de sete repeticdes do
procedimento otimizado de encapsulamento, extracdo por headspace e quantificacédo
por CG-DIC. Os coeficientes de variagcao obtidos para a amostra de gelatina variaram
entre e 4 e 17% (Tabela 4.7) e para as amostras contendo lignina variaram de 1 a 19%.
Estes resultados demonstram repetitividade, uma vez que os coeficientes de variacao
se encontram abaixo do aceito para amostras complexas (FDA, 2001; ANVISA, 2011).

Segundo RIBANI et al. (2004), sao aceitaveis CV de até 20% para amostras
complexas, como por exemplo, extratos de gelatina e lignina. Resultados similares
foram obtidos por CALLEJON et al. (2008) para a validacdo da extracdo por headspace
dos compostos volateis de vinagre de vinho. Neste estudo, os autores observam

variacOes de até 30% nos ensaios de recuperacao.

4.6.4 - Exatidao

A exatiddo do procedimento para encapsulamento por Spray Drying e
extracdo do Oleo essencial de citros por headspace foi avaliada realizando ensaios de
recuperacdo, em que a porcentagem de extracdo foi calculada adicionando o d-
limoneno em concentragbes superiores ao limite de quantificacdo (LQ) sendo elas
50.103, 12,5.10% e 10.10" mg L. Assim, os ensaios de recuperacdo foram realizados
extraindo o d-limoneno, presente na matriz de gelatina e lignina. Os resultados obtidos
para extracdo do d-limoneno, bem como os seus coeficientes de variacdo estdo
representados na Tabela 4.9.

Os resultados apresentados na Tabela 4.6, para a extracao do d-limoneno
nos produtos microencapsulados para as diferentes concentracfes avaliadas sao
estatisticamente equivalentes entre si (Apéndice D), mostrando a exatiddo do método,
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pois ha concordancia entre os valores experimentais com os valores nominais (“valor

verdadeiro”).

4.7 - Cinética de liberacéao

4.7.1 - Microcapsulas em po

Na andlise da influéncia da temperatura na cinética de liberacdo das
amostras solidas inicialmente foi necessario avaliar o solvente de dissolu¢cédo do analito,
do padrao interno e da construgdo da curva de calibragdo para, posteriormente, definir
como preparar as amostras para quantificacdo. Em geral, a analise quantitativa de
compostos volateis a partir de amostras sélidas é complexa, havendo falta de literatura
adequada, além de materiais de referéncia certificados a serem utilizados como
padrbes de calibracdo para métodos de analise direta (EzQUERRO et al., 2003).

Em geral para as analises de compostos organicos volateis (COV) em
matrizes sélidas, tém-se utilizado a técnica de mudltiplas extracées por headspace.
Essas consecutivas extracdes sdo realizadas em uma Unica amostra com o objetivo de
retirar toda a fracéo volatil presente (EZQUERRO et al., 2003).

Com a técnica de mdultiplas extracbes, a concentragdo do analito é
reduzida exponencialmente até a exaustdo e sua area total pode ser calculada pela
soma das areas de cada extracdo individual (EzZQUERRO et al., 2003). Assim, ndo ocorre
influéncia da matriz (HAKKARAINEN, 2007), j& que toda a fracdo volatil é extraida, sendo
desnecessario preparar uma curva de calibragcdo na matriz (KoL, 1982). Contudo, na
etapa de avaliacdo da cinética de liberacdo do 6leo essencial microencapsulado, é
analisada a fracdo volatil liberada em funcdo de determinado tempo de extracdo por
headspace. Assim, ndo ha a necessidade de realizar a completa extracdo da fracdo
volatil como sugerido na literatura (EZQUERRO et al., 2003).

Portanto, para a andlise da cinética de liberagdo do dleo essencial de
citros microencapsulado, 25 mg da amostra solida (microcipsulas de gelatina e lignina
contendo o Oleo essencial) foram transferidos para frasco de headspace, submetidos a
aguecimento por tempos controlados e a fracdo volatil extraida foi analisada por CG-
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DIC. Para minimizar erros aleatorios foi necessario introduzir um volume conhecido do
padréo interno (diluido em solvente). Para a quantificacdo da fracdo volatil liberada
apos a extracdo por headspace, foi necessario construir curvas de calibracdo na matriz
(microcépsulas de gelatina e lignina vazias — sem o 6leo essencial de citros).

Para a analise de compostos volateis retidos em matrizes sélidas deve-se
levar em consideracdo que a presenca de uma amostra soélida dentro do frasco de
headspace pode interferir diretamente na difusdo, volatilidade e adsorcdo do Oleo
essencial analisado (KoL e ETTRE, 2006).

A interacdo dos compostos volateis com a matriz biopolimérica diminui sua
habilidade em se difundir pela amostra soélida, dimuindo sua disponibilidade para
volatilizacdo, com consequente aumento do coeficiente de particdo (KoLB e ETTRE,
2006). Assim, tempos de equilibrios de volatilizagcdo no frasco de headspace ao se
utilizar matrizes sélidas sdo mais longos quando comparados com 0s observados ao
utilizarem-se matrizes liquidas. Fatores como o diametro, porosidade, umidade e
espessura da particula sélida também influenciam na adsorcao, difusdo e volatilizacéo
do analito volatil em amostras solidas (KoLB et al., 1984).

Além das caracteristicas da amostra (solida ou liquida) a introducdo de
determinado solvente no frasco de headspace pode favorecer, ou ndo, na extracéo do
Oleo essencial. Durante a etapa de extracdo por headspace, a pressao do vapor do
solvente afeta na sensibilidade da extracdo do analito de interesse, além disso, o
solvente pode interagir e dissolver moléculas presentes na matriz, como o biopolimero
utilizado, também interferindo na sensibilidade da analise (MENG et al.,2009). Contudo,
a utilizacdo do solvente na analise das microcapsulas de Oleo essencial é
indispensavel, pois este € utilizado na solubilizacdo do padréo interno e para a diluicao
do padrdo de d-limoneno durante o preparo de solugcfes para a construcao de curvas
de calibragao.

Nesse contexto, objetivou-se determinar um sistema de extracdo por
headspace contendo uma amostra sélida similar ao obtido para a analise das
microcapsulas em po contendo 6leo essencial de citros. Assim, realizou-se um estudo
para avaliar os solventes que menos interferiiam na cinética de liberacdo do Oleo

essencial de citros. Dessa forma, tem-se um sistema semelhante ao obtido com o
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microencapsulamento do 6leo essencial e este podera ser utilizado para uma adequada
guantificacdo do 6leo essencial presente.

Foram selecionados para uma avaliacdo detalhada da influéncia do
solvente na extracdo por headspace, 0s seguintes compostos: acetona, 6leo mineral e
p-cimeno. Esses solventes foram escolhidos, pois a acetona € o solvente tradicional
utilizado para a solubilizacdo de 6leos essenciais e foi utilizado nas etapas anteriores
deste estudo em que a amostra era liquida. O 6leo mineral foi selecionado por
apresentar baixa volatilidade e o p-cimeno por ser um 6leo essencial (alta volatilidade)
gue também é utilizado como solvente.

Curvas de calibracdo foram construidas utilizando acetona, 6leo mineral e
p-cimeno como solventes. Mentol foi utilizado como padréo interno na concentracéo de
10.10" mg L™. As solucées de calibracdo foram preparas em baldo volumétrico e 10 uL
foram transferidos para frasco de headspace contendo 25 mg da amostra sélida
(microcéapsulas vazias de gelatina e lignina — sem Oleo essencial). As curvas de
calibracdo obtidas nas concentracbes de 25.10°, 75.10°3, 25.102, 75.10%, 20.10* e
30.10" mg L™ podem ser observadas na Figura 4.15. As equacdes das retas e 0s
respectivos coeficientes de correlacdo (R?) obtidos para as curvas preparadas em
acetona, gelatina e lignina podem ser verificados na Tabela 4.10. A analise de variancia

obtida para as curvas pode ser consultada no Apéndice E.
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FIGURA 4.15 - Curvas analiticas preparadas em solvente puro, 6leo mineral e em 6leo
essencial (p-cimeno) de d-limoneno e em amostras de gelatina (A) e

lignina (B) como matrizes solidas.
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TABELA 4.10 - Equacbes das retas e 0s respectivos coeficientes de
correlacdo (R? obtidos para as curvas preparadas em

acetona, gelatina e lignina.

Amostra
Solvente

Gelatina R” Lignina R?
acetona y=483x+0,42 0998 y=6,10x+134 0,997
O0leo mineral y=7,39x+7,60 0,994 y=123x+1,34 0,995
p-cimeno y=3,86x+1,03 0997 y=243x+0,69 0,995

Analisando-se as curvas de calibracdo na Figura 4.14 e as equac0Oes de
reta obtida (Tabela 4.10) verifica-se que todas apresentaram boa precisdo com R?
superiores a 0,99. Maior sensibilidade para discriminar entre concentraces diferentes
do analito na curva de calibracdo foi verificada ao utilizar éleo mineral como solvente
para ambos os biopolimeros (Figura 4.15 A e B). O 6leo mineral foi estudado por ser
um o6leo de baixa densidade e nao volatil (LEe et al., 2001). Assim, na extracdo do d-
limoneno por headspace, quando o analito encontra-se solubilizado no 6leo mineral,
este auxilia no seu carreamento, protegendo-o de maneira similar a realizada no
processo de microencapsulamento. Esta habilidade em reter o 6leo essencial € positiva,
pois torna a curva de calibracdo preparada em 6leo mineral mais proxima ao processo
gue ocorre na analise das amostras obtidas apds o processo de encapsulamento.

Utilizando as curvas de calibracdo, os valores das constantes de particao
(K) foram medidos em seis niveis de concentra¢gfes diferentes utilizando amostragem
por headspace. O comportamento de particionamento do éleo essencial do d-limoneno

em diferentes solventes pode ser observado na Tabela 4.11.
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TABELA 4.11 - Coeficientes de particao (K) para extracao do
d-imoneno  por headspace utilizando

diferentes solventes para solubilizacéo.

Coeficiente de particao (K) para

Solvente o d-limoneno
Gelatina Lignina
Acetona 4,46x10° 1,39x10°
Oleo mineral 7,91x10° 1,40x10°
p-cimeno 1,08x10° 7,15x10?

Pela Tabela 4.11 observa-se que os solventes utilizados apresentaram
diferentes comportamentos no particionamento do d-limoneno em funcdo do
biopolimero utilizado. Ao utilizar-se amostra sélida de microcapsulas de gelatina como
matriz biopolimérica na construcao das curvas de calibracdo, o 6leo mineral apresentou
maior coeficiente de particdo. Esse resultado indica uma menor difusdo do d-limoneno
no solvente e menor volatilidade, consequentemente havendo menor liberacdo do d-
limoneno para a fase vapor do frasco de headspace. Resultados semelhantes foram
obtidos por Liu e WENE (2000) em que o preparo de solugbes em 6leo essencial reduziu
o particionamento de amostras de perfume. A volatilizacado do d-limoneno em amostras
de lignina como matriz biopolimérica foi estatisticamente semelhante para os solventes
acetona e oleo mineral. Tal resultado sugere que o os biopolimeros também interferem
na retencdo do Oleo essencial no frasco de headspace. A gelatina apresentou maior
interacdo da sua superficie com o 6leo essencial, com maior retengcdo do composto,
como se observa pelos valores da constante de particdo presentes na Tabela 4.11.

Para ambos os biopolimeros analisados, as curvas de calibracéo
preparadas em p-cimeno foram as que apresentaram menor sensibilidade para
discriminar entre concentracdes diferentes do analito (Tabela 4.10) e menor retengéo
do d-limoneno durante a extracdo por headspace, pois apresentou menores
coeficientes de particdo (Tabela 4.11). Tais resultados podem relacionar-se com a
maior volatilidade apresentada pelo p-cimeno, que pode aumentar a pressao do vapor
do frasco de headspace durante a extracdo, reduzindo o coeficiente de particdo do d-

limoneno e a sensibilidade na quantificagao por CG-DIC.
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Considerando que se espera menor influéncia da matriz para promover
uma adequada quantificacdo das amostras solidas e, que o 6leo mineral representa o
melhor solvente, pois promove um aumento no coeficiente de particdo do d-limoneno e
aumenta a sensibilidade da quantificagcdo por CG-DIC, as curvas de calibracdo
preparadas em Oleo mineral foram selecionadas para os estudos de cinética de
degradacdo. Assim, estas curvas representam o sistema mais similar aos obtidos para
a analise da influéncia da temperatura na cinética de liberacéao.

Dessa forma, as curvas de calibracdo de d-limoneno em 6leo mineral
foram utilizadas para a quantificacdo do d-limoneno liberado de microcipsulas em po6
contendo aproximadamente 300 mg g™ de 6leo essencial de citros encapsulado em
matriz biopolimérica de gelatina e lignina. As microcapsulas foram submetidas a
temperatura de 40°C por 0, 15, 30, 45, 60 e 90 min e posteriormente a fracdo volatil
obtida foi analisada por CG-DIC. Em todas as amostras adicionaram-se 10.10" mg L™
de mentol como padrao interno. Os dados obtidos podem ser observados na Figura
4.16.
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FIGURA 4.16 - Curvas do monitoramento da concentragédo de d-
limoneno presente nas microcapsulas de gelatina
(8 e 14) e de lignina (5 e 10) e do d-limoneno puro
(n&o encapsulado) utilizando o produto formulado
em po6 submetido a 40°C. Sendo os experimentos 5
e 8 com menor teor de biopolimero e os
experimentos 10 e 14 com maior teor de

biopolimero em sua composigéo.

Como se pode observar na Figura 4.16 a curva de liberacdo do d-
limoneno livre atinge um equilibrio de volatilizacdo no frasco de headspace antes de
20 min de exposicdo a temperatura de 40°C. Para os produtos formulados a
estabilizacdo ocorreu ap6s 60 min (Figura 4.16). Estes dados sugerem que 0S
produtos microencapsulados atuaram como sistemas de liberagcdo controlada do

principio ativo. E importante observar que em tempos superiores & 90 min podem

97



ocorrer alterac6es no perfil de liberacdo, uma vez que podem ocorrer mudancas no
mecanismo de liberacdo do 6leo essencial.

A partir dos valores obtidos na quantificacdo da liberacdo do d-limoneno

em amostras solidas, foi possivel obter os valores dos coeficientes de particdo

conforme se observa na Tabela 4.12.

TABELA 4.12 - Coeficientes de particao (K) para extracao do
d-limoneno por headspace utilizando
microparticulas de gelatina (8 e 14), lignina
(5 e 10) e d-limoneno puro (nédo
encapsulado) em po. Sendo 0s
experimentos 5 e 8 com menor teor de
biopolimero e os experimentos 10 e 14 com
maior teor de biopolimero em sua

composicao.

_ Coeficiente de particao
Amostras Experimento .
(K) para o d-limoneno

Gelatina 8 1,15
14 10,8

Lignina 5 10,0
10 12,2

Oleo essencial livre 1,11

Dentre as formulacdes de gelatina, a produzida no experimento 8
apresentou maior taxa de transferéncia do d-limoneno em comparagéo a produzida no
experimento 14, conforme se observa na Figura 4.15 e pelo menor coeficiente de
particdo (Tabela 4.12). O menor coeficiente de particdo relaciona-se a uma maior
concentracdo do d-limoneno na fase vapor, portanto, maior liberacdo do d-limoneno
encapsulado. Considerando que ambos 0s sistemas possuem a mesma concentracao
inicial do principio ativo (300 mg g), podemos supor que, como o experimento 14
possui maior teor de biopolimero, este atuou como uma maior protecdo ao material de

ndcleo volatil, diminuindo a influéncia da temperatura no sistema.
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Resultados similares também foram obtidos para as amostras de lignina,
em que o experimento 10 também apresentou maior teor de biopolimero e, portanto,
maior retencdo do material de nucleo volatil. O experimento 10 também apresentou
maior coeficiente de particdo, confirmando a maior retencdo do d-limoneno na
microcapsula.

Também pode-se verificar que o encapsulamento utilizando lignina como
biopolimero apresentou maior retencéo do d-limoneno em comparacdo com a utilizacao
da gelatina (Figura 4.15). A extracdo por headspace dos biopolimeros encapsulados em
lignina apresentaram maiores coeficientes de particdo, indicando maior concentragcao
do d-limoneno na amostra (microcapsula) do que na fase vapor (Tabela 4.12). Estes
dados sugerem que a lignina apresenta uma menor cinética de liberacdo para o d-
limoneno em comparagdo com a gelatina ao se avaliar a cinética de liberagdo do analito
em meio solido.

Para avaliar o mecanismo de liberacdo do Oleo essencial nas
microparticulas em po, analisou-se o0s coeficientes de regressdo para diferentes

modelos cinéticos, conforme observa-se na Tabela 4.13.

TABELA 4.13 - Modelos matematicos propostos para a cinética de liberacdo do
Oleo essencial encapsulado em formulacbes de gelatina e

lignina em po e do dleo essencial livre submetidas a 40°C.

Coeficiente de regresséo (R?)

Formulacao Primeira Segunda
Ordem zero
ordem ordem

Gelatina (8) 0,96 0,92 0,92
Gelatina (14) 0,85 0,85 0,85
Lignina (5) 0,90 0,87 0,87
Lignina (10) 0,99 0,99 0,99
Oleo essencial livre 0,90 0,87 0,78

Os experimentos 5 e 8 apresentam menor teor de biopolimero e os

experimentos 10 e 14 maior teor de biopolimero em sua composicao.
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Verifica-se pela Tabela 4.13 que os valores de R? demostraram que um
modelo matematico de ordem zero apresentou maior relacdo com a cinética de
liberacdo do d-limoneno encapsulado em microcapsulas em poO, pois apresentou
valores de R? mais proximos de 1. A cinética de liberacdo do ordem zero propde que a
velocidade de difusdo do d-limoneno, do interior para o exterior da matriz biopolimérica,
ocorre lentamente e representa um modelo ideal para a liberacdo controlada de
substancias (CosTA, 2002). Desse modo, calculou a constante de velocidade e o tempo

de meia vida para cada uma das formulacdes (Tabela 4.14).

TABELA 4.14 - Constantes de velocidades e tempos de meia vida para formulacdes de

gelatina, lignina e 6leo essencial livre com cinética de ordem zero.

Formulacdes

Dados cinéticos Gelatina Lignina Oleo essencial
8 14 5 10 livre
k (mg L min™) 1,38 0,05 0,59 0,04 13,73
Tempo de meia vida (min) 108,51 2832,85 253,90 3716,54 10,93

Os experimentos 5 e 8 apresentam menor teor de biopolimero e os experimentos 10 e

14 maior teor de biopolimero em sua composicao.

Verifica-se pela Tabela 4.14 que o encapsulamento do 6leo essencial
aumentou a persistencia do mesmo no ambiente, apresentando maiores tempos de
meia vida. Além disso, microparticulas contendo maiores teores de biopolimero
induziram uma maior retencdo do o6leo essencial (Tabela 4.14). Por fim, os dados
cinéticos sugerem uma maior interacédo da lignina com o 6leo essencial em comparacao
com a gelatina, pois os tempos de meia vida ao se utilizar lignina como biopolimero sé&o

superiores aos obtidos para a gelatina.

4.7.2 - Microcapsulas em meio aquoso

Na analise da influéncia da temperatura na cinética de liberacdo das

amostras de microcdpsuals em solucdo, construiram-se curvas de calibracdo do d-
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limoneno em agua nas concentracdes de 25.10°, 75.10°, 25.102, 75.10% 20.10" e

30.10 ' mg L™* e 10.10™" mg L™ de mentol como padrao interno (Figura 4.17).
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FIGURA 4.17 - Curvas analiticas de d-limoneno em gelatina (A) e lignina (B) como
matrizes dispersdo em agua. Equacdes das retas e 0s respectivos

coeficientes de correlagéo (R?) obtidos.

As equacOes de reta obtidas (Figura 4.17) apresentaram boa precisao
com R? superiores a 0,99. A curva de calibracdo preparada em gelatina apresentou
maior sensibilidade para diferenciar a concentracdo de d-limoneno em solucdo em
comparacdo com a curva de calibracdo preparada em lignina (Figura 4.17). Tal
resultado sugere maior efeito de matriz ao se utilizar solugdo de gelatina como matriz
biopolimerica.

As curvas de calibracao obtidas foram utilizadas para a quantificacao do d-
limoneno liberado de microcapsulas contendo aproximadamente 300 mg g™ de 6leo
essencial de citros encapsulado em matriz biopolimérica de gelatina e lignina. Para as
analises, 25 mg das microcapsulas foram solubilizadas em meio aquoso, 10 pL da
disperséo obtida foram transferidos para vial de headspace e submetidas a temperatura
de 40°C por 0, 15, 30, 45 e 60 min. Em todas as amostras adicionou 10x10™* mg L™ de
mentol como padrdo interno em acetona. Os dados obtidos podem ser observados na
Figura 4.18.
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FIGURA 4.18 - Curvas do monitoramento da concentragdo do
d-limoneno presente nas microcapsulas
obtidas no experimento (8 e 14) e de lignina
(5 e 10) e do d-limoneno puro (ndo
encapsulado) utilizando o produto formulado
em solugdo. Sendo os experimentos 5 e 8
com menor teor de biopolimero e os
experimentos 10 e 14 com maior teor de

biopolimero em sua composicéao.

Pode-se observar que, a curva de liberagéo do d-limoneno livre atinge um
equilibrio de volatilizacdo no frasco de headspace a partir de 30 min de exposicédo a
temperatura, enquanto que nos produtos de lignina e gelatina a saturacéo ocorreu em

45 min.
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A partir dos valores obtidos na quantificacdo da liberacdo do d-limoneno
em amostras aquosas, foi possivel obter os valores dos coeficientes de particdo

conforme se observa na Tabela 4.15.

TABELA 4.15 - Coeficientes de particao (K) para extragao do
d-limoneno  por headspace utilizando
microparticulas de gelatina (8 e 14), lignina
(5 e 10) e d-limoneno puro (nao
encapsulado) em meio aquoso. Sendo o0s
experimentos 5 e 8 com menor teor de
biopolimero e os experimentos 10 e 14 com
maior teor de biopolimero em sua

composicao.

. Coeficiente de particao
Amostras Experimento _
(K) para o d-limoneno

Gelatina 8 6,37
14 21,6
Lignina 5 150,9
10 250,9

Oleo essencial livre 1,5

De maneira similar ao verificado para as microparticulas em pé, dentre as
formulacdes as produzidas no experimento 5 e 8 também apresentaram maior taxa de
transferéncia do d-limoneno em comparacéo as produzidas nos experimentos 10 e 14.
Estas formulagcbes apresentaram o0s maiores coeficientes de particdo (Tabela 4.15)
indicando maior retencédo do d-limoneno na microcapsula solubilizada em meio aquoso
do que na fase vapor formada dentro do frasco de headspace. Portanto, estes dados
também sugerem que maior teor de material de parede, atuou como uma maior
protecdo ao material de nucleo volatil, diminuindo a influéncia da temperatura no

sistema microencapsulado.
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Para avaliar o mecanismo de liberacdo do Oleo essencial nas
microparticulas em meio aquoso, analisou-se 0s coeficientes de regressdo para

diferentes modelos cinéticos, conforme observa-se na Tabela 4.16.

TABELA 4.16 - Modelos mateméaticos propostos para a cinética de liberacao
do Oleo essencial encapsulado em formulacdes de gelatina e
lignina dispersas em meio aquoso e do Oleo essencial livre
submetidas a 40°C.

Coeficiente de regresséo (R?)

Formulacao Primeira Segunda
Ordem zero
ordem ordem

Gelatina (8) 0,91 0,78 0,67
Gelatina (14) 0,98 0,80 0,70
Lignina (5) 0,41 0,41 0,39
Lignina (10) 0,90 0,90 0,89
Oleo essencial livre 0,99 0,50 0,75

Os experimentos 5 e 8 apresentam menor teor de biopolimero e os

experimentos 10 e 14 maior teor de biopolimero em sua composicao.

Verifica-se pela Tabela 4.16 que os valores de R? demostraram que um
modelo mateméatico de ordem zero também apresentou maior relagdo com a cinética de
liberacdo do d-limoneno encapsulado em microcdpsulas em dispersdo aquosa, pois
apresentou valores de R? mais préximos de 1. Calculou-se a constante de velocidade e

o tempo de meia vida para cada uma das formulagdes (Tabela 4.17).
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TABELA 4.17 - Constantes de velocidades e tempos de meia vida para formulacdes em

meio aquoso de gelatina, lignina e 6leo essencial livre com cinética de

ordem zero.
Formulacdes
Dados cinéticos Gelatina Lignina Oleo essencial
8 14 5 10 livre
k (mg L min™) 4.16 1.18 2.05 0.64 13.33
Tempo de meia vida (min) 36.04 126.81 73.05 236.18 11.25

Os experimentos 5 e 8 apresentam menor teor de biopolimero e os experimentos 10 e

14 maior teor de biopolimero em sua composicao.

Verifica-se pela Tabela 4.17 que o encapsulamento do 6leo essencial
aumentou a persisténcia do mesmo em meio aquoso, apresentando maiores tempos de
meia vida. Além disso, microparticulas contendo maiores teores de biopolimero
induziram uma maior retencdo do Oleo essencial (Tabela 4.17). Os dados cinéticos
sugerem uma maior interacdo da lignina com o 6leo essencial em comparagdo com a
gelatina em meio aquoso, pois 0os tempos de meia vida ao se utilizar lignina como
biopolimero sédo duas vezes maiores que o0s obtidos para a gelatina. Tal resultado pode-
se relacionar com a maior solubilidade da gelatina em agua, o que auxilia na liberacao
do oleo essencial encapsulado e consequente menor tempo de meia vida em meio
aquoso.

As andlises de cinética de liberacdo permitiram avaliar a influéncia das
diferentes matrizes biopoliméricas (gelatina e lignina) e a relacdo entre o teor de
biopolimero na recuperacdo e quantificacdo do O6leo essencial encapsulado. As
formulacdes que apresentaram maior teor de biopolimero em sua composic¢ao (10 para
lignina e 14 para gelatina) apresentaram maior eficiéncia na retencdo do d-limoneno
encapsulado para ensaios de liberacdo da amostra em p6 e da amostra em meio
aqguoso. Portanto, estas formulacdes foram selecionadas para avaliacdo da acéo

biolégica do d-limoneno contra insetos de Spodoptera frugiperda.
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4.8 - Ensaios bioldgicos contra Spodoptera frugiperda

Os produtos formulados nas melhores condigcdes de encapsulamento e
cinética foram submetidos a ensaios bioldgicos com insetos de Spodoptera frugiperda,
principal praga da cultura de milho. Os produtos selecionados foram os obtidos no
experimento 14 para gelatina e no experimento 10 para lignina. Dessa forma,
realizaram-se testes de ingestdo com lagartas no segundo instar com o 6leo essencial
livre (10* pg g* de 6leo essencial por grama de dieta artificial) e microencapsulado
incorporado & dieta nas concentracdes de 10%, 10° e 10* g g™. A gelatina e lignina
utilizadas para o encapsulamento do 6leo essencial também foram incorporadas a dieta
artificial para avaliar sua compatibilidade com o desenvolvimento da S. frugiperda.
Andlises utilizando extrato de nim incorporado a dieta como controle positivo também

foram realizados. Os resultados obtidos podem ser observados na Tabela 4.18.
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TABELA 4.18 - Quantidade de pupas, médias da massa pupal, numero de adultos e de
ovos produzidos de insetos de S. frugiperda alimentada com dieta
artificial tratada com formulacdo de 6leo essencial de citros utilizando

gelatina e lignina como biopolimeros.

Concentracéo
o Numero de Nimero de  Numero de
Tratamento do principio o Massa pupal
fivo ( 1y pupas viaveis adultos ovos
ativo (Mg g
Controle (dieta) - 20 253,9+20,7*" 20 1360™
Branco Gelatina - 14 235,1+25,9% 14 2280%
Branco Lignina - 12 230,1+15,48™ 12 730%
10° 14 223,6+16,28% 13 2240%
Gelatina 10° 14 206,8+15,56™ 11 1450*
10* 15 229,2+16,4% 15 1730%
10° 14 250,0+14,8* 14 890%°
Lignina 10° 18 235,2+19,04* 16 860%
10* 16 245,7+13,4* 15 1990%"%®
Oleo essencial puro 10” 16 231,2+17,24* 19 2210%
Extrato de nim 3.10° 0 - - -

Valores seguidos por letras iguais, ndo diferem pelo teste de Tukey em 5% de probabilidade (Apéndice
F).

Pela Tabela 4.18 pode-se verificar que a alimentagdo das lagartas com a
dieta artificial contendo 6leo essencial de citros néo interferiu significativamente no peso
das pupas. Os experimentos utilizando extrato de nim como principio ativo causaram
mortalidade em todas as lagartas, assim, estas ndo atingiram os estadios mais
avancados de desenvolvimento. Por outro lado, a presenca das microparticulas
contendo 6leo essencial de citros produziu um aumento no consumo da dieta nas
primeiras 48 h. Lima et al. (2009b) indicam que este aumento no consumo inicial
relaciona-se com uma tentativa das lagartas em superar o efeito fagodeterrente
apresentado pelo 6leo essencial. Ap6s 96 h em contato com a dieta artificial contendo
Oleo essencial de citros microencapsualdo, observou-se uma nao-preferéncia das
lagartas pela dieta e diminuicdo no consumo. Resultados semelhantes também foram
obtidos para Lima et al. (2009a) utilizando 6leo essencial de folhas de goiabeira no

contrele de S. frugiperda.
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A toxicidade associada ao 6leo essencial encapsulado também ocasionou
em tentativas de fuga das lagartas do tubo de vidro contendo a dieta artificial, conforme
esta ilustrado na Figura 4.19. Estas observacfes sugerem o efeito repelente do 6leo
essencial de citros. O mesmo comportamento ndo foi observado no controle (dieta
isenta de 6leo essencial) e nos brancos de gelatina e lignina.

Durante o desenvolvimento das analises biolégicas, observou-se que apos
144 h de contato com a dieta as lagartas ficaram iméveis até o estagio pupal (efeito
knock-down). Este efeito relaciona-se com bloqueios de fun¢des neurotéxicas, como o
bloqueio de neurotransmissores (LIMA et al., 2009a), esta mudanga no comportamento
larval relaciona-se com a liberacdo do 6leo essencial microencapsulado. Também se
verificou mortalidade larval e pupal, ma formacdo da pupa e da mariposa adulta,
auséncia de escamas nos ovos (protecdo contra a agdo de inimigos naturais) e
alteragbes no tegumento (cobertura natural do inseto) (Figura 4.19). As alteracdes
morfolégicas podem relacionar-se a alimentacdo inicial da dieta contendo o Oleo
essencial, indicando que o 6leo essencial de citros interferiu no comportamento da

lagarta e alterou a sua morfologia.
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FIGURA 4.19 - Representacdo de lagartas defeituosas,
com alteracbes na morfologia (A);
tentativa de fuga das lagartas (B); ma
formacao de pupas e retencdo de exuvia
ao final da fase larval (C) e auséncia de

escamas nos ovos (D).

Em relacdo a quantidade de ovos produzidos, verificou-se que o0s
experimentos utilizando lignina como matriz biopolimérica apresentaram reducdo na
producdo (Tabela 4.18) quando comparados ao controle contendo apenas dieta
artificial. Este resultado indica uma possivel atuacdo do biopolimero na reproducao das
lagartas.

Assim, as andlises bioldgicas demonstraram a atividade do 6leo essencial
de citros sobre lagartas S. frugiperda. Indicando seu potencial para utilizagdo no
controle do inseto pela acéo repelente e fagodeterrancia observadas nos testes de
ingestao.
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CONCLUSOES

Sistemas nano e microencapsulados contendo produtos naturais com
acao inseticida tém sido desenvolvidos como uma alternativa para substituicdo e/ou
complemento aos defensivos tradicionais. Neste estudo foi proposta uma alternativa
para substituicAo dos defensivos tradicionais com o microencapsulamento do Oleo

essencial de citros em matrizes biopoliméricas.
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Para o desenvolvimento de sistema microencapsulado contendo 6leo
essencial de citros foram desenvolvidos e validados métodos analiticos de analise
compativeis ao sistema estudado: 6leo essencial retido em uma matriz biopolimérica.
Assim, avaliou-se a extracdo do Oleo essencial por headspace com simultanea
separacao por cromatografia gasosa e analises por detector de ionizagdo em chama.

Verificou-se que a extracdo do d-limoneno foi influenciada pelas variaveis
de extracdo por headspace (volume de amostra, homogeneizacdo, temperatura e
tempo de extragdo). Sendo as condi¢cbes Otimas de andlise obtidas ao se utilizar 500
rom, 1000 pL de amostra e extracdo a 75°C por 15 min. A extracdo por headspace e
separacao do analito por CG-DIC resultou em um método rapido e simples. Além disso,
a separacdo do analito ocorreu com elevada sensibilidade utilizando cromatografia
gasosa.

Um método para o encapsulamento do 6leo essencial de citros em Spray
Dryer também foi desenvolvido. O planejamento fatorial fracionario indicou que as
variaveis que influenciam significativamente o encapsulamento foram maior fluxo do ar
de secagem e taxa de transferéncia da amostra. Assim, a condi¢do ideal para o
encapsulamento possui uma combinacgdo entre a mais baixa taxa de transferéncia de
amostra (aproximadamente 0,45 L min') e o maior fluxo do ar de secagem
(aproximadamente 301 L h™).

O método desenvolvido para o encapsulamento, extracdo e quantificacdo
do 6leo essencial de citros encapsulado foi validado analisando-se as principais figuras
de mérito. O estudo permitiu concluir que o método desenvolvido € confiavel e aplicavel
para o desenvolvimento de formulacdes contendo 6leo essencial.

Os produtos obtidos utilizando-se as melhores condi¢cdes foram
caracterizados quanto a morfologia e ensaios de estabilidade. Todos os produtos
apresentaram estrutura microesférica e ganho de estabilidade em meio aquoso sob
influéncia de altas temperaturas. Uma vez que ocorreu maior retencdo do Oleo
essencial nos produtos encapsulados em comparacdo com emulsfes aquosas do 6Oleo
essencial puro. Durante a caracterizagdo dos produtos obtidos, também foi
desenvolvido um método para quantificagdo do teor de éleo essencial liberado apds o

encapsulamento e um estudo do perfil cinético da liberacdo, bem como uma estimativa
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do tempo de meia vida do produto, estas analises permitiram realizar um controle
guantitativo dos produtos.

Também se observou que ao utlizar as condicbes 6timas para o
encapsulamento, a atividade do 6leo essencial foi efetiva em ensaios biolégicos com
insetos de Spodoptera frugiperda. Indicando que sua aplicagcdo no controle deste inseto
praga pode ser viavel. Estes dados demonstram a necessidade de realizar em estudos
futuros, analises com outros insetos pragas ou micro-organismos para avaliacdo do

efeito do 6leo essencial de citros encapsulado.
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APENDICE A

Espectro de massas e estrutura dos compostos identificados no 6leo essencial de
citros. Os espectros estdo listados em ordem do tempo de retencéo.
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%

100/ 59

OH

93
75
121

501 136
43 8l

Intensidade relativa (%)

251 67 79

95
|

1T7 139
A ?JM}“A 65 o9 ap3 T 156

50.0 75.0 ‘ 100.0 " 1250 " 150.0
m/z

Tr=16,31 I.R. = 1207 LR.,i=1201 IK.;=1201 decanal
MM = 156 FM = C1oH200

%

1001 43

57

75+

70 82

50+
68 81

Intensidade relativa (%)

95
254 112

sull[ff | g0 oo Il 1227 138 g0
50.0 75.0 100.0 125.0 150.0
m/z

138
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Tr=tempo de retencdo em minutos;

I.R. = indice de retencéo;

I.R..it = indice de retencéo proposto por ADAMS (2009);

I.K.Lit = indice de Kovats proposto por ADAMS (2009);

MM = massa molecular (g moL™);

FM = férmula molecular.

140




APENDICE B

Tabelas das andlises de variancia para as curvas de calibracdo de d-limoneno

preparado em matrizes diversas.

Matriz: acetona

SQ g.l MQ Fcal. Ftab.
SQR 27.77 1 27.77 10934.42 4.49
SQr 0.04 16 0.00
SQT 27.81 17
SQEP 0.03 2 0.02 0.08 3.26
SQFaj 0.01 4 0.00

Matriz: gelatina e aerosil

SQ g.l MQ Fcal. Ftab.
SQR 99.82 1 990.82 6624.27 4.49
SQr 0.24 16 0.01
SQT 100 17
SQEP 0.16 12 0.01 1.61 3.26
SQFaj 0.08 4 0.02

Matriz: gelatina

SQ g.l MQ F cal. Ftab.
SQR 86.714 1 86.71  7937.79 4.49
SQr 0.17 16 0.01
SQT 86.89 17
SQEP 0.11 12 0.01 1.61 3.26

SQFaj 0.06 4 0.02
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Matriz: lignina e aerosil

SQ g.l MQ F cal. Ftab.
SQR 37.27 1 37.27 3275.13 4.49
SQr 0.18 16 0.01
SQT 37.46 17
SQEP 0.12 12 0.01 1.71 3.26
SQFaj 0.07 4 0.016
Matriz: lignina
SQ g.l MQ F cal. Ftab.
SQR 32.73 1 32.73 3145.24 4.49
SQr 0.17 16 0.01
SQT 32.89 17
SQEP 0.15 12 0.01 0.34 3.26
SQFaj 0.02 4 0.00

SQ = Soma do quadrado;

g.l. = Grau de liberdade;

MQ = Média quadrética;

F cal. = valor obtido no teste F

F tab. = valor tabelado para F a nivel de 95% de significancia.
SQR = Soma do quadrado da regresséao;

SQr = Soma do quadrado do residuo;

SQT = Soma do quadrado toal;

SQEP = Soma do quadrado do errs puro;

SQFaj = Soma do quadrado da falta de ajuste.
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APENDICE C

Tabelas da analise de variancia e do teste de comparac6es multiplas entre as médias -

Tukey (em nivel de 5% de probabilidade).

Gelatina
TABELA DE ANALISE DE VARIANCIA

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
experimento 15 354955317.937500 23663687.862500 1.0E+0009 0.0000
erro 0 0.000000000E+0000 0.00000000E+0000

Total corrigido 15 354955317.937500

CV (%) = 0.00

Média geral: -3293.4375000 Nimero de observacgdes: 16

Tratamentos Médias Resultados do teste

7 -8361.000000 al

15 -8316.000000 a2

5 -7039.000000 a3

11 -6890.000000 a4d

12 -5475.000000 ab

1 -5463.000000 a6

4 -5217.000000 a7

9 -4697.000000 a8

10 -4005.000000 a9

8 -3561.000000 alo

6 -3557.000000 all

3 -3329.000000 alz

14 -3089.000000 al3

2 776.000000 ald

13 7478.000000 alb
16 8050.000000 ale
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Lignina
TABELA DE ANALISE DE VARIANCIA

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
experimento 15 126859282.437500 8457285.495833 1.0E+0009 0.0000
erro 0 0.000000000E+0000 0.00000000E+0000

Total corrigido 15 126859282.437500

cv (%) = 0.00

Média geral: -110.1875000 Nimero de observacdes: 16

Média harmonica do nuimero de repetigdes (r): 1
Erro padré&o: O

Tratamentos Médias Resultados do teste

5 -3266.000000 al

10 -3068.000000 a2

14 -2728.000000 a3

2 -2387.000000 a4

1 -2090.000000 ab

16 -1754.000000 a6

8 -1211.000000 a7

15 -499.000000 a8

13 211.000000 a9

6 252.000000 alo

11 323.000000 all

9 646.000000 al2

12 1206.000000 al3

4 1691.000000 ald

3 2277.000000 als
7 8634.000000 ale
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APENDICE D

Tabelas da analise de variancia e do teste de comparacdes multiplas entre as médias -

Tukey (em nivel de 5% de probabilidade).

d-limoneno 50.10°mg L™
TABELA DE ANALISE DE VARIANCIA

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
exp 2 11850.000000 5925.000000 1.777 0.2477
erro 6 20004.000000 3334.000000

Total corrigido 8 31854.000000

Cv (%) = 10.50

Média geral: 550.0000000 Numero de observagdes: 9

Média harmonica do nuimero de repeticgdes (r): 3
Erro padrdo: 33,3366665000167

Tratamentos Médias Resultados do teste
1 500.000000 al
2 565.000000 al
3 585.000000 al
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d-limoneno 12,5.10° mg L™

TABELA DE ANALISE DE VARIANCIA

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
exp 2 2114.000000 1057.000000 1057.000 0.0000
erro 6 6.000000 1.000000
Total corrigido 8 2120.000000
CV (%) = 0.74
Média geral: 135.3333333 Numero de observagdes: 9

Teste Tukey para a FV exp
DMS: 2,50427634148412 NMS: 0,05
Média harmonica do nimero de repeticgdes (r): 3
Erro padrédo: 0,577350269189626
Tratamentos Médias Resultados do teste
3 124.000000 al
1 125.000000 al
2 157.000000 a2
d-li t N

-limoneno 12.10"mg L

TABELA DE ANALISE DE VARIANCIA
FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
exp 2 38.000000 19.000000 19.000 0.0025
erro 6 6.000000 1.000000
Total corrigido 8 44.000000
CcvV (%) = 1.00
Média geral: 99.6666667 Nimero de observacgdes: 9

Teste Tukey para a FV exp
DMS: 2,50427634148412 NMS: 0,05
Média harmonica do nimero de repetigdes (r): 3
Erro padré&o: 0,577350269189626
Tratamentos Médias Resultados do teste
3 97.000000 al
1 100.000000 a2
2 102.000000 a2
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APENDICE E

Tabelas das andlises de variancia para as curvas de calibracdo de d-limoneno

preparado em matrizes diversas.

Matriz: gelatina e acetona

SQ g.l MQ Fcal. Ftab.
SQR 520.57 1 520.57 6406.23 4.49
SQr 1.30 16 0.08
SQT 521.87 17
SQEP  0.63 2 0.05 3.22 3.26
SQFaj  0.67 4 0.17

Matriz: gelatina e 6leo mineral

SQ g.l MQ Fcal. Ftab.
SQR 1216.35 1 1216.35 2657.56 4.49
SQr 7.32 16 0.46
SQT 1223.67 17
SQEP 3.85 12 0.32 2.70 3.26
SQFaj 3.47 4 0.87

Matriz: gelatina e p-cimeno

SQ g.l MQ F cal. Ftab.
SQR 331.32 1.00  331.32 5036.08 4.49
SQr 1.05 16.00 0.07
SQT 332.37 17.00
SQEP 0.53 12.00 0.04 2.99 3.26

SQFaj 0.53 4.00 0.13
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Matriz: lignina e acetona

SQ g.l MQ F cal. Ftab.
SQR 832.08 1 832.08 6088.38 4.49
SQr 2.19 16 0.14
SQT 834.27 17
SQEP 1.16 12 0.10 2.68 3.26
SQFaj 1.03 4 0.26
Matriz: lignina e 6leo mineral
SQ g.l MQ F cal. Ftab.
SQR 3352.33 1 3352.33  3518.33 4.49
SQr 15.25 16 0.95
SQT 3367.58 17
SQEP 7.81 12 0.65 2.85 3.26
SQFaj 7.43 4 1.86
Matriz: lignina e p-cimeno
SQ g.l MQ F cal. Ftab.
SQR 132.12 1 132.12 2981.91 4.49
SQr 0.71 16 0.04
SQT 132.83 17
SQEP 0.61 12 0.05 0.50 3.26
SQFa; 0.10 4 0.03

SQ = Soma do quadrado;

g.l. = Grau de liberdade;

MQ = Média quadratica;

F cal. = valor obtido no teste F

F tab. = valor tabelado para F a nivel de 95% de significancia.
SQR = Soma do quadrado da regresséo;

SQr = Soma do quadrado do residuo;

SQT = Soma do quadrado total;

SQEP = Soma do quadrado do errs puro;

148



APENDICE F
Tabelas da analise de variancia e do teste de comparac6es multiplas entre as médias -

Tukey (em nivel de 5% de probabilidade).

Peso das pupas
TABELA DE ANALISE DE VARIANCIA

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
exp 9 5444.400000 604.933333 1.153 0.3293
erro 150 78687.375000 524.582500

Total corrigido 159 84131.775000

CV (%) = 9.29

Média geral: 246.6625000 Nimero de observacdes: 160

Média harmonica do nimero de repetigdes (r): 16
Erro padrédo: 5,72594151646696

Tratamentos Médias Resultados do teste
Branco (lignina) 237.000000 al
Lignina 10° 238.187500 al
Oleo essencial puro 240.187500 al
Gelatina 10° 247.750000 al
Lignina 107 247.937500 al
Branco (gelatina) 248.062500 al
Branco (controle) 249.625000 al
Gelatina 10° 251.062500 al
Lignina 10° 251.250000 al
Gelatina 10° 255.562500 al
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Quantidade de ovos

TABELA DE ANALISE DE VARIANCIA

1098346.666667
400.000000

FV GL SQ
exp 9 9885120.000000
erro 20 8000.000000
Total corrigido 29 9893120.000000
CV (%) = 1.27

Média harmonica do numero de repetigdes (r):

Erro padrdo: 11,5470053837925

Tratamentos Médias Resultados do teste
Branco (lignina) 730.000000 al

Lignina 10° 860.000000 a2

Lignina 107 890.000000 a2

Controle (dieta) 1360.000000 a3

Gelatina 10° 1450.000000 a4

Gelatina 10° 1730.000000 a5

Lignina 10°

Oleo essencial puro
Gelatina 10°

Branco (gelatina)

1990.000000

2210.000000
2240.000000

2280.000000
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