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RESUMO

Poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato) (PHBV), um poliéster biodegradavel e
biocompativel e interessante do ponto de vista ambiental e medicinal, foi utilizado na
confeccdo de microparticulas poliméricas e misturas fisicas contendo 6leo de andiroba e
sem o mesmo. Emulsdes estaveis, sistemas heterogéneos compostos por dois liquidos
imisciveis que adquirem a estabilidade em presenca de um tensoativo ou par de
tensoativos, também foram preparadas com o 6leo de andiroba e na auséncia do mesmo. A
técnica usada no processo tecnoldgico de microencapsulagdo foi emulsdo seguida de
evaporagdo do solvente organico. Diversas técnicas de caracterizagdo foram utilizadas:
IVTF; DRX; CED; ATG-ATD; MEV e andlise granulométrica. A eficiéncia de
encapsulacdo do 6leo de andiroba e os estudos de liberagdo in vitro do mesmo foram
avaliados por espectrofotometria na regido do ultravioleta e visivel (UV-Vis). Estudos de
estabilidade fisica e microscopia otica das emulsdes foram efetuados com a finalidade de
determinar o tempo de vida util (shelf-life) destes sistemas. Os resultados confirmaram que
o Oleo de andiroba foi encapsulado e que foram obtidas microparticulas do tipo
microesferas. As emulsdes desenvolvidas se mostraram estaveis por um periodo de trés
meses. As microparticulas e as emulsdes preparadas com o 6leo de andiroba foram
avaliadas frente a algumas pragas, tendo em vista que o 6leo em questdo, extraido das
sementes da espécie de arvore Carapa guianensis Aublet, pertencente a familia Meliaceae,
¢ descrito na literatura por possuir propriedades inseticidas, atividade esta atribuida aos

limondides presentes.

Palavras-chave: Poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato) (PHBV), o6leo de
andiroba, microparticulas poliméricas, emulsdes estaveis, controle de pragas.



ABSTRACT

Poly(hydroxybutirate-co-hydroxyvalerate) (PHBV), a biodegradable and biocompatible
polyester and interesting of the environmental and medicinal view, was employed for the
preparation of polymeric microparticles and physical mixtures containing andiroba oil and
without him. Stable emulsions, heterogeneous systems constituted by two imicible liquids
that acquire the stability in presence of a surfactant or of pair surfactant also were prepared
with andiroba oil and without the same. Unloaded and loaded microparticles containing
andiroba oil were prepared using simple emulsion oil-in-water (o/w) followed by solvent
evaporation. Several characterization techniques were used: FTIR; XRD; DSC; TGA-
DTA; SEM and particle size analysis. The encapsulation efficiency and in vitro release
studies of the andiroba oil were evaluated by UV-Vis spectroscopy. Physical stability and
optical microscopic studies of the emulsions were made with the goal of to determine the
shelf-life of these systems. The results confirmed that the andiroba oil was encapsulated
and that were obtained microparticles of the type microspheres. The emulsions developed
showed stable for a period of three months. Microparticles and the emulsions prepared
with the andiroba oil were evaluated against some pests, in view of that the oil in question,
extracted of the Carapa guianensis Aublet seeds, belonging to Meliaceae family, is
described in the literature by to have insecticides properties, activity this assigned to

limonoids present.

Keywords: Poly(3-hydroxybutyrate-co-hydroxyvalerate) (PHBV), andiroba oil,

polymeric microparticles, stable emulsions, pest controls.
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1. INTRODUCAO

Na atualidade, o crescimento populacional acelerado associado a urbanizagdo, o
fluxo intenso de pessoas entre as mais diversas regides do globo sem alguma forma de
controle, o tipo e modo de produgdo agricola baseado na monocultura e a falta de sistemas
eficazes no controle de populacdes de pragas, tem feito a humanidade experimentar
problemas sérios. Estes podem variar desde a contaminacao ambiental, até o aparecimento
de doengas transmitidas por pragas urbanas disseminadas.

Apesar dos beneficios econdmicos que certas agdes proporcionam, a falta de
sistemas eficazes no controle de pragas urbanas sdo responsaveis por permitir que a
aranha-marrom (Loxosceles intermedia), importante praga, reproduza-se livremente em
ambientes urbanos, ocorrendo, desta forma, um aumento na populacdo destes animais.
Além disso, a falta de informag¢ado da populagdo também tem provocado aumento nas taxas
de acidentes com esta praga, principalmente no Estado do Parana, mais especificamente na
cidade de Curitiba e Regidao Metropolitana.

Outro problema decorrente de agdes como o desmatamento, embora em menor
propor¢ao nos dias atuais, fluxo intenso de pessoas entre as fronteiras do globo terrestre,
além, ¢ claro, da falta de sistemas eficazes no controle e combate de pragas, ¢ a
proliferagdo, nas zonas urbanas, do mosquito Aedes aegypti, conhecido popularmente
como mosquito da dengue. A fémea deste mosquito ¢ responsavel pela transmissdo do
virus causador da dengue, o que se constitui um sério problema de saude publica no Brasil
e paises em desenvolvimento.

Além disso, o avango urbano e o crescente aumento populacional, fez com que o
homem buscasse de forma intensiva produzir maiores quantidades de alimentos, em areas
relativamente pequenas e utilizando-se de trabalho humano reduzido. Esta tendéncia tem
levado ao uso indiscriminado de insumos agricolas, entre eles os pesticidas, no combate as
pragas agricolas que acometem os mais variados tipos de culturas.

Visando promover, portanto, o controle populacional da aranha-marrom no Estado
do Parand, do mosquito Aedes aegypti e das mais diversas pragas agricolas existentes, eis
que surgem os produtos naturais, de origem vegetal, como alternativa promissora do ponto
de vista ambiental. Isto ocorre porque alguns produtos naturais possuem rapida
degradacdo, baixa toxicidade aos organismos nao-alvos, baixa toxicidade ambiental, além

de apresentarem eficdcia comprovada no controle em que se deseja efetuar.



Entre os principais géneros arboreos encontrados no Brasil, que possuem compostos
inseticidas de eficacia comprovada, esta o género Carapa, mais especificamente a espécie
Carapa guianensis Aublet, pertencente a familia Meliaceae.

E de se esperar que o uso do extrato vegetal de C. guianensis (6leo de andiroba),
extraido das sementes desta espécie, na forma de emulsdes ou encapsulado possa se
apresentar como uma alternativa nova, quando o objetivo consiste na protecao do dleo aos
possiveis processos de oxidagao ou na liberagdo modificada dos ativos.

Logo, como descrito por CHAMPAGNE et al. (1992) e BRAY et al. (1990), a
familia Meliaceae vem se destacando por possuir compostos que apresentam uma
interessante atividade inseticida. Deste modo, espera-se que o 6leo vegetal da espécie
Carapa guianensis, com propriedade inseticida e repeléncia natural frente ao Aedes
aegypti comprovada (MENDONCA et al., 2005; MIOT et al., 2004) possa manifestar esta
mesma a¢do, na forma de microparticulas, diante da aranha-marrom, de larvas do mosquito
da dengue e toxicidade frente ao Euchistus heros (percevejo-marrom) € ao Tetranychus
urticae (acaro-rajado), na forma de emulsoes estaveis. A encapsulacdo do 6leo de andiroba
pode oferecer um sistema de liberacdo lenta e controlada do o6leo como forma de
diminuir a quantidade de ingrediente ativo aplicado no combate de pragas em
potencial. Além disso, espera-se diminuir a utilizagdo e, por conseqiiéncia, o impacto
ambiental causado com o wuso de pesticidas sintéticos altamente toxicos. O uso de
material biodegraddvel no processo de encapsulacdo torna-se também necessario para

contribuir com a redu¢do do impacto ambiental.



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Desenvolver metodologias alternativas visando o controle populacional de pragas
urbanas e agricolas por meio do uso de produtos naturais e 6leos vegetais encapsulados e/

ou emulsionados.

2.2. Objetivos especificos
- Obtencao de emulsodes estaveis do extrato vegetal de Carapa guianensis que possui

propriedades medicinal e inseticida relatadas na literatura.

- Caracterizar as emulsodes obtidas por meio de microscopia oOtica para avaliagdo da
morfologia e diametro dos globulos de 6leo dispersos (fase descontinua) na fase aquosa
(continua), como forma de avaliar a estabilidade dos sistemas. Avaliar as caracteristicas
organolépticas das emulsdes obtidas como forma, também, de avaliar a estabilidade dos

sistemas formados.

- Desenvolver metodologia de microencapsulacdo, utilizando um polimero
biodegradavel para encapsulacdo do extrato vegetal de C. guianensis (6leo de andiroba),
com baixa toxicidade ao ser humano e que apresenta atividade toxica relatada na literatura

frente a larvas do mosquito 4. aegypti.

- Obter misturas-fisicas entre o polimero biodegradavel e o 6leo vegetal utilizados

neste estudo, para comparar com os sistemas microparticulados desenvolvidos.

- Caracterizar as microparticulas poliméricas e as misturas fisicas entre polimero e
O0leo a ser encapsulado por meio de técnicas como espectroscopia na regido do
infravermelho com transformada de Fourier (IVTF), difracdo de raios-X (DRX),
calorimetria exploratoria diferencial (CED), andlise termogravimétrica (ATG), anélise
térmica diferencial (ATD), analise granulométrica e microscopia eletronica de varredura

(MEV).

- Dosar o teor de 6leo de andiroba incorporado no interior das microparticulas por
método direto e indireto, por meio de espectrofotometria na regido do ultravioleta e visivel

(UV-Vis).



- Determinar o perfil de liberagdo in vitro do 6leo de andiroba encapsulado por meio

de espectrofotometria na regido do ultravioleta e visivel (UV-Vis).

- Testar o potencial inseticida do 6leo de andiroba encapsulado e emulsionado para
redugdo de populagdes de pragas agricolas e urbanas, dentre elas o Tetranichus urticae,
conhecido como acaro rajado, o Euchistus heros (percevejo-marrom), larvas do mosquito

A. aegypti e populagdes de aranhas-marrom.



3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Acidentes Loxoscélicos em Curitiba e Regido Metropolitana

As aranhas do género Loxosceles sao conhecidas popularmente como aranhas-marrom
(Figura 1). Sao de habito noturno e os individuos adultos medem de um a dois centimetros de
corpo e trés a quatro centimetros de envergadura (levando-se em conta as pernas). Individuos
adultos podem sobreviver sem agua e sem alimento por mais de seis meses (LEVI e
SPIELMAN, 1968). Acasalam-se durante todo o ano e constroem as ootecas, ou seja, um
“saco” de ovos chegando a conter de 60 a 200 ovos (FISCHER, 1994). Este género tem ampla
distribuicdo nas zonas temperadas, subtropicais e tropicais de todo o mundo (GERTSCH,
1958). No Brasil, ocorrem sete espécies, Loxosceles similis, Loxosceles amazonica, Loxosceles
gaucho, Loxosceles intermedia, Loxosceles laeta, Loxosceles adelaida e Loxosceles hirsuta
(EICKSTEDT, 1994), todas de coloracdo marrom-amarelada a castanha, o que deu origem ao
nome popular pelo qual sd3o conhecidas. Diversas espécies sdo representantes tipicos da fauna
urbana (EICKSTEDT, 1994), ocupando locais escuros e tranqiiilos em residéncias, sendo
bastante abundantes em ambientes domiciliares e peridomiciliares. Poucos estudos sao
encontrados na literatura araneoldgica envolvendo a biologia, a ecologia ou o comportamento

de aranhas do género Loxosceles, a maior parte destes feitos a partir de observagdes ocasionais.

Figura 1: Adulto pertencente a espécie L. intermedia (aranha-marrom) (Fonte: www.bemparana.com.br).

A aranha marrom ¢ pouco agressiva sendo que os acidentes decorrentes com essa praga
urbana acontecem quando o animal é pressionado pela vitima junto ao seu corpo, seja no ato

de vestir uma roupa ou mesmo um sapato. Todas as espécies de Loxosceles sp. sdo venenosas


http://www.bemparana.com.br/

mas nem todas sdo peconhentas. A espécie que acomete o Estado do Parand, mais
precisamente Curitiba e Regido Metropolitana € peconhenta, conseguindo assim inocular seu
veneno nos seres humanos. Sabe-se que o veneno destas aranhas possui forte acdo necrosante,
proteolitica e hemolitica. As manifestagcdes clinicas variam de lesdes cutaneas (Figura 2), de
extensdo e profundidade varidveis (loxoscelismo cutaneo), até sérias alteracdes sistémicas,
como comprometimento da fun¢do renal (loxoscelismo cutaneo-visceral), que pode levar ao

dbito (CARDOSO, 1990).

Figura 2: Les3o cutinea causada pelo ataque de aranhas-marrom (Fonte: www.cabuloso.com/ aranha_marrom).

No Brasil os primeiros registros de acidentes loxoscélicos (causados por aranhas do
género Loxosceles) datam de 1954 (EICKSTEDT, 1994). O loxoscelismo, em nosso Pais, se
concentra na regido Sul. No Paranid se da a forma mais importante de araneismo, em
contraste com Sao Paulo, onde menos de 10% dos acidentes araneidicos sdo atribuidos a
espécies de Loxosceles (ARAUJO e REZENDE, 1991; ALBUQUERQUE et al., 1990). A
notificacdo de acidentes loxoscélicos cresceu progressivamente no Parand (RIBEIRO et al.,
1993; MANFREDINI ef al., 1993). Segundo a Secretaria de Satide do Estado do Parana
(Sesa-PR), foram registrados entre os meses de janeiro a outubro de 2009, em todo Estado
do Parana, mais de 3.800 casos de acidentes com aranha-marrom, sendo que 70% destes
foram notificados na cidade de Curitiba e Regido Metropolitana. Somente na capital foram
registrados mais de 1.500 casos, perfazendo 40% do total registrado. A espécie
predominante na capital paranaense ¢ Loxosceles intermedia (FISCHER, 1994).

Aproximadamente 80% dos acidentes ocorrem em residéncias sendo a maior incidéncia
entre o sexo feminino - cerca de 65% (RIBEIRO et al., 1993). Os 6bitos, embora raros,
concentram-se na faixa infantil. Nao existe atualmente no mercado tecnologia especifica para o

controle de populagdes de aranha-marrom em ambiente urbano. As iniciativas do poder


http://www.cabuloso.com/

publico para combater o problema tem se concentrado em campanhas de esclarecimento € no
atendimento aos acidentados, com a implementacdo de sistema para notificagdo de acidentes,

estrutura para atendimento médico especializado e a produgdo de soro antiloxoscélico.

3.2. A dengue no cenario brasileiro

Uma outra praga urbana que acomete a populacao brasileira ¢ o mosquito Aedes
aegypti, pertencente a familia Culicidae, da ordem Diptera, que ¢ composta por mosquitos
e pernilongos, conhecidos também como muricocas e carapands (CONSOLI e
LOURENCO DE OLIVEIRA, 1994).

Esta familia vem destacando-se por possuir espécies, em sua grande maioria,
hematofagas e transmissoras de doengas mortais como a dengue e a febre amarela
(MENDONCA et al., 2005). Dentro do género Aedes, merece destaque a espécie Aedes
aegypti, conhecida popularmente como mosquito da dengue. O A. aegypti (Figura 3)
possui habitos doméstico e diurno. Apresenta, quando adulto, asas que possibilitam o voo,
enquanto que as fases imaturas (Figura 4), compreendendo ovos, larvas e pupa, sdo
exclusivamente aquaticas, adaptando-se bem aos locais de agua parada e limpa onde os
ovos estdo livres de sofrerem dessecagcdo (CLARO et al., 2004). Esta espécie € originaria
da Africa, adaptando-se bem as regides de climas tropicais e subtropicais. Possui grande
incidéncia no mundo, com exce¢ao da Europa. O crescimento populacional acelerado
associado a urbanizacdo, o fluxo intenso e sem controle de pessoas entre paises, Estados e
cidades e a falta de sistemas eficazes no controle e combate do mosquito vetor da dengue,
fez com que o 4. aegypti proliferasse nas zonas urbanas facilmente, principalmente em
locais no qual o acimulo de dgua ¢ freqiiente (FREIRE et al., 2006; CLARO et al., 2004;
CONSOLI e LOURENCO DE OLIVEIRA, 1994).

CerE -
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Figura 3: Mosquito da Dengue. Figura 4: Ciclo de vida do A4. aegypti.



Atualmente, tem-se conhecimento que a dengue, doenga transmitida pela fémea do
A. aegypti, acomete dois tergos da populacdo mundial. Algumas areas convivem com a
circulacdo de algum dos sorotipos do virus enquanto que outras convivem com todos
simultaneamente (CLARO et al., 2004). Sabe-se que a fémea do mosquito 4. aegypti, por
ser hematofaga, ¢ a responsavel pela transmissdo do arbovirus causador da doenga, que se
constitui um sério problema de satude publica (FORATTINI, 2002).

A dengue ¢ uma das mais importantes doencas epidémicas que acometem os paises
em desenvolvimento (GLUBER, 2002). E uma doenga febril aguda causada por um virus
do género Flavivirus, sendo conhecido quatro sorotipos distintos do virus: DEN-1, DEN-2,
DEN-3 ¢ DEN-4. As manifestacoes clinicas sdo variaveis entre uma sindrome viral
inespecifica e benigna e um quadro de dengue hemorréagica, este grave e fatal (TAUIL,
2001).

Esta doenca surgiu no Brasil em meados de 1920, com os primeiros casos de dengue
registrados. Nos anos seguintes, até 1983, a doenca foi considerada erradicada ja que
nenhum novo caso tinha sido notificado até¢ aquele momento; a partir de entdo ocorreu a
reinfestagdo do vetor, sendo assim registrados varios casos em todo pais, a cada ano
(CLARO et al., 2004).

Segundo o Ministério da Saude, na década de 90 (Figura 5), foi registrado a
ocorréncia de milhares de casos de dengue, embora aqueles ndo tenham sido anos
epidémicos. J& em 2002 (Figura 5) foram notificados aproximadamente 800.000 casos da
doenga, principalmente no Rio de Janeiro, devido a introdu¢do de um novo subtipo do
virus da dengue, o sorotipo 3, este considerado um pico epidémico.

Nos anos seguintes, com o espalhamento do novo subtipo do virus para os demais
Estados, ndo foi observado o surgimento de surtos e epidemias. Em 2006 foram notificados
aproximadamente 350.000 casos, sendo as regides mais acometidas a Sudeste e a Nordeste
(Figura 5) (Ministério da Saude).

Ja em 2007 foram registrados, aproximadamente, 500.000 casos, sendo, em sua
grande maioria de dengue cléssica e cerca de 926 casos de dengue hemorragica com a
ocorréncia de 98 obitos (Ministério da Saude). Neste periodo, a maior incidéncia foi na
regido Centro-Oeste, tendo sido observado mais de 300 casos por 100.000 habitantes
(Figura 6).

Especificamente com relagdo a regido Sul (Figura 6), € possivel notar que os estados

de Santa Catarina e Rio Grande do Sul foram os de menor incidéncia de casos, menos que



100 casos por 100.000 habitantes. J4 o estado do Parand apresentou um grande nimero de
transmissdes em varios municipios.

Segundo o Ministério da Satde e Secretaria de Vigilancia Sanitaria, em 2008 foi
registrado um aumento no nimero de casos de dengue, comparando-se com o mesmo
periodo de 2007, tendo sido observado um aumento em mais de 200.000 casos. O niimero
de casos de dengue hemorragica saltou de 926 em 2007 para 4.137 no ano seguinte com
ocorréncia de 223 6bitos, 125 mortes a mais que em 2007.

A regido Sul apresentou uma redu¢do significativa (-35%) no nimero de casos com
relagdo ao mesmo periodo de 2007. O Estado do Parana foi o que teve maior incidéncia de
casos registrados, sendo o unico da regido sul que apresentou transmissdao autoctone, ou
seja, cuja transmissao se deu dentro do préprio Estado.

Com relagao a 2009, o Ministério da Satude afirmou que os casos de dengue no Brasil
cairam 46% com relagdo ao mesmo periodo de 2008. Foram registrados aproximadamente
410.000 casos, enquanto que no mesmo periodo de 2008 foram notificados algo proximo a
760.000 casos.

Dentre os métodos de controle adotados para impedir o avango da doenca no Brasil
estdo a utilizagdo de inseticidas a ultrabaixo volume, que tem mostrado pouca eficacia em
combater o mosquito vetor da dengue (CLARO, et al., 2004). Os laboratorios de pesquisa
das universidades brasileiras véem buscando medidas alternativas para combater o avanco
da dengue no pais.

O governo tem concentrado suas acdes na promog¢ao de campanhas informativas por
meio dos meios de comunicagdo (televisdo, folhetos, jornais, radios, cartazes) afim de
conscientizar a populagdo da importancia em eliminar os focos de proliferagdo do
mosquito para tentar erradicar ou até mesmo controlar a doenca. Estas campanhas, com
base nos dados citados anteriormente, fornecidos pelo Ministério da Saude, tém mostrado

eficiéncia limitada.
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Figura 5: Casos de dengue notificados no Brasil de 1990 a 2009 (Fonte: Ministério da Satde).
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Figura 6: Distribuigdo dos Estados por areas de incidéncia de dengue no Brasil em 2007 (Fonte: Ministério
da Satde).

3.3. Agricultura e a necessidade do uso de pesticidas
A expansdo da agricultura com o surgimento da produ¢do em grande escala e a

diversidade de culturas, tem tornado cada vez mais indispensavel o uso de pesticidas no



11

combate as pragas agricolas e as ervas daninhas (GALLI et al., 2006; FARIA et al., 2004).
Viérias culturas necessitam de aplicacdo de agrotdxicos, promovendo de certa forma, a
contaminag¢io do meio ambiente (GRUTZMACHER et al., 2008). A necessidade do uso de
pesticidas, portanto, vem crescendo em decorréncia do avango urbano e conseqiiente
crescimento populacional, atrelado a utilizagdo de areas relativamente pequenas no plantio
e trabalho humano reduzido (DAMIN, 2005; ROCHA et al., 2002; DORES e FREIRE,
2001).

O uso indiscriminado de insumos agricolas, entre eles os pesticidas, vem sendo um
dos principais responsaveis pela contamina¢do de seres humanos em todo o mundo, além
de ocasionar sérios danos a microflora, microfauna e alterar de forma significativa as
propriedades fisico-quimicas do solo, que possuem papel importante no processo de
nutricdo vegetal, interferindo de maneira negativa e significativa na capacidade produtiva
do ecossistema agricola utilizado (ROMEIRO, 1994).

Sabe-se que a contaminacdo de alimentos, de aguas superficiais e subterraneas,
acarretada pelos pesticidas, traz sérios problemas a satde humana e ao meio ambiente.
Muitos pesticidas da classe dos organoclorados e organofosforados foram proibidos por
favorecerem a formacdo de tumores cancerigenos, assim como outros problemas
relacionados (GALLI et al., 2006). A lixiviagao de agrotoxicos no solo, as pulverizagdes
realizadas por via aérea, o descarte incorreto ¢ a lavagem de embalagens utilizadas sdo
responsaveis pela contamina¢do de rios, lagos e oceanos como também de lengodis
freaticos, verdadeiros reservatdrios de dgua potavel existentes no mundo (FILIZOLA et al.,
2002).

Cada vez mais, tem-se tornado necessario o desenvolvimento de técnicas e
programas de monitoramento ambiental e de programas de educa¢do ambiental voltados a
populagdo para proteger o meio ambiente da degradacdo humana (FILIZOLA et al., 2002).

Além disso, com a crescente preocupacdo ambiental, tem-se feito necessario
também, por outro lado, intensificar a busca por moléculas de baixa toxicidade aos
organismos nao alvos, de rapida degradacdo e de eficicia comprovada para o controle que
se deseja efetuar, visando a substituicdo dos pesticidas sintéticos altamente toxicos
(PRATA, 2002). Entre as moléculas que apresentam tais caracteristicas se destacam os
produtos naturais, alternativa promissora que, evolutivamente, passaram a ser produzidos
pelas plantas como mecanismo de defesa contra insetos fitofagos (FERREIRA et al.,

2001).
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Vale a pena ressaltar que, alguns produtos naturais podem ser uma alternativa
interessante, do ponto de vista ambiental, enquanto que outros ndo. Existe na natureza

substancias naturais que sao toxicas e persistentes.

3.4. Produtos naturais

Os produtos naturais sdo substancias organicas que podem ser extraidos de plantas,
animais e microorganismos € que podem apresentar um grande valor agregado devido as
suas mais variadas aplicacdes na area médica, farmacéutica, cosmética, alimenticia e
agricola (PINTO et al., 2002).

Dentre as fontes de produtos naturais mais estudadas e utilizadas, estdo os compostos
extraidos do reino vegetal (PINTO et al., 2002). Uma variedade de plantas tem sido
estudadas como fonte de produtos naturais em busca de novas substancias bioativas que
poderdo permitir o surgimento de novos medicamentos, mais eficazes do que os que ja se
encontram no mercado, e agroquimicos biodegradaveis e menos tOxicos aos seres
humanos, em substitui¢do aos pesticidas sintéticos altamente toxicos e persistentes, no qual
seus produtos de degradagdo muitas vezes sdo mais prejudiciais do que as moléculas
precursoras (BUENO et al., 2009; PINTO et al., 2002).

A primeira descrigdo feita sobre o uso de produtos naturais de origem vegetal e
animal foi relatada nas sagradas escrituras e no papiro de Ebers. Mais tarde, com a
traducdo deste papiro, ficou claro que ja havia sido notificado um grande nimero de
doencas que acometiam o povo daquele tempo bem como o registro de varias drogas
usadas no tratamento, tanto de origem animal como vegetal (PINTO et al., 2002).

Atualmente ¢ possivel encontrar varias pesquisas em que o foco principal estd em
extrair, isolar, identificar e aplicar os produtos naturais obtidos, principalmente de fontes
vegetais (BUENO et al., 2009). Levando-se em consideracdo o foco deste trabalho, muitos
estudos tém sido realizados na busca por extratos que apresentem atividade pesticida e
repelente comprovada contra as mais diversas pragas, incluindo o 4. aegypti (SILVA et al.,
2008; MAIJI et al., 2007; FARIAS et al., 2007; FREIRE et al., 2006; MENDONCA et al.,
2005; MIOT et al., 2004; SIMAS et al., 2004).

A questdo ambiental, atualmente, tem sido um dos principais incentivos a busca de
novos pesticidas naturais mais seguros que os sintéticos. De uma forma geral, esses
pesticidas ndo sdo persistentes, ou seja, degradam-se com maior velocidade que os

sintéticos, provavelmente ndo deixando residuos téxicos nos alimentos ou no meio
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ambiente. Estas tendéncias t€ém criado grandes oportunidades para o desenvolvimento de
pesticidas e repelentes naturais nos laboratérios de pesquisa de universidades e industrias
em todo o mundo (FERREIRA et al., 2001).

Estes produtos naturais obtidos de matéria-prima vegetal, oferecem uma variedade de
moléculas com grande diversidade estrutural e atividade bioldgica que pode ser
manifestada por meio de suas propriedades herbicidas, inseticidas, fungicidas e
farmacologicas. Para que sejam comercialmente viaveis, os produtos naturais precisam
atender a uma série de critérios, dentre eles: seletividade contra inimigos naturais, baixa
toxicidade em organismos ndo alvos, baixa toxicidade ambiental, biodegradabilidade,
auséncia de fitotoxicidade, matéria-prima abundante e baixo custo (FERREIRA et al.,
2001).

Neste contexto, dentro do reino vegetal, encontra-se uma familia de grande
importancia, Meliaceae, pertencente a ordem Sapindales (MUELLNER et al., 2003) que ¢
composta por mais de 50 géneros arboreos que ocorrem em regides tropicais €
subtropicais, tanto no hemisfério norte como no hemisfério sul. Os seis géneros
encontrados no Brasil sdo Cedrela, Cabralea, Swietenia, Carapa, Guarea e Trichilia
(PENNINGTON e STYLES, 1975).

As plantas da familia Meliaceae vém se destacando por possuir
tetranortriterpendides, conhecidos também como limonodides ou meliacinas, substincias
com potencial acdo inseticida (Figura 7). (KAUR et al., 2009; FREIRE et al., 2006;
CHAMPAGNE et al., 1992; BRAY et al., 1990). Uma das atividades mais relevantes
descobertas em plantas desta familia, ¢ a atividade fagoinibidora de seus compostos
(FERREIRA ef al., 2001; LEE ef al., 1991). Sabe-se que essa classe de substancias foi
desenvolvida pelas plantas como mecanismo de defesa contra insetos fitofagos, além de s6
serem isoladas de plantas pertencentes as familias Meliaceae, Rutaceae e Cneoraceae
(SIMAS et al., 2004; FERREIRA et al., 2001).

Os produtos vegetais encontrados nas espécies pertencentes a esta familia sdo
responsaveis por produzir nos insetos muitos efeitos que vao desde a repeléncia até
inibi¢do do crescimento (AMBROZIN, 2000).

Os tetranortriterpenodides, substancias inseticidas, fazem parte de uma extensa e
numerosa familia de produtos naturais conhecida como terpendides, terpenos ou

isoprendides. Sao derivados dos triterpenos, uma classe de compostos com 30 atomos de
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carbono em seu esqueleto que, durante sua biossintese, perdem 4 4tomos de carbono,

restando, em suas estruturas, 26 atomos de carbono (Figura 7) (ARAUJO, 2008 e 2009).

Figura 7: Formulas estruturais de alguns limonoéides: a) Gedunina e b) Deacetilgedunina (R: OH) e 7-Oxo-7-
Deacetilgedunina (R: =O) (Fonte: KAUR et al., 2009).

Entre os nomes citados para designar a familia de produtos naturais, o correto a ser
utilizado sdo os termos terpendides e isoprendides, ja que segundo a literatura, a palavra
terpeno somente deve ser usada para aqueles compostos que sejam alquenos. Ja o termo
1soprenodide, corretamente utilizado, indica que os produtos naturais desta familia sdo
derivados da estrutura do isopreno (Figura 8). Sabe-se que, quando esses compostos sao
submetidos a pirdlise decompdem-se na unidade isoprénica, ou seja, no 2-metil-butadieno
(Figura 8) (ARAUJO, 2008 e 2009).

Geralmente os terpendides seguem a regra do isopreno que consiste em indicar que
os membros desta familia sdo constituidos por unidades de cinco atomos de carbono,
correspondente a estrutura do isopreno, ligados entre si pela ordem “cabeca” — “cauda”
(Figura 8). Esta regra nem sempre se verifica ja que a cadeia carbdOnica de alguns
terpendides nao possuem suas unidades isoprénicas ligadas nesta ordem, além de
possuirem seus esqueletos constituidos de multiplos de cinco atomos de carbono
(ARAUJO, 2008 e 2009). Uma das espécies ricas nestes compostos inseticidas ¢ a

conhecida como Carapa guianensis.

Figura 8: Formula estrutural do isopreno (Fonte: ARAUJO, 2008 e 2009).
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3.5. Carapa guianensis Aublet

A espécie Carapa guianensis Aublet (Figura 9), da familia Meliaceae, ¢ uma arvore
encontrada em vérios paises da Africa tropical, do sul da América Central e em paises
como a Colombia, Venezuela, Suriname, Guiana Francesa, Peru, Paraguai e Brasil
(COSTA-SILVA et al., 2007; FARIAS et al., 2007, BOUFLEUER, 2004). No Brasil ¢
conhecida como Andiroba, nome derivado de termos indigenas “nhandi” (6leo) e “rob”
(manteiga) (BOUFLEUER, 2004).

E encontrada na bacia Amazonica em locais de varzeas proximas do leito de rios e
faixas alagaveis ao longo dos mais diversos cursos d’agua, sendo predominante nestes
ambientes mais umidos. Pelo fato de ser uma espécie bastante versatil, apresenta uma
capacidade extraordinaria em adaptar-se aos mais diferentes ambientes, inclusive em locais
de terra firme, estes em menor numero (KLIMAS et al., 2007; BOUFLEUER, 2004). A
versatilidade da espécie C. guianensis em adaptar-se aos diferentes ambientes, proporciona
diferengas morfologicas significantes com relagdo a coloracdo do lenho, que pode ser
vermelho ou branco, ¢ com relagdo a coloracdo e viscosidade do oleo, extraido das
sementes da Andiroba (Figura 10) que pode ser escuro e de rapido escoamento, quando
extraido de espécies que ocorrem em terra firme, ou claro e viscoso, quando extraido de

espécies que ocorrem em locais de varzeas (BOUFLEUER, 2004; LEITE, 1997).

Figura 9: A espécie Carapa guianensis Aublet Figura 10: Sementes de Andiroba
(Fonte: BOUFLEUER,2004). (Fonte: BOUFLEUER,2004).



16

O extrato vegetal de C. guianensis, extraido das sementes produzidas por esta
espécie, tem sido amplamente utilizado pelos povos indigenas, ribeirinhos e extrativistas
como repelente natural contra insetos que acometem a regido, assim como no tratamento
de enfermidades: artrites, infec¢des de ouvido, cancer de ttero, diarréia, diabetes entre
outras (COSTA-SILVA et al., 2008 e 2007). A Fundacdo Osvaldo Cruz desenvolveu e pos
no mercado velas produzidas com oOleo de andiroba para combater mosquitos que
transmitem febre amarela e dengue (FREIRE et al., 2006).

Virios estudos tem mostrado a eficacia do extrato vegetal de C. guianensis no
controle de pragas (FARIAS et al., 2007; FREIRE et al., 2006; MENDONCA et al., 2005;
MIOT et al., 2004).

FARIAS et al. (2007), fazendo o uso de teste carrapaticida, por meio de imersao de
fémeas ingurgitadas de Boophilus microplus (carrapato do boi) em solugdes do dleo de
andiroba, observou morte das fémeas ingurgitadas e reducdo da postura de ovos,
demonstrando uma eficicia de 100% em todas as amostras testadas.

FREIRE ef al. (2006), usando um ensaio para monitorar postura de ovos de fémeas
de forideos (praga que acomete abelhas) em diferentes substratos, inclusive substratos
contendo 6leo de andiroba, observou que ocorreu uma diminuicdo considerdvel, até
nenhuma postura de ovos em presencga do 6leo.

MENDONCA et al. (2005), por meio de bioensaio larvicida, observou que diversos
oleos, inclusive o 6leo de andiroba, mostrou alta atividade inseticida com um valor de
concentragao letal 50 (CLsp) de 57 pg/L.

MIOT et al. (2004) observou, em seu estudo com voluntdrios que tiveram seus
antebracos recobertos com Oleo de andiroba puro, que o mesmo apresentou efeito de
repeléncia contra fémeas saudaveis do mosquito 4. aegypti. Apesar de sua eficacia
constatada neste estudo, os efeitos do 6leo foram mais discretos comparando-se com o
grande potencial repelente do N, N-dietil-3-metilbenzamida (DEET) que, ainda hoje, ¢ o
repelente mais efetivo encontrado no mercado.

Embora existam muitos estudos que mostram a eficacia do extrato vegetal de C.
guianensis, estudos ainda incipientes, por outro lado, tentam comprovar a falta de
toxicidade deste o6leo (COSTA-SILVA et al., 2008 e 2007). Estes estudos sdao de
fundamental importancia pois podem mostrar que o Oleo de andiroba além de ser
relativamente barato e abundante, também apresenta outras caracteristicas desejaveis como

baixa toxicidade para organismos nao alvos e seletividade para organismos alvos.
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COSTA-SILVA et al. (2008), em estudo no qual ratos saudaveis foram tratados
oralmente com doses de dleo de andiroba variando de 0,375 a 5,0 g por massa corporal
(g/Kg), observaram apods 30 dias que o extrato administrado ndo causou efeitos toxicos
agudos ou moderados em fémeas de ratos. No entanto, por meio da analise de parametros
bioquimicos, foi possivel observar que ocorreu um aumento nos niveis de uma enzima
encontrada no figado, sugerindo a existéncia de possiveis danos ao 6rgdo, sugerindo,
portanto, uma toxicidade hepatica. Apesar disso, estudos mais aprofundados, estdo sendo
realizados para confirmagao da suposicao.

COSTA-SILVA et al. (2007), administrou oralmente 6leo de andiroba em doses
variando de 0,375 a 3,0 g/Kg, a ratas gravidas, durante sete dias, do sétimo ao décimo
quarto dia de gestacdo (periodo organogénico) observaram, apos sacrificio e laparotomia
das ratas estudadas, que o 6leo ndo apresentou efeito toxico nas fémeas gravidas. Este
efeito foi constatado pois ndo houve nenhuma alteracdo significativa do feto e de seus
orgdos reprodutores.

Por meio da caracterizacdo do 6leo de andiroba foi possivel se ter conhecimento de
sua composicao e das suas mais diversas propriedades fisico-quimicas (Tabela 1). Este
Oleo, extraido das sementes da espécie C. guianensis, ¢ composto por diversos acidos
graxos, sendo o acido oléico, este insaturado, encontrado em maior porcentagem (Tabela
1) (COSTA-SILVA et al., 2008 e 2007). Possui um grande potencial medicinal, repelente e
pesticida relatado na literatura devido aos limonodides (Figura 11) anteriormente citados,
que perfazem de 2 a 5 % de sua composi¢ao total (KLIMAS, et al., 2007; BOUFLEUER,
2004).

SARRIA et al. (2007), fazendo uso de um ensaio bioldgico com lagarta-do-cartucho-
do-milho e formiga cortadeira, com a utilizagdo dos limonoides 7-desacetoxi-7-
oxogedunina, 6-a-acetoxigedunina e o angolensato de metila, que foram isolados do 6leo
de andiroba, observaram que a substancia 7-desacetoxi-7-oxogedunina, apresentou
atividade inseticida nas larvas da praga do milho enquanto que o composto angolensato de
metila mostrou atividade inseticida frente a operarias da formiga cortadeira. A mortalidade
registrada foi de 88% frente a dieta controle. Logo, estas substancias realmente apresentam
potencial promissor no controle de pragas em geral.

Portanto, o 6leo de andiroba tem sido empregado, em sua forma pura ou na forma de
emulsdo, para as aplicagdes requeridas (COSTA-SILVA et al., 2008 ¢ 2007; FERRARI, et

al., 2007; MIOT et al., 2004). O uso deste 6leo na forma encapsulada como um sistema de
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liberagdo modificada de seus ativos pode se apresentar como uma alternativa nova, quando
0 objetivo consiste na protecdo do mesmo aos possiveis processos de oxidagdo ou na

liberacao gradual dos principios ativos.

O]

(2) R] =H; R2=OAC; R3=H
B)R;=0Ac; R, =0Ac; R3=H
@R =H;R;=R3=0

Figura 11: Estrutura de alguns limondides presentes no 6leo de andiroba: (1)1753- hidroxiazadiradiona; (2)
gedunina; (3) 6a-acetoxigedunina; (4) 7-desacetoxi-7-oxogedunina e (5) xilocensina k.
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TABELA 1
Caracteristicas fisico-quimicas e composicdo de 4cidos graxos no 6leo de andiroba
Caracteristicas Valores
Densidade a 15°C (g/cm’) 0,923 - 0,934
Densidade a 25°C (g/cm?) 0,930 — 0,941
Ponto de Fusao inicial (°C) 22
Ponto de Fusao completo (°C) 43
Ponto de Solidifica¢ao inicial (°C) 19
Ponto de Solidificagdo completo (°C) 5
indice de Todo 58 -76
indice de Acidez 10 -20
Acidos Volateis (%) 0,8
Acido Miristico (%) 17,9 18,1
Acido Palmitico (%) 9,3-12,4
Acido Oléico (%) 56,4 — 59
Acido Linoléico (%) 49-92

Fonte: Boufleuer (2004)

3.6. Sistemas de liberacao modificada de moléculas bioativas

Nos ultimos anos, tem sido intensa a busca por sistemas de liberacao modificada de
moléculas bioativas em geral (A e B-POLETTO et al., 2008; PEREZ et al., 2000;
ALLEMANN et al., 1998). Sabe-se que a liberagio modificada compreende trés tipos: a
sustentada, vetorizada ou controlada dos ativos.

A intensa busca por estes sistemas ¢ devido ao desenvolvimento de formulagoes, as
quais podem ser utilizadas nas industrias agricola, alimenticia, farmacéutica ou cosmética,
que permitam a liberagdo modificada de principios ativos. Este tipo de formulagdo pode ser

usada para atingir sitios especificos, com a finalidade de reduzir efeitos colaterais como
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toxicidade de certos medicamentos, ou para aumentar a eficacia do tratamento terapéutico.
Podem, ainda, ser aplicadas para o mascaramento de sabores ou odores ou ainda para a
redugdo na concentracao de ativos utilizados (SCHAFFAZICK et al., 2003 ¢ 2002; SILVA
et al.,2003).

Os processos micro/nanotecnolégicos vém sendo aplicados, principalmente, na
industria farmacéutica e cosmética porque tornam mais eficiente a veiculagdo de moléculas
bioativas no organismo, bem como facilita a penetragdo desses compostos nas camadas
mais profundas da pele, potencializando o efeito dos produtos. Para os farmacos ja existem
muitos estudos publicados. Por outro lado, ja no campo dos cosméticos as informagdes sao
mais restritas, o que pode ser explicado por este uso mais recente (NEVES, 2008;
SCHMALTZ et al., 2005). A aplicacao da nanotecnologia no controle de pragas urbanas ¢
muito incipiente, constituindo-se em um vasto campo a ser explorado.

Sabe-se que esses tipos de liberagdo, descritos anteriormente, s6 sdo possiveis por
meio de vetores que permitam este controle. Dentre os vetores que apresentam esta fungao,
destacam-se as microparticulas e os sistemas coloidais, compreendendo as nanoparticulas e
as lipossomas (ABDELWAHED et al., 2006; SCHAFFAZICK et al., 2003).

O processo tecnologico responsavel pela producdo de micro/nanoparticulas ¢é
conhecido como micro/nanoencapsulacdao. Este consiste em envolver, com um fino filme
de uma matriz qualquer, pequenas goticulas de uma certa substancia ativa, sendo esta
chamada de ntcleo (GHARSALLAOUI et al., 2007). Segundo GIUNCHEDI e CONTE
(1995), o processo de nano/microencapsulacdo, para ser considerado ideal, tem que
apresentar como caracteristicas: simplicidade, reprodutibilidade, rapidez, facilidade em
transpor a escala industrial, além de ser pouco dependente das caracteristicas de
solubilidade do principio ativo e da matriz encapsulante em questao.

As micro/nanoparticulas formadas por meio deste processo podem ser de dois tipos:
micro/nanocapsulas e micro/nanoesferas (Figura 12). Nas micro/nanocapsulas o nucleo,
composto pela substancia ativa, apresenta ao seu redor um involucro da matriz utilizada na
encapsulacdo. Por outro lado, nas micro/nanoesferas o principio ativo encontra-se disperso,
seja por retencdo ou adsorcao a matriz (SCHAFFAZICK et al., 2003; SILVA et al., 2003).
Além dessa classificagdo, as micro/nanoparticulas podem, ainda, ser classificadas em
capsulas mono ou polinucleares e esferas hetero ou homogéneas. Nas mononucleares o
principio ativo estd na forma de um Unico nucleo envolto pela matriz utilizada no processo,

enquanto que, nas polinucleares, o ativo esta subdividido em véarios nucleos cercados pela
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matriz. Nas esferas heterogéneas o material de nucleo encontra-se suspenso de forma nao
homogénea na matriz enquanto que, nas esferas homogéneas, a substancia ativa esta
dissolvida em seu estado molecular na matriz utilizada. Existem outros dois sistemas que
sdo incluidos na classificagdo de microparticulas, apesar de ndo satisfazerem a defini¢ao
verdadeira das mesmas. Estes s3o as lipossomas (semi-sélido) e as emulsdes lipidicas

(liquido) (SILVA et al., 2003).

microcapsulas microesferas

mononuclear polinuclear heterogénea homogénea

® @ &) O

U5 Principio ativo

Polimero

Figura 12: Tipos de nano/microparticulas poliméricas (Fonte: SILVA et al., 2003).

Segundo a literatura, a definigdo valida para vetores microparticulados ¢ a de que sao
pequenas particulas solidas e de morfologia esférica, com tamanhos variando entre 1 e
1000 pm. Por outro lado, as nanoparticulas apresentam diametro que varia entre 10 ¢ 1000
nm, além de serem solidas e esféricas (SILVA et al., 2003; SCHAFFAZICK et al.,2003 ¢
2002; SOPPIMATH et al., 2001).

O desenvolvimento de vetores nano/microparticulados poliméricos como carreadores
de moléculas bioativas tem sido foco de estudo dos pesquisadores em todo mundo (A e B-
POLLETO et al., 2008; WANG et al., 2007, SCHAFFAZICK et al.,2002; SOPPIMATH et
al.,2001).

Os sistemas poliméricos de liberacdo modificada de fArmacos e de outros compostos
ativos tém despertado o interesse no meio cientifico devido a duas caracteristicas de

extrema importancia que os polimeros utilizados na obtencdo destes sistemas devem
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apresentar: biocompatibilidade e biodegradabilidade (HUANG et al., 2009; A e B-
POLETTO et al., 2008; A e B-PICH et al., 2006; SENDIL et al., 1999).

Gragas a essas propriedades peculiares, € possivel desenvolver micro/nanoparticulas
poliméricas contendo farmacos que, quando inseridas no corpo humano, como forma
terapéutica, ndo causam toxicidade as células, tecidos e orgdos, além de degradar-se em
produtos atoxicos que sdo facilmente metabolizados e eliminados pelo nosso organismo
(HUANG et al., 2009; SOPPIMATH et al., 2001). O desenvolvimento de vetores
micro/nanoparticulados poliméricos, como sistemas de liberagdo modificada de produtos
naturais (6leos vegetais com atividade inseticida comprovada, por exemplo) ¢ uma
alternativa promissora e incipiente para promover o controle de populagdo de pragas em
geral, sem causar contaminagdo ambiental e toxicidade aos organismos nao-alvos.

No entanto, a encapsulacdo polimérica de oleos, em geral, ¢ bastante utilizada na
industria alimenticia como forma de prevenir a oxidagdo de seus constituintes, a perda de
compostos volateis presentes em sua composi¢do, além de poder controlar a liberagdo de
aromas que alguns desses Oleos apresentam, os Oleos essenciais (AHN et al., 2008;
TEIXEIRA e DURAN, 2007; SUAVE et al., 2006, HEINZELMANN e FRANKE, 1999;
ABURTO et al., 1998). Além disso, a encapsulacdo também ¢é muito usada na érea
farmacéutica como sistemas de liberagdo modificada de farmacos lipofilicos com a
finalidade de dissolver ou suspender os mesmos (POHLMANN et al., 2008; MULLER et
al., 2004; SCHAFFAZICK et al., 2003; MANDAL et al., 2001; GUTERRES et al., 1995).
Até o momento sdo poucos os estudos que visam encapsular 6leos para fins de controle de

pragas e de repeléncia natural (MAJI et al., 2007).

3.7. Polimeros como sistemas de liberacao de ativos

Os polimeros utilizados na confec¢do de sistemas de liberagdo modificada de
moléculas bioativas podem ser de duas origens: natural ou sintética. Dentre os naturais
usados, podem ser citados os polissacarideos, tais como a quitosana, a gelatina e o amido e,
dentre os sintéticos, podem ser citados os poliésteres e os acrilicos (MANO e MENDES,
2004).

Nos ultimos anos tem aumentado o interesse nos polimeros biodegradaveis e
biocompativeis, como sistemas de liberagdo controlada de ativos, por varias razdes, como a
preocupagdo ambiental e o maior potencial terapéutico associado a estes polimeros, sem

causar efeitos colaterais em nosso organismo (A e B-PICH et al., 2006). No entanto, o alto
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custo dos polimeros biodegradaveis em compara¢do aos polimeros convencionais de base
petroquimica, atualmente constitui um problema a ser resolvido (LEMES, 2005; ROSA et
al., 2002 e 2001). Varios polimeros vém sendo amplamente utilizados na obtencdo de
vetores micro/nanoparticulados como carreadores de drogas. Dentre os usados, destacam-
se os poliésteres: poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato)(PHBYV), poli(e-caprolactona)
(PCL), poli(acido latico) (PLA) e seu copolimero com écido glicdlico, o poli(acido latico-
co-acido glicolico) (PLGA) (A e B-POLETTO et al., 2008; MAINARDES et al., 2006; A
e B-PICH et al., 2006; PEREZ et al., 2000). Alguns polimeros ndo biodegradaveis e
biocompativeis podem também ser utilizados, embora com menor freqiiéncia. Os
poli(acrilatos) (Eud L 100, S 100) sdo exemplos (ROSA et al., 2001).

Os poliésteres, neste contexto, vém sendo amplamente estudados pois sdo facilmente
degradados, por meio de simples reacao de hidrolise que pode ocorrer nas ligagdes ésteres
de suas cadeias poliméricas (Figura 13). Isto significa que eles podem ser degradados em
presenca de fluidos corporais e os produtos resultantes da degradacdo podem ser
reabsorvidos pelo nosso organismo ou at¢ mesmo metabolizados e eliminados
(LUCCHESI, 2006; MAINARDES et al., 2006). No meio ambiente, suas cadeias
poliméricas sao facilmente hidrolisadas pela acdo de fungos e bactérias (SQUIO e

ARAGAO, 2004; ROSA e PANTANO, 2003).
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Figura 13: Reagdo de hidrélise que ocorre nos poliésteres: mecanismo.

Dos poliésteres mencionados os poli(hidroxialcanoatos) (PHA’s) sdo polimeros
alifaticos, lineares e hidrofobicos, da classe dos poliésteres dos poli(hidroxiacidos), que
vém sendo bastante usados na drea médica e farmacéutica. Eles tém sido muito utilizados
como sistemas de libera¢do controlada de farmacos, em suturas cirirgicas, em peles
artificiais, além de substrato para crescimento de tecidos (engenharia de tecidos)
(LUCCHESI, 2006; MAINARDES et al., 2006; NODA et al., 2005; HOROWITZ e
SANDERS, 1994). Sdo polimeros de origem natural, produzidos por cepas bacterianas

puras e utilizados por elas como reserva de carbono e energia, deposito este encontrado no
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meio intracelular (MISRA et al., 2006; A e B-PICH et al., 2006; SALEHIZADEH ¢ VAN
LOOSDRECHT, 2004; HOROWITZ e SANDERS, 1994). Estes polimeros acumulam-se
no meio intracelular, na forma de granulos (Figura 14), de bactérias das seguintes espécies:
Alcaligenes latus, Azotobacter vinelandii, Pseudomonas oleovorans e culturas bacterianas
puras recombinantes de Alcaligenes eutrophus e Escherichia coli (SALEHIZADEH e
VAN LOOSDRECHT, 2004). O tipo de poliéster produzido depende da cepa bacteriana e
do substrato utilizado (A e B-PICH et al., 2006; SALEHIZADEH ¢ VAN LOOSDRECHT,
2004). A velocidade de degradagdo dos PHA’s varia de acordo com suas propriedades

(WANG et al., 2004).

Figura 14: Fotomicrografia de bactérias contendo PHA’s (Fonte: LUCCHESI,2006).

O primeiro PHA descoberto foi o poli(3-hidroxibutirato) (PHB), um homopolimero
derivado do acido 3-hidroxibutirico(LEMES, 2005; HOROWITZ e SANDERS, 1994).
Mais tarde, foi isolado e identificado de cepas bacterianas puras um segundo polimero com
propriedades fisico-quimicas semelhantes ao PHB. Um copolimero derivado de dois
hidroxiacidos diferentes, que ficou conhecido como poli(3-hidroxibutirato-co-3-
hidroxivalerato) (PHBV) (LEMES, 2005).

Apesar de apresentar caracteristicas fisico-quimicas parecidas com o PHB, o PHBV
tem atraido maior interesse pelo fato de suas melhores propriedades mecénicas e fisicas
quando comparadas com as propriedades do homopolimero (LEMES, 2005; SQUIO e
ARAGAO, 2004).
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O PHBYV (Figura 15) ¢ um copolimero termoplastico, biodegradavel, biocompativel e
semicristalino de cadeia linear, apresentando, em maior propor¢ao, unidades de
hidroxibutirato, possui ponto de fusdo menor, maior flexibilidade, menor grau de
cristalinidade e maior resisténcia a ruptura que o homopolimero PHB. Sabe-se que o
aumento na por¢do de hidroxivalerato em suas cadeias proporciona a melhoria em suas
propriedades mecanicas e fisicas quando comparadas com o PHB, proporcionando um
melhor processamento térmico do PHBV, o que o torna mais atrativo industrialmente
(LEMES, 2005; SQUIO e ARAGAO, 2004; ROSA et al., 2002).

Portanto, pelo fato de ser um polimero biodegradavel e biocompativel, o PHBV tem
sido amplamente utilizado em sistemas de liberagdo modificada de moléculas bioativas, em
procedimentos cirurgicos, na engenharia de tecidos e implantes (KE et al., 2009; LIU et
al., 2009; FARAGO et al., 2008; KOSE et al., 2005; GURSEL et al., 2001; SENDIL et al.,
1999). A sua baixa velocidade de degradacdo, comparada com a dos demais polimeros
biodegradaveis existentes torna seu uso apropriado na engenharia de tecidos e implantes
(LUCCHESI, 2006; MAINARDES et al., 2006, LEMES, 2005; HOROWITZ e
SANDERS, 1994).
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Figura 15: Formula estrutural do PHBV (Fonte: LEMES, 2005).

3.8. Emulsoes e suas aplicacoes

Como forma de testar as propriedades inseticidas, relatadas anteriormente, do extrato
vegetal de C. guianensis, em pragas agricolas, surge o interesse pelas emulsdes.

As emulsoes (Figura 16) sdo sistemas compostos por duas fases liquidas e imisciveis,
nas quais um dos liquidos estd disperso de maneira uniforme no outro. Esta uniformidade
consiste em dizer que as goticulas do liquido disperso no outro apresentam didmetros
iguais, em sua grande maioria. O liquido que est4 disperso em pequenas gotas ¢ conhecido

como fase dispersa, interna ou descontinua, enquanto que o segundo liquido ¢ chamado de
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fase de dispersdo, externa ou continua (PRISTA et al., 2003; ZANIN et al., 2002 e 2001;
GENNARO, 2004; VOIGT, 1982).

Figura 16: Microscopia o6tica de uma emuls@o (Fonte: ZANIN et al., 2002).

Sabe-se que esses sistemas sdo termodinamicamente instaveis devido a sua grande
energia superficial que € resultante da combinacgdo de tensdo na interface, da grande éarea
de superficie da fase dispersa e da diferenca de densidade entre os dois liquidos que
constituem as fases.

Desta forma, para conseguir confeccionar emulsdes estdveis ¢ necessario adicionar
excipientes conhecidos como agentes emulsificadores ou tensoativos. Uma emulsdo estavel
¢ definida como um sistema que consegue manter, de maneira homogénea, suas goticulas
ou glébulos na fase continua.O tensoativo, neste caso, ¢ responsavel por manter um filme
entre as fases (entre as goticulas e a fase externa), exercendo assim uma barreira fisica que
impede a coalescéncia que pode ser definida como a juncdo, a unido de duas ou mais
goticulas. Caso este filme possua cargas, ¢ considerado que o agente emulsificador exerce,
portanto, uma barreira quimica.

Os agentes emulsificadores podem ser divididos em trés classes: agentes
emulsificadores naturais, s6lidos finamente divididos e agentes emulsificadores sintéticos.
Dentre as classes, a mais efetiva a ser utilizada no preparo de emulsdes ¢ a ultima citada
pois as suas moléculas possuem propriedades tanto hidrofilicas quanto hidrofobicas,

conhecidas como moléculas anfifilicas. Estes tensoativos sintéticos possuem propriedade
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anfifilica descrita pelo valor do balango hidrofilico-lipofilico (BHL) ou também conhecido
como equilibrio hidrofilo-lipofilo (EHL) (GENNARO, 2004).

O EHL ou BHL representa um sistema de classificacdo dos tensoativos, tendo
como base os parametros de solubilidade desses compostos em solventes polares
e/ou apolares. Quanto maiores os valores de EHL do tensoativo, mais hidrofilica ¢ a
molécula. Os agentes emulsificantes podem ser usados isoladamente, mas o sdo
preferencialmente utilizados aos pares, combinados. Emulsificadores com valores de EHL
ou BHL que variam de 8 a 16 tendem a formar uma emulsdo do tipo 6leo em agua (O/A),
enquanto que tensoativos com valores na faixa de 3 a 8 tendem a formar uma emulsao dgua
em 6leo (A/O) (ZANIN et al., 2002)

Um outro excipiente que geralmente ¢ adicionado as emulsdes, como forma de
manter a estabilidade, sdo os conservantes, que podem ser acrescentados tanto na fase
aquosa como na oleosa. Segundo a literatura, a por¢ao aquosa ¢ a principal responsavel em
favorecer o crescimento de microorganismos, embora isto ocorra na por¢ao oleosa, com
menor freqliéncia. A escolha do conservante sempre deve levar em consideracdo a
aplicacdo da preparacdo e as possiveis incompatibilidades entre o conservante e
constituintes das emulsdes.

E sabido, também, que a preparagdo de emulsdes envolve uma certa necessidade em
aplicar ao sistema que se quer obter, uma certa quantidade de energia com a finalidade de
formar a interface entre as duas por¢des. Um trabalho adicional tem que ser realizado, por
meio de agitacdo manual ou mecénica para promover movimentagao do sistema e superar a
resisténcia ao fluxo. Além disso, aquecimento (calor) ¢ algumas vezes fornecido para
fundir so6lidos serosos e, também, reduzir a viscosidade da por¢do oleosa. Logo, as
preparacdes em grande escala necessitam de grande quantidades de energia, tanto para
solubilizagdo como para a mistura, o que eleva o custo do método de preparo.

Ha dois tipos de emulsdes: as simples e as multiplas. Dentre as emulsdes simples
tem-se a 6leo em agua (O/A) e a 4gua em Oleo (A/O). Por outro lado, entre as multiplas,
existem as O/A/O e as A/O/A. Na O/A/O a fase aquosa fica entre duas fases oleosas,
enquanto que nas A/O/A as fases aquosa interna e externa sdo separadas por uma fase
oleosa. Esta ¢ uma recente inovagdo no preparo de emulsdes pois a fase dispersa contém
goticulas ainda menores do que as que sdo misciveis na fase continua.

O tipo de emulsdo formada entre as simples, vai depender, em grande parte, da razao

fase-volume. Quer dizer que quanto maior o volume da fase aquosa, por exemplo, com
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relacdo a fase oleosa, maior serd a chance de obter uma emulsdo do tipo 6leo em agua
(O/A), em que a por¢do aquosa sera externa ou continua.

O grande interesse neste tipo de formulagdo na area farmacéutica consiste em tornar
alguns Oleos minerais e vegetais, com propriedades terapéuticas e nutritivas, mais
palataveis, aumentando, de maneira consideravel a aceitacdo do paciente a formulagdo. E
possivel, por meio de emulsdes, administrar simultaneamente substincias imisciveis por
via oral, topica ou, at¢ mesmo, parenteral (GENNARO, 2004).

Os oleos, quando estdo na forma de pequenas goticulas, possuem uma absor¢do
aumentada como também a absor¢cdo de alguns farmacos ¢ aumentada, quando sdo
preparados na forma de uma emulsdo O/A (GENNARO, 2004). Portanto, as emulsdes
oleosas sdo amplamente utilizadas na area farmacéutica e cosmética mas, at¢ o momento,
ndo ha muitos estudos que empregam este tipo de tecnologia no combate as pragas

agricolas que acometem as diversas culturas existentes.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Reagentes e solventes

Os reagentes utilizados neste trabalho foram os inseticidas sintéticos contendo os
ativos Abamectina (Vertimec)(acaricida sintético), Imidacloprido e Beta-Ciflutrina
(Connect)(inseticida sintético), metilparabeno (Nipagin M) (VETEC, Rio de Janeiro,
Brasil), poli(alcool vinilico) (PVAI) (M, 130.000 g.mol', 86,7-88,7 mol% de hidrolise,
Sigma-Aldrich), poli(hidroxibutirato-co-valerato) (PHBV) (M, = 130.000 g/mol,
Biocycle® L 110, PHB INDUSTRIAL, Serrana, Brasil), o propilparabeno (Nipasol P)
(VETEC, Rio de Janeiro, Brasil), Span 60 (Henrifarma produtos quimicos e farmacéuticos
Ltda, Sao Paulo, Brasil), Tween 80 (Henrifarma produtos quimicos e farmacéuticos Ltda,
Sao Paulo, Brasil). O o6leo vegetal proveniente da espécie de arvore conhecida como
Carapa guianensis Aublet foi fornecido pela Buriti Comercial Ltda, Sdo Paulo, Brasil. Os
padrdes dos limonoides 6a-acetoxigedunina e gedunina foram gentilmente fornecidos pela
Profa Dra Maria Fatima das Gragas Fernandes da Silva (UFScar). O brometo de potassio
(KBr) foi de grau espectroscopico (ALDRICH Co., St. Louis, Estados Unidos). Os
solventes usados foram cloroféormio P.A. (SYNTH, Diadema, Brasil), hexano destilado,

acetonitrila e tetrahidrofurano (THF) grau cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).
4.2. Equipamentos

Agitador mecanico (FISATOM equipamentos cientificos, modelo 713), balanca
analitica de prato unico, balanca termogravimétrica (NETZSCH Instruments, modelo TG
209 F1 Iris®), banho maria (QUIMIS, aparelhos cientificos Ltda), centrifuga para tubos
(JOUAN industries, modelo BR 4i), cromatografo liquido de alta eficiéncia com detector
UV-Vis (WATERS), difratometro de raio-X (SHIMADZU Co., modelo XRD-6000),
espectrofotometro de feixe duplo ultravioleta e visivel (UV-Vis) (SHIMADZU),
espectrofotometro na regido do infravermelho com transformada de Fourier (BIO-RAD
Laboratories, modelo Excalibur series FTS 3500GX), microscopico eletronico de
varredura, placa de agitagdo e aquecimento (CORNING, modelo PC-320), sistema de
calorimetria exploratéria diferencial (NETZSCH Instruments, modelo Netzsch DSC 203
F1), sistema de medicdo da dispersdo granulométrica (Granulometro a laser CILAS 1064,

do LAMIR-UFPR).
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4.3. Procedimentos experimentais

4.3.1. Preparo de emulsdes contendo 6leo de andiroba

Previamente ao preparo das emulsdes com oOleo de andiroba foi realizada a
determinagdo do equilibrio hidrofilo-lipéfilo (EHL) do 6leo de andiroba como ponto de
partida (Tabela 2), para descoberta da propor¢ao varidvel do par de tensoativos utilizados
no processo, que proporciona uma maior estabilidade para as emulsdes de 6leo de andiroba
preparadas. O EHL das emulsdes foi calculado de acordo com a literatura (ZANIN ef al.,
2002), em que ¢ realizada uma média ponderada dos valores de EHL individual dos
tensoativos utilizados e suas respectivas concentragdes. Emulsdes com o 6leo de andiroba
foram preparadas mantendo-se constante a quantidade de 6leo adicionada e misturando-se,

em proporcdes variaveis, o par de tensoativos Span 60 e Tween 80 (Tabela 2).

TABELA 2
Proporgdes de reagentes utilizados no preparo das emulsoes de 6leo de andiroba

Emulsao Span (g) Tween (g) Oleo (2) Agua (2)
1 4,0 1,0 10 85
2 3,5 1,5 10 85
3 3,0 2,0 10 85
4 0,0 5,0 10 85

O método utilizado no preparo destas emulsdes, neste estudo, foi o de misturar
ambas as fases (aquosa e oleosa) apds aquecer cada uma. Este consiste em adicionar, na
fase oleosa, os agentes emulgentes e os compostos soluveis em 6leo e adicionar, na fase
aquosa, os componentes hidrossoltiveis. Em ambas as fases, um conservante foi
adicionado: o Nipagin foi sempre usado na concentragdo 0,2% (m/m) enquanto que o
Nipasol foi utilizado na concentragdo 0,05% (m/m). Portanto, para o preparo de uma
emulsdo a 10% (m/m) de o6leo, por exemplo, foi adicionado, em um béquer, o dleo vegetal
de Carapa guianensis (10,0g), o tensoativo monoestearato de sorbitano (Span 60) (3,0g) e
o Nipasol (0,05 g) . Em outro béquer, foi adicionado 4dgua destilada (85,0g), o monooleato
de sorbitano (Tween 80) (2,0g) e Nipagin (0,2g). As fases aquosa e oleosa foram

aquecidas, simultaneamente, a uma temperatura de 75°C, com auxilio de banho-maria para
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completa solubilizacdo de todos os seus constituintes. Apds solubilizacdo dos
componentes, a fase aquosa foi vertida sobre a fase oleosa e a mistura foi agitada
manualmente com auxilio de bastdo de vidro por cerca de 10 minutos ainda sob
aquecimento em banho-maria. Apds ser removida do banho-maria, a mistura ainda foi
agitada manualmente até atingir a temperatura ambiente, com a finalidade de promover a
estabilidade (PRISTA et al., 2003; ZANIN et al., 2001; GENNARO, 2004; VOIGT, 1982).

Emulsoes a 1% (m/m), 2% (m/m) e 5% (m/m), para posteriores testes em laboratorio
com pragas agricolas, previamente selecionadas, foram preparadas por meio de diluigdes
realizadas da emulsdao a 10% (m/m) de o6leo de andiroba na descrita anteriormente,

considerada a mais estavel dentre todas as preparadas.

4.3.2. Avaliacao organoléptica e testes de estabilidade das emulsodes estaveis

As emulsdes estaveis, sem separacdo de fases, foram avaliadas por meio de suas
caracteristicas organolépticas (estabilidade fisica), levando-se em consideragdo parametros
fisicos como aspecto ou aparéncia das emulsdes. Este estudo tem por objetivo observar o
comportamento do produto final no periodo, pelo menos de um ano, para determinar o
prazo de vida util (shelf-life) do mesmo (ZANIN et al., 2001). As emulsdes estaveis
desenvolvidas neste trabalho foram avaliadas por trés meses. Dentre as caracteristicas
avaliadas foram consideradas: homogeneidade (sem separacdo de fases), brilho, macio
(sem aspecto fibroso), fino (fluida, ndo grossa) e opacidade.

Foram realizados testes de estabilidade normais a longo prazo e acelerados de curto
prazo. Tanto para os testes de estabilidade normais quanto para os acelerados, a
embalagem final adotada foi a de vidro a fim de evitar processos oxidativos nas emulsdes.
Todos os testes foram feitos em triplicata e apds 24 horas do preparo de todas as
formulacdes, periodo este necessario para que o sistema seja considerado estavel (sem

separacao de fases).

4.3.2.1.Testes de estabilidade normais a longo prazo

Nos testes de estabilidade normais, 3 frascos de vidro foram postos em ambiente sob
a direta acdo solar, 3 frascos em ambiente com sol indireto ¢ 3 em ambiente escuro. O teste
para ambiente com sol indireto foi realizado no interior do laboratério de pesquisa, ou seja,
ambiente interno em que a luminosidade, natural ou artificial, atinja o ambiente escolhido

de forma indireta. Por outro lado, o teste em ambiente escuro utilizado foi realizado em
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uma caixa escura sem luminosidade. Todo dia, durante trés meses, os frascos foram
observados, com exce¢do dos que permaneceram em ambiente escuro, € as caracteristicas

desejaveis, citadas acima, foram observadas.

4.3.2.2.Testes de estabilidade acelerados a curto prazo

Nos testes de estabilidade acelerados, 3 frascos de vidro foram postos em estufa a
50°C por 24 horas, 3 frascos de vidro, contendo pequenas quantidades de emulsdes do 6leo
de andiroba foram colocados em geladeira a 10°C durante 24 horas e 3 frascos foram
submetidos a centrifugacdo durante 50 minutos a 3500 rpm. Decorrido o tempo requerido,

as caracteristicas escolhidas para serem avaliadas, foram observadas.

4.3.3. Caracterizacio das emulsdes por microscopia dtica

A avaliacdo da estabilidade das emulsdes estaveis, apds seu preparo, de extrato
vegetal de C. guianensis foi realizada por meio de microscopia 6tica (ZANIN ef al., 2002).
As emulsdes do 6leo de andiroba foram espalhadas sobre uma ldmina de vidro e, em
seguida, uma laminula foi posta sobre o material. Para visualizagdo das amostras foi
utilizado um microscopio otico Olympus, com lente objetiva de 40x. O registro das
imagens ocorreu pela utilizagdo de uma camera fotografica Sony. As emulsdes foram
analisadas por microscopia otica logo apds transcorridas 24 horas do seu preparo e apos o

terceiro meés.

4.3.4. Aplicacdo das emulsdes

As populagdes de pragas agricolas que foram utilizadas nos bioensaios com as
emulsdes diluidas do dleo de andiroba, foram as de acaros-rajados (Tetranychus urticae) e
percevejos-marrom (Euchistus heros). Os éacaros-rajados foram coletados em infestagcdes
naturais em hortalicas e demais culturas que este tipo de praga acomete, enquanto que os
percevejos foram coletados em infestagdes naturais em plantagdes de soja, cultivadas em
campo, no Departamento de Agronomia da Universidade Estadual de Londrina (UEL), em
Londrina, PR.

Foram colocados seis insetos de cada populagdo de pragas, em placa de Petri, ¢ em
seguida, as emulsdes diluidas e demais solugdes foram aplicadas com pulverizador
constituido de um aplicador (caneta para pintura) acoplado a um compressor de ar para

laboratorio (0,2 mL de cada solucdo). As emulsdes do 6leo de andiroba (6leo comercial)
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foram avaliadas em diferentes concentracoes (1,0; 2,0 ¢ 5,0% (m/m)). Vertimec 0,3 %
(V/V), cujo ingrediente ativo Abamectina (Figura 17), foi o controle positivo para os
bioensaios com 4caros-rajados, enquanto que o Connect 0,2% (V/V), cujos ingredientes
ativos Imidacloprido (Figura 18a) e Beta-Ciflutrina (Figura 18b), foi o controle positivo
para os percevejos-marrom da soja. O controle negativo das emulsdes e a dgua destilada

foram utilizados como testemunha negativa.
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Figura 17: Formulas estruturais dos componentes que constituem o ingrediente ativo abamectina (Fonte:
ANVISA).
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Figura 18a: Férmula estrutural Imidacloprido Figura 18b: Formula estrutural Beta-Ciflutrina

(Fonte: ANVISA). (Fonte: ANVISA).

Ap0s as pulverizagdes, as placas de Petri contendo os insetos - alvos foram fechadas

com filme plastico de PVC laminado, perfurado com alfinete para permitir a aeragdo, e
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mantidas em laboratdrio a temperatura de 25°C, com umidade relativa de 70 + 10% durante
24 horas.

Foram utilizados, nos bioensaios, oito tratamentos em duplicata, com cada ensaio
constituido de seis insetos, para cada praga agricola.

As avaliagdes de mortalidade das pragas foram realizadas por 24 horas, apés a
pulverizacdo, ocasido em que também foi registrado e retirado o nlimero de insetos mortos
oriundos de adultos tratados. Os resultados foram submetidos a andlise pelo teste
estatistico Friedman pois os dados ndo tinham uma distribui¢do normal dos erros,

utilizando, desta forma, a estatistica ndo-paramétrica no programa Biostat.

4.3.5. Preparo de microparticulas poliméricas contendo extrato vegetal de Carapa
guianensis (0leo de andiroba), formuladas pelo método de emulsdo simples e
evaporacio do solvente orgianico, a partir do polimero poli(hidroxibutirato-co-

hidroxivalerato) (PHBYV)

Uma solugdo de PHBV em cloroférmio 5% (m/V) (correspondendo, em massa, a 2g)
(40mL) foi previamente preparada e o dleo vegetal de Carapa guianensis (0,600g ) foi
adicionado, para posterior adi¢do, sobre uma solucdo aquosa de PVAI a 2% (m/V)
(correspondendo, em massa, a 4g) (200mL), sob agitacdo mecéanica de 3000 rpm por 5
minutos, a uma temperatura de 35°C.

Com a formacao de uma emulsado estavel (auséncia de separagdo de fases), o solvente
organico (cloroférmio) foi evaporado totalmente em capela sob agitagdo de 800 rpm de 4 a
7 horas. A suspensdo de microparticulas poliméricas formada foi centrifugada em 3500
rpm por 15 minutos e, em seguida, o sobrenadante foi armazenado em frascos separados e
as microparticulas poliméricas foram lavadas duas vezes com agua destilada para retirada
do residuo de PVAIL Apos cada lavagem, as amostras foram sendo centrifugadas a 3500
rpm durante 10 minutos, com posterior elimina¢do da dgua residual. As microparticulas
foram secas em placas de Petri sob temperatura ambiente, para a posterior caracterizagao e
calculo de rendimento. Segundo este mesmo procedimento foram preparadas
microparticulas poliméricas contendo 30%, 50% e 70% de 6leo em relagdo a massa de

PHBV (2g) (Tabela 3).
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TABELA 3
Formulagdes de microparticulas poliméricas preparadas, segundo o método de emulsdo simples e evaporacao
do solvente organico, sem 6leo (MP1) e contendo 6leo (MP2, MP3, MP4).

Formulagoes preparadas Oleo (%) (m/m)
MP1(controle) 0
MP2 30
MP3 50
MP4 70

4.3.6. Preparo de misturas fisicas entre o PHBV e o0 6leo de andiroba

As misturas fisicas (MF) foram confeccionadas nas seguintes propor¢des: 10mL de
solucao de PHBV em cloroférmio a 5% (m/V) (referente a massa de 0,5g de polimero) e
0,15g (MF1), 0,25g (MF2) e 0,35g (MF3) de 6leo de andiroba. As propor¢des foram feitas
com base nas formula¢des das microparticulas poliméricas preparadas anteriormente. O
preparo das misturas fisicas consistiu em adicionar a trés béqueres 10mL de solucdo de
PHBYV em cloroféormio a 5% (m/V) e, a cada béquer, adicionar quantidades crescentes de
oleo de andiroba (compreendendo 0,15g, 0,25g e 0,35g). A quantidade de 6leo adicionado,
no preparo das misturas fisicas, portanto, foi de 30%, 50% e 70% (m/m) em relacdo a
massa de polimero PHBV presente em cada formulacdo. As misturas foram vazadas em
moldes e deixadas ao ar, para perda do solvente por evaporacao. As misturas fisicas foram
designadas por MF1, MF2 e MF3 e todas foram caracterizadas pelas seguintes técnicas:
IVTF, DRX, CED, ATG-ATD e MEV.

Segundo este mesmo procedimento misturas fisicas foram preparadas utilizando-se
PHBYV puro (0,5g) (ndo estando em solucdo) e as respectivas massas de 6leo citadas acima
(0,15g, 0,25g e 0,35g). Assim como MF1, MF2 e MF3, as novas misturas fisicas
designadas como MF4 ( polimero puro), MF5 (30%), MF6 (50%) e MF7 (70%) de 6leo em

relagdo a massa de PHBV (0,5g), foram caracterizadas pelas técnicas aqui ja relatadas.
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4.3.7. Rendimento das formulacdes de microparticulas de PHBV

O rendimento das formulagdes de microparticulas MP1 (grupo controle), MP2, MP3

e MP4 foi determinado de acordo com a Equagao 1.

R Mmassa micropartic,ulas <100 (Equagdo 1)
massa (PHBYV + dleo)

4.3.8. Caracterizacio das microparticulas poliméricas de PHBV e das misturas fisicas

PHBV/oleo

4.3.8.1. Espectroscopia na regiao do infravermelho com transformada de Fourier
(IVTF)

As microparticulas poliméricas de PHBV carregadas com 6leo de andiroba, ndo
carregadas, o polimero PHBV puro e as misturas fisicas entre 6leo e polimero foram
avaliados por espectroscopia na regido do infravermelho entre 4000 cm™ e 400 cm™, em
pastilha de KBr, em equipamento Excalibur Series FTS 3500GX, Bio-Rad Laboratories, 32
scans/min, resolugdo de 4 cm™, no Departamento de Quimica (DQUI) da Universidade
Federal do Paran4d (UFPR). O 6leo de andiroba puro foi avaliado nas mesmas condigdes e

equipamento, em placa de KBr de alta pureza.

4.3.8.2.Difracao de raios — X (DRX)

As microparticulas poliméricas contendo 6leo de andiroba e sem o mesmo, bem
como o polimero PHBV puro e as misturas fisicas 6leo/polimero foram examinados em
difratometro de raios-X Shimadzu XRD-6000, scan de 2/mine20de 5 a 500, radiagao
Ko do cobre (A=1.5418A), corrente de 40 mA e voltagem 40 KV, para a observacdo de
picos indicativos de cristalinidade e de regides amorfas além de alteragdes na cristalinidade
do polimero PHBV puro (CANEVAROLO JR., 2004; SCHAFFAZICK et al., 2003). Estas
analises foram realizadas no Departamento de Quimica da Universidade Federal do Parana

(UFPR).

4.3.8.3.Calorimetria exploratoria diferencial (CED)

As analises das amostras de microparticulas contendo o6leo, sem o oleo, das

misturas fisicas entre PHBV ¢ 6leo ¢ do PHBV puro, por calorimetria exploratéria
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diferencial, foram feitas no Departamento de Quimica (DQUI) da Universidade Federal
do Parana (UFPR), em equipamento Netzsch DSC 203 F1 MAIA, a uma faixa de
temperatura de — 40 a 200 °C, com taxas de aquecimento e de resfriamento de 10
°C.min"', sob fluxo de nitrogénio de 50 mL.min"'. A programagio de temperatura foi
correspondente, primeiramente a uma rampa de aquecimento, partindo da temperatura
ambiente até¢ 200 °C; resfriamento de 200 °C a - 40 °C e, novamente, rampa de
aquecimento de — 40 até 200 °C. Para construcao das curvas e avaliagdo dos resultados, foi

utilizada a segunda rampa de aquecimento.

4.3.8.4.Analise termogravimétrica (ATG) e analise térmica diferencial (ATD)

As andlise termogravimétrica e a térmica diferencial das microparticulas de PHBV
contendo oOleo, sem o 6leo, das misturas fisicas entre o PHBV e o 6leo, do 6leo vegetal
de C. guianensis ¢ do PHBV puro foram realizadas no Laboratorio de Analise de
Minerais e Rochas (LAMIR) — UFPR. As andlises foram feitas em atmosfera oxidativa em
equipamento Netzsch TG 209, em uma faixa de temperatura de 30° C a 1000°C ou entre

30° C e 800° C.

4.3.8.5. Estudo morfolégico e de superficie por microscopia eletronica de varredura
(MEYV)

O estudo morfolégico e de superficie das microparticulas de poli(hidroxibutirato-co-
valerato) (PHBYV) carregadas com o extrato vegetal de Carapa guianensis € sem 0 mesmo
(grupo controle) e de todas as misturas fisicas preparadas, foi realizado por microscopia
eletronica de varredura (SCHAFFAZICK et al., 2003). As microparticulas de PHBV e as
misturas fisicas foram secas em estufa a vacuo a 40°C e fixadas em suporte metalico. Em
seguida, foram submetidas a metalizagdo com cobre no equipamento Balzers Sputtering
SCD-030. Para visualizagdo das amostras foi utilizado um microscopio eletronico de

varredura Jeol JSM 6360 LV, com voltagens de aceleracdao de 15 kV.
4.3.8.6. Analise granulométrica

A distribuicdo de tamanho (granulométrica) das microparticulas contendo o6leo de
andiroba e sem o mesmo (grupo controle) foi realizada no Laboratério de Analise de
Minerais e Rochas (LAMIR) — UFPR. As analises foram feitas em granulometro a laser
sendo que, para proceder as analises, foi necessario preparar dispersdes estaveis (turvas)

das microparticulas em agua deionizada, realizadas no préprio equipamento, com ajuda de
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ultrassom ativo durante 60 segundos. Para calibrar o aparelho foi adicionada agua
deionizada (branco). O equipamento opera sob uma faixa de detecgdo entre 0,04 ¢ 500 pum.
Para determinar a uniformidade de tamanho das formulag¢des (Span) foram usados os dados

obtidos nestas analises e a Equagao 2 abaixo.

Span = d (v,90%) —d (v,10%) / d (v,50%)  (Equacao 2)
Sendo que: d = diametro das microparticulas e v = volume analisado.

4.3.9. Controle de qualidade do éleo de andiroba encapsulado

Com a finalidade de confirmar a presenca dos limondides, substancias com provavel
acdo inseticida, na composicdo do 6leo de andiroba utilizado foi realizado um estudo
cromatografico do 6leo de andiroba puro e de alguns padrdes de limonoides fornecidos
pela Universidade Federal de Sdo Carlos (UFSCar). Foram preparadas solugdes em
tetrahidrofurano (THF) grau CLAE dos seguintes tetranortriterpenoides: gedunina e 6a-
acetoxigedunina na concentragdo de 1,0 mg. mL". Uma solugio do 6leo de andiroba puro
em THF foi preparada na mesma concentracdo. Todas as amostras foram filtradas em
membrana 0,45um. A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) foi realizada em
cromatografo da marca Waters com detector de fotodiodo (DAD). A coluna usada foi a X-
Terra C-18 de fase reversa, com Sum de tamanho de particula, comprimento de 250 mm e
4,6 mm de didmetro. A fase movel foi composta de acetonitrila:dgua na proporgdo de
70:30 (V/V), e esta foi previamente filtrada por meio de membrana de 0,45um e
desgaseificada em ultrassom. O fluxo mantido foi de 0,8 mL. min'l, em modo isocratico,
volume e injecao de 10uL a uma temperatura de 30°C. O detector foi utilizado em uma

faixa de 400 a 210 nm, na qual a aquisi¢ao dos picos foram em exatamente 214 nm.

4.3.10. Determinacio da eficiéncia de encapsulacio (%) do 6leo de andiroba: método

direto e indireto
4.3.10.1. Método direto

A eficiéncia de encapsulagdo (%) do 6leo de andiroba no interior das microparticulas
MP2, MP3 e MP4, foi determinada, por método direto, por meio de espectrofotometria na

regido do ultravioleta e visivel (UV-Vis) por medida do comprimento de onda maximo em
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245 nm da quantidade de 6leo encapsulado depois de realizada a extragdo do dleo das
microparticulas poliméricas (PEREZ et al., 2000).

100 mg das microparticulas contendo 6leo foram submetidas a extragdo com hexano
destilado (10 mL) em sistema de refluxo por meio de agitacdo magnética branda durante
24 horas. Decorridas as 24 horas, a suspensdo de microparticulas em hexano foi filtrada
por meio de filtro Millipore de nylon de 0,45 um. A solu¢do hexanica resultante foi
analisada por espectrofotometria na regido do ultravioleta - visivel (UV-Vis), na faixa de
600 a 190 nm, utilizando cubetas de quartzo de 1 cm de caminho 6tico. Para quantificacao
do ¢6leo foi necessario construir uma curva analitica utilizando seis solugdes do 6leo em
uma faixa de 1,0 — 8,0 mg. mL™"', em hexano destilado. Com os valores de absorvancia em
245 nm, obtido com as respectivas concentragdes, foi construida a curva analitica. A
concentracdo de 6leo presente nas solucdes resultantes da extracdo foi obtida conhecendo
os valores de absorvancia das mesmas. As concentragdes das solugdes na construgdo da
curva analitica foram determinadas de acordo com a quantidade tedrica de oleo de
andiroba presente em 100 mg de microparticulas poliméricas de PHBV. Por meio da
analise das solugdes, apos a extracao, foi possivel determinar a quantidade experimental de
0leo de andiroba encontrada em 100 mg de microparticulas. A partir destes valores
obtidos, foi determinada a porcentagem de encapsulagdo.

Estes resultados foram comparados com os obtidos pelo método indireto descrito a
seguir, no qual a eficiéncia de encapsulagdo foi determinada pela quantidade de 6leo nao

encapsulado determinado na fase aquosa externa (solu¢do aquosa de PVAl a 2% (m/V)).

4.3.10.2. Método indireto

A eficiéncia de encapsulacdo (%) do dleo de andiroba (Equacao 3) foi obtida para as
formulacdes MP2, MP3 e MP4 por método indireto, por meio da quantificacdo de 6leo
presente nos sobrenadantes armazenados (solugdo aquosa de PVAI), provenientes de cada
formulagdo. A determinacdo foi feita por espectrofotometria na regido do ultravioleta-
visivel (UV-Vis), em espectrofotometro (Shimadzu), na faixa de absorcao de 600 a 190
nm, utilizando cubetas de quartzo de 1 cm de caminho 6tico. Para a quantificacdo do 6leo
foi elaborada uma curva analitica utilizando cinco solugdes do mesmo em uma faixa de
0,016 — 0,13 g. L", em solugdo aquosa de poli(alcool vinilico) (PVAI) a 2% (m/V),

adotando os valores de absorvancia em 217 nm. A concentragdo do dleo presente nos
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sobrenadantes foi obtida conhecendo os valores de absorvancia dos mesmos. Por outro
lado, a massa de 6leo no interior das microparticulas poliméricas foi obtida determinando a
massa de 6leo presente em 200 mL de fase aquosa externa (sobrenadante) armazenada e

subtraindo a da massa conhecida de 6leo adicionada no preparo das formulagdes.

massa do oleo nas microparticulas 2100 (Equagdo 3)

Eficiéncia de encapsulagdo (%) = — -
massa inicial do 6leo

4.3.11. Estudo de liberacao in vitro do éleo de andiroba

As microparticulas poliméricas carregadas com o6leo de andiroba (100 mg) foram
colocadas em solugdo tampao fosfato (100 mL) de pH 5,6 contendo o tensoativo conhecido
como Tween 80 a uma concentragdo de 0,3% (m/V). A mistura contendo as
microparticulas com 6leo foi mantida sob agitagdo magnética constante a uma temperatura
de aproximadamente 35°C. Aliquotas (10 mL) foram retiradas em intervalos de 24 horas
durante 5 dias, as quais foram filtradas em filtro Millipore 0,45um de Nylon para reter as
microparticulas poliméricas presentes e a solugdo resultante foi analisada por
espectrofotometria na regido do ultravioleta e visivel (UV-Vis) na faixa de 600 a 190 nm,
com cubeta de quartzo de lcm de caminho Otico para determinagdo da quantidade de dleo
liberado a cada 24 horas. As determinagdes foram feitas em duplicata para cada
formulacdao de microparticulas MP2, MP3 e MP4, contendo 30%, 50% e 70% de oleo de
andiroba (m/m), respectivamente. Com a finalidade de manter constante o volume da
mistura de liberagdo, uma solugdo tampao fosfato (10 mL) pH 5,6 mais Tween 80 0,3%
(m/V) foi recolocada no recipiente utilizado neste estudo. Uma curva analitica foi
elaborada na faixa de 0,005 a 0,1 g de 6leo por 100 mL de tampao fosfato pH 5,6 mais
0,3% (m/V) de Tween 80 (MAJl et al., 2007).

4.3.12. Aplicaciao das microparticulas poliméricas de PHBYV contendo o dleo

4.3.12.1. Avaliacido da toxicidade das microparticulas frente as larvas do mosquito A.

aegypti

Larvas do mosquito 4. aegypti (20 larvas) (Figura 19) foram expostas a uma
concentragdo de 2,0 mg. mL"' em meio aquoso de microparticulas contendo 6leo de
andiroba em 4 réplicas (contendo 20 larvas), além do controle. As microparticulas

contendo o 6leo, designadas como MP2(30% de 6leo m/m), MP3(50% de 6leo m/m) e
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MP4(70% de 6leo m/m), foram colocadas em recipientes plésticos de capacidade de 300
mL contendo dgua mineral, num volume final de 100mL. Para o tratamento controle,
realizado também em 4 réplicas, uma parcela das larvas foi exposta apenas a agua mineral
(Figura 20). Estes foram acondicionados a 25°C, umidade relativa 80%, em camara
climatizada. A mortalidade das larvas foi verificada ap6s 24 horas de exposi¢ao ao produto
aplicado, seguindo-se os procedimentos recomendados pela Organizacdo Mundial da
Satde (OMS) (1992) na interpretacao dos padrdes de suscetibilidade para a populagao
estudada, verificagdo da resposta com a repeticdo do experimento e populacio resistente.
Estes bioensaios seguiram o modelo para analisar resisténcia de populacdes de A. aegypti
ao larvicida organofosforado Temefos (BESERRA et al., 2007).

Os bioensaios larvicidas de laboratorio foram conduzidos no Departamento de
Zoologia, no laboratdrio de Entomologia Médica e Veterinaria da Universidade Federal do

Parana (UFPR).

Figura 19: Larvas do mosquito Aedes aegypti.
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Figura 20: Esquema de bioensaio larvicida realizado para o Aedes aegypti com microparticulas contendo 6leo
de andiroba: MP2 (30% de 6leo m/m); MP3 (50% de 6leo m/m) e MP4 (70% de 6leo m/m).

4.3.12.2. Avaliacao da toxicidade frente a individuos adultos da aranha-marrom L.

intermedia

Para os testes de susceptibilidade e de avaliacdo preliminar da toxicidade do dleo de
andiroba encapsulado frente as aranhas-marrom foram utilizadas as microparticulas
poliméricas contendo o Oleo, suspendidas em 4gua destilada, sem uma concentragdao
previamente determinada. As microparticulas usadas nos procedimentos foram designadas
como MP2 (30% de 6leo m/m); MP3 (50% de 6leo m/m) e MP4 (70% de 6leo m/m). Os
experimentos seguiram os modelos recomendados pela Organizacdo Mundial da Satde
(OMS) para monitoramento da resisténcia aos pesticidas (WHO, 1981; WHO, 1992).

Para os ensaios realizados, foi utilizado papel filtro qualitativo marca “Qualy” com
12,5 cm de diametro, gramatura 80 g/m2, espessura 205 um e 0,5 % de cinza como

substrato de aplicacdo das microparticulas contendo o 6leo (DELAY, 2007). Sobre uma
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bancada foram colocados quatro papéis filtro, sobre os quais foi adicionado, em varios
pontos deslocalizados, um volume de 2 mL de cada suspensdo de microparticulas. O
solvente utilizado em todos os testes, inclusive no controle, foi 4gua destilada. Apos a
aplicacdo, o material aderido ao filtro foi secado ao ar durante 24 horas individualmente e,
sequencialmente, utilizado nos testes com as aranhas-marrom.

Para cada formulacdo de microparticulas contendo o 6leo foram realizados os
experimentos com quatro repeticoes cada e um individuo adulto para cada um, inclusive o
controle. Devido ao canibalismo, foi necessario individualizar os tratamentos, sendo
utilizado, para cada aranha, um recipiente descartdvel transparente de 12 cm de didmetro
com aproximadamente 1lcm de altura. Os recipientes plasticos apresentaram uma
abertura ao fundo para permitir a entrada de ar. Estes recipientes foram virados de boca
para abaixo, ficando a boca do recipiente tampada e prensada ao papel impregnado pelas
microparticulas, garantindo assim o contato da aranha com os produtos formulados.
Decorridas 24 horas para cada experimento, foi registrado e anotado se ocorreu ou nao
mortalidade e alteragdo de comportamento dos animais estudados. Este estudo foi realizado

na Universidade Tuiuti do Parana sob a supervisdo do Prof. Dr. Eduardo Novaes Ramires.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Preparo de emulsdes contendo 6leo de andiroba

Emulsdes foram preparadas com o extrato vegetal de C. guianensis, mantendo
constante a quantidade de dleo vegetal e variando as proporc¢des dos tensoativos Span 60 e
Tween 80 (Tabela 4) com a finalidade de obter uma emulsio mais estavel
termodinamicamente, ja que as mesmas sao consideradas como instaveis. Sabe-se que o
tensoativo Span 60 (Figura 21b), ou monoestearato de sorbitano, ¢ um surfactante nao
10nico, utilizado na “solubiliza¢dao” de 6leos na 4gua. O seu EHL ¢ da ordem de 4,7, sendo
considerado baixo e, portanto, pouco soliivel em agua ja que o numero de mols de 6xidos
de etileno presentes em sua estrutura é pequeno. E um pé branco de formula molecular
C14H4606 (American Pharmaceutical Association, 2006). Assim como o Span 60, o Tween
80 (Figura 21a), ou polissorbato 80, ¢ também um surfactante ndo i6nico. Possui um valor
de EHL da ordem de 15, sendo considerado alto e, por esse motivo, ¢ bastante soliivel em

adgua. E um liquido viscoso, de cor amarelada cuja férmula molecular é CgsH 240026
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(American Pharmaceutical Association, 2006). Ambos sdo bastante usados como
estabilizantes em produtos alimenticios, farmacéuticos e cosméticos com grande
possibilidade, portanto, de causarem pouca influéncia nos testes de toxicidade frente aos

animais estudados.

0\/\ w
W%ﬁf

Figura 21a: Formula estrutural do Tween 80. Figura 21b: Férmula estrutural do Span 60.

wHx+y+z=20

A quantidade de 6leo vegetal adicionada no preparo de emulsdes com os pares de
tensoativos Span 60 e Tween 80, foi de 10 g. As emulsdes 1, 2 e 3 (Tabela 4) ficaram
estaveis apds 24 horas em repouso, ou seja, ndo ocorreu separacao de fases (Figura 22),
tendo apresentado aparéncia leitosa e cremosa. A de numero 4 (Tabela 4) apresentou
separacdo de fases como pode ser observado na Figura 23. As emulsdes 1 e 2 apresentaram
relativa homogeneidade, com a presenga de poucos grumos (aspecto de coalhada), sendo
este considerado um resultado bom, com valores de EHL determinados de 6,76 ¢ 7,79
respectivamente (Tabela 4). A emulsdo mais estdvel foi a 3, na qual apresentou-se
homogénea, ausente de grumos, considerado este um resultado excelente, com valor de
EHL determinado de 8,82 (Tabela 4). Por ser a mais estavel, foi realizada a diluicdo da
emulsdo 3 para 5,0 % (m/m), 2,0 % (m/m) e 1,0 % (m/m) para realizar os testes em
laboratdrio com os insetos selecionados. Por outro lado, a emulsdo 4 mostrou separacao de
fases aquosa e oleosa, resultado este considerado ruim, com um valor de EHL de 15,

compativel com o EHL do tensoativo Tween 80 (Tabela 4).
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TABELA 4
Emulsdes preparadas com 6leo vegetal de C. guianensis com Span 60 e Tween 80 em proporgdes
diferentes, resultados observados nos ensaios e valores de EHL determinados para cada sistema

Emulsao Span Tween Observacao Aspecto Resultado EHL
60 (2) apos 24
(2) horas
1 4,0 1,0 Estavel Relativamente Bom 6,76
homogéneo
2 3,5 1,5 Estavel Relativamente Bom 7,79
homogéneo
3 3,0 2,0 Estavel Homogéneo Excelente 8,82
4 0,0 5,0 Instavel Separagao Ruim 15

Figura 22: Emulsdo estavel de 6leo Figura 23: Separagdo de fases.
vegetal de C. guianensis.

Com a finalidade de estender a durabilidade das emulsdes preparadas, foi adicionado
0,20 % (m/m) e 0,05 % (m/m) dos conservantes Nipagin M e Nipasol P, respectivamente,
em cada emulsdo preparada.

O Nipagin M (Figura 24a) cujo nome quimico ¢ 4-hidroxibenzoato de metila
(metilparabeno), ¢ um conservante hidrossoluvel largamente utilizado como
antimicrobiano em cosméticos, produtos alimenticios e farmacéuticos; assim como o
Nipasol P, um conservante lipossoluvel (Figura 24b) cujo nome quimico ¢ 4-
hidroxibenzoato de propila (propilparabeno) (American Pharmaceutical Association,

2006).
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Figura 24a: Formula estrutural do Figura 24b: Formula estrutural do
Nipagin M. Nipasol P.

Apos a realizagdo das dilui¢des da emulsdo 3, as emulsdes diluidas foram mantidas
sob repouso por 24 horas e, apOs esse tempo, as mesmas apresentaram-se estaveis. Essas
emulsdes foram aspergidas em folhas de uma planta, ndo identificada, localizada proxima
ao Departamento de Farmacia — UFPR tendo sido observado, por trinta dias, uma boa
aderéncia das emulsdes as folhas e a ndo coalescéncia (separacdo de fases 0leo/ dgua) nas
superficeis das folhas. Esse teste simples foi importante para assegurar que as propriedades
de aderéncia e estabilidade das emulsdes sdo preservadas apds o contato com as folhas, o
que ¢ de fundamental importancia para uma possivel aplicacdo destas emulsdes no controle
de alguma praga agricola de interesse. E importante ressaltar, também, que nenhuma
alteragcdo foi observada na planta, mostrando que o extrato vegetal de C. guianensis nao
apresentou toxicidade ao substrato aplicado. Emulsdes contendo os mesmos constituintes,
exceto o Oleo de andiroba (controle negativo) também foram preparadas (Figura 25) e

apresentaram-se translucentes com uma coloragdo esbranquicada.

Figura 25: Aspecto da emulsdo obtida sem o 6leo ( “Controle negativo™).
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As emulsdes diluidas e os respectivos controles negativos foram enviados para o
Departamento de Agronomia da UEL onde foram testados frente as diversas pragas
agricolas, entre elas o Tetranichus urticae, acaro rajado e o percevejo-marrom (Euchistus
heros). Além disso, avaliagdes organolépticas (homogeneidade, brilho, opacidade entre
outros) foram feitas para as emulsdes preparadas com a finalidade de determinar o tempo

de vida 1til das mesmas (shelf-life), as quais serdo abordadas a seguir.

5.2. Avaliagao organoléptica e testes de estabilidade das emulsées estaveis: testes

normais a longo prazo e acelerados a curto prazo

A emulsdo mais estavel obtida entre todas as preparadas (Tabela 4), a nimero 3, foi
utilizada nos testes de estabilidade normais a longo prazo e nos testes de estabilidade

acelerados a curto prazo para avaliacao de suas caracteristicas organolépticas.
5.2.1. Testes de estabilidade normais a longo prazo

Com relagdo a estabilidade fisica das emulsdes, em termos de aparéncia e de aspecto,
as mesmas, tanto expostas em ambientes com sol direto, com sol indireto ou escuro
apresentaram a mesma estabilidade durante os trés meses estudados, quanto a ndo
separacdo de fases aquosa e oleosa. Porém, com o abaixamento da temperatura ambiente,
elas apresentaram uma tendéncia em “solidificar”, ou seja, ocorreu um aumento na
viscosidade. O pH medido durante todo este periodo (3 meses) foi mantido constante e
igual a 5,0 na temperatura ambiente para todas as emulsdes estudadas. De acordo com a
literatura, valores baixos de pH, em torno de 5,0 e 6,0, sdo caracteristicas que ajudam a
inibir o crescimento microbiano nas emulsdes e, por conseqiiéncia, a estabilidade ¢
mantida (GENNARO, 2004).

Como relatado na literatura, para avaliagdo do aspecto ou aparéncia do produto final,
¢ preciso definir primeiramente as caracteristicas que se deseja (ZANIN et al., 2001).
Portanto, dentre estas caracteristicas organolépticas, foi desejado que as emulsdes
apresentassem, como qualidades aceitdveis, homogeneidade, brilho, macio (sem aspecto
fibroso), fino (ndo grosso, menos viscoso) e opacidade. Dentro destas qualidades o produto
final que se apresentar heterogéneo, opaco, fibroso, grosso e opalescente sdo considerados
defeitos sérios encontrados nas emulsdes formuladas. Por outro lado, homogéneo,
brilhante, macio, fino e translicido ou perolado constitui-se em caracteristicas desejaveis

para este tipo de produto (ZANIN et al., 2001).



48

Na avaliagdo do aspecto das emulsdes expostas em ambiente com sol direto durante
trés meses (Tabela 5), foi possivel observar que estas se mantiveram homogéneas, sem a
ocorréncia de separacdo da fase aquosa da oleosa nem tampouco foi observado a presenga
de grumos. As mesmas se apresentaram brilhantes, macio sem aspecto fibroso, fino ou
fluida sem se apresentar grossa e por fim opacas, este um defeito considerado sério mas
aceitavel para a aplicagdo que se deseja efetuar.

Para as emulsdes avaliadas em ambiente com sol indireto (Tabela 5) e em ambiente
escuro (Tabela 5) foi observado que elas mantiveram seu aspecto fisico homogéneo,
brilhante, macio, fino e opaco conforme relatado anteriormente para as estudadas em

ambiente com sol direto.

TABELA 5
Embalagem de vidro — estudo da estabilidade em ambiente com sol direto, indireto e em ambiente escuro
realizado na cidade de Curitiba entre os meses de setembro a novembro

Caracteristicas avaliadas Trés meses de avaliacao
Homogeneidade Homogénea
Brilho Brilhante
Macio Macio
Fino Fino
Opacidade Opaco

5.2.2. Testes de estabilidade acelerados a curto prazo

Os testes de estabilidade acelerados a curto prazo, mostraram que a estabilidade
fisica das emulsodes estudadas, em termos de aparéncia e de aspecto foi alterada quando
foram expostas a ciclos de estresse relacionados a um aumento dréastico na temperatura dos
sistemas (Tabela 6) ou a submissao destas a rotagdes por minuto elevadas por determinado
tempo (Tabela 8). Essas emulsdes apresentaram separacdo de fases aquosa e oleosa com
presenga significativa de grumos. Estas alteracdes sofridas quanto as suas caracteristicas
avaliadas (Tabela 6 e 8) sdo consideradas como defeitos considerados sérios e nao
aceitaveis como ja relatado nos testes de estabilidade normais a longo prazo. As emulsdes

submetidas a temperaturas mais baixas ndo tiveram suas estabilidades fisicas alteradas
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(Tabela 7) com relagcdo as caracteristicas organolépticas observadas as quais foram
consideradas aceitaveis.

As emulsdes colocadas em estufa a 50°C e em centrifuga a 3500 rpm por 50 minutos
tiveram seus pHs medidos antes (5,0) e depois (7,0) da realiza¢do dos testes de estabilidade
acelerados a curto prazo. Esta mudanca nos valores de pH sugerem uma alteracdo da
estabilidade apos o preparo de todas as formulacdes, permitindo, de certa forma, a
proliferagdao de microorganismos, por exemplo.

Por outro lado, as emulsdes colocadas em geladeira a 10°C ndo apresentaram
alteracdo nos valores de pH os quais mantiveram-se constante e igual a 5,0. Este ¢ um

indicativo de estabilidade do sistema, de acordo com a literatura (GENNARO, 2004).

TABELA 6
Embalagem de vidro — avaliagdo das propriedades organolépticas das emulsdes sob estresse (estufa a 50°C)
Caracteristicas avaliadas Periodo de 24 horas
Homogeneidade Heterogéneo
Brilho Opaco
Macio Fibroso
Fino Grosso
Opacidade Opalescente
TABELA 7
Embalagem de vidro — avalia¢do das propriedades organolépticas das emulsdes sob estresse (geladeira a
10°C)
Caracteristicas avaliadas Periodo de 24 horas
Homogeneidade Homogénea
Brilho Brilhante
Macio Macio
Fino Fino
Opacidade Opaco
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TABELA 8
Avaliagdo das propriedades organolépticas das emulsdes sob estresse (centrifuga a 3500 rpm)

Caracteristicas avaliadas 50 minutos
Homogeneidade Heterogénea

Brilho Opaco

Macio Fibroso

Fino Grosso
Opacidade Opalescente

5.3. Caracterizacio das emulsdes por meio de microscopia otica

As emulsdes mais estaveis e, por conseqiiéncia, a mais homogénea entre todas as
preparadas, as de nimero 3 (Tabela 4), foram avaliadas por meio da microscopia dtica para
observacdo e confirmagdo da estabilidade das emulsdes apds a preparacdo e apds trés
meses de preparo. As emulsdes foram fotografadas e os resultados sdo mostrados nas
Figuras 26a, 26b, 26¢, 26d. As imagens revelaram o mesmo perfil apos a preparacdo e apos
trés meses de preparo das emulsdes, com globulos de 6leo de andiroba bem formados e
definidos, em geral mais homogéneos, apesar da presenca de glébulos menores, em menor
proporcao. A presenca nitida destes globulos menores em meio aos maiores torna possivel
a ocorréncia de agregacdo dos menores com os maiores desestabilizando o sistema de
maneira mais rdpida. Mas como a existéncia desses globulos menores ¢ insignificante em
comparagdo com o0s maiores, a distribuicdo de tamanho ¢ considerada como mais
homogénea, portanto, a agregacdo ¢ menor ¢ a distribuicdo mais uniforme conferindo
maior estabilidade ao sistema emulsionado. A presenga de globulos mais homogéneos em

didmetro, agregacao e distribui¢do sdo sinais visiveis de estabilidade das emulsdes.
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Figura 26: Fotografias correspondentes as emulsdes mais estaveis obtidas (Fonte: Laboratoério fotografico
Prof. Méarcio Chimelli — UFPR).

5.4. Aplicacio das emulsodes

5.4.1. Toxicidade das emulsdes do 6leo de andiroba para os acaros rajados

Com relacdo aos bioensaios realizados com os é4caros rajados, foi verificado que,
conforme as concentragdes do 6leo de andiroba foi aumentada na forma de emulsdes (1, 2
e 5% m/m) bem como o tempo apos as aplicacdes das mesmas (24 horas), ocorreu um
acréscimo na mortalidade para esta praga agricola (Tabela 9).

Decorridas 24 horas ap6s a aplicacdo das emulsdes e do inseticida comercial
Vertimec, a emulsido contendo 5% do o6leo de andiroba ocasionou mortalidade em
porcentagem semelhante ao controle positivo (Vertimec), levando-se em consideracdo os

desvios padrao calculados para ambas. Todas as emulsdes do 6leo de andiroba mostraram
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mortalidade frente a praga utilizada, com média variando de 3,50 a 6,06%. A emulsao do
6leo a 5% provocou alta mortalidade, comparando-se com a mortalidade causada pela
solugdo de Vertimec 0,3%. (Tabela 9).

O Vertimec ¢ um inseticida comercial utilizado no controle do acaro rajado
(Tetranychus urticae), o qual acomete diversas hortalicas e culturas como da uva, do

morango ¢ do mamao (Ministério da Agricultura e Abastecimento, 2003).

TABELA 9
Mortalidade (%) de insetos submetidos a aplicagdo de emulsdes do 6leo de andiroba em diferentes
concentragdes
Tratamento 24 horas apos pulverizagio®

1 — Emulsao do 6leo a 1% (m/m) 3,50 £ 1,24a

2 — Emulsao do 6leo a 2% (m/m) 4,93 + 2,96ab

3 — Emulsao do 6leo a 5% (m/m) 6,06 + 3,20ab
4 — Solugao Vertimec 0,3 % (V/V) 7,75+ 1,07b

"média em % =+ desvio padrdo. As % seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de
Friedman.

5.4.2. Toxicidade das emulsdes do 0leo de andiroba para os percevejos

Foi verificado que, independente das concentragdes do 6leo de andiroba testadas (1,
2 e 5%, m/m), ndo foi registrada mortalidade dos percevejos (10 adultos) durante
realizacdo deste bioensaio. O tratamento controle (negativo), composto de emulsdes de
mesma composicdo das contendo 6leo, mas sem o mesmo, também ndo mostrou
mortalidade frente aos percevejos estudados.

A avaliacdo do efeito de emulsdes de outros 6leos de origem vegetal, preparados de
forma semelhante ao descrito nesta dissertacdo, frente a outras pragas agricolas que
causam grande impacto economico e em diversas culturas estd em andamento em
colaboragdo com o grupo de pesquisa coordenado pelo Prof. Mauricio Ursi Ventura do
Departamento de Agronomia da Universidade estadual de Londrina. Resultados
promissores estdo sendo obtidos e podem levar ao desenvolvimento de metodologias

alternativas de controle de importantes pragas agricolas.
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5.5. Desenvolvimento de microparticulas de poli(hidroxibutirato-co-valerato) (PHBV)

As suspensdes de microparticulas poliméricas sem o 6leo de andiroba (grupo
controle) (MP1) e aquelas contendo o 6leo em quantidades crescentes (MP2, MP3 e MP4)
(Tabela 10) foram obtidas com sucesso pelo método de emulsdo simples seguida de
evaporacao do solvente organico, de acordo com a literatura (FARAGO et al., 2008). Elas
foram obtidas como um liquido branco, com aspecto leitoso. As concentragdes de PHBV e
de poli(alcool vinilico) (PVAI) utilizadas no preparo das formula¢des foram obtidas com
base em trabalhos anteriores desenvolvidos pelo grupo de pesquisa (FARAGO et al., 2008)
e as quantidades de 6leo foram estabelecidas previamente na expectativa de incorporar o
maior teor de 6leo possivel.

Nao foi observado excesso de oOleo de andiroba na superficie das suspensdes
formuladas e, apos centrifugagdo e descarte do sobrenadante aquoso para eliminagdo do
estabilizante PVAI, também nao foi observada presenca do 6leo. Esta observagdo, apesar
de sugerir encapsulagdo total do d6leo, ndo € conclusiva ja que € possivel que uma parte do
mesmo esteja emulsionado em meio a solucdo aquosa de poli(alcool vinilico) (PVAI).
Todas as formulagdes (Tabela 10) foram caracterizadas por meio de técnicas
convencionais como espectroscopia na regido do infravermelho com transformada de
Fourier (IVTF), difragdo de raios — X (DRX), calorimetria exploratoria diferencial (CED),
analise termogravimétrica (ATG) e andlise térmica diferencial (ATD), microscopia

eletronica de varredura (MEV) e analise granulométrica.

TABELA 10
Formulagdes de microparticulas de PHBV
oleo
em
relaciao
Suspensio de PHBV PVAI (m/V) Oleo de massa
microparticulas (m/V) em Agua andiroba (g) de
Cloroférmio (%) PHBY,
(%) %
(m/m)
MP1 (Controle) 5,0 2,0 0,00 0
MP2 5,0 2,0 0,60 30
MP3 5,0 2,0 1,00 50
MP4 5,0 2,0 1,40 70
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5.6. Preparo de misturas fisicas entre o PHBYV e o 6leo de andiroba

As misturas fisicas preparadas entre o PHBV e o 6leo de andiroba (Tabela 11),
designadas como MF1, MF2 e MF3, contendo 30%, 50% e 70% (m/m) de 6leo com
relagdo a massa de polimero adicionado, foram obtidas como um filme plastico resistente
de coloracdo branca. Paralelamente, um filme contendo PHBV puro (MF) (Tabela 11) foi
preparado com solu¢do do polimero a 5% (m/V) em cloroférmio (10 mL) para efeito
comparativo. O filme de polimero puro apresentou-se quebradico com menor resisténcia
quando comparado aos filmes que contém 6leo em sua formulagdo, com um aspecto quase
transparente. Todos estes filmes desenvolvidos foram caracterizados por meio de técnicas
como espectroscopia na regido do infravermelho com transformada de Fourier (IVTF),
difragdo de raios—X (DRX), calorimetria exploratoria diferencial (CED), analise
termogravimétrica (ATG) e andlise térmica diferencial (ATD) e microscopia eletronica de
varredura (MEV), com a finalidade de comparar estes sistemas com as microparticulas

poliméricas contendo dleo de andiroba.

TABELA 11
Formulac¢des de misturas fisicas

Misturas fisicas Solucio de PHBV?® | Oleo de andiroba Quantidade de
(mL) (2) 6leo, % (m/m)"

MF 10 (0,5g) 0,00 0

MF1 10 (0,5g) 0,15 30

MEF2 10 (0,5g) 0,25 50

MEF3 10 (0,5g) 0,35 70

* solugiio a 5% (m/V)
P com relagiio a massa de PHBV

5.7. Rendimento das formulacdes de microparticulas poliméricas de PHBV

Com base na Equacdo 1 (pag. 36) foi possivel calcular os rendimentos médios de
cada formulacdo de microparticulas poliméricas e seus respectivos desvios padrdo (Tabela
12). Foi observado que, conforme a quantidade de o6leo de andiroba foi aumentada, o

rendimento, de maneira geral, aumentou com relagdo ao rendimento obtido para MP1 que
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ndo continha o mesmo. Esta constatacio ¢ um indicativo de que o dleo de andiroba
adicionado em cada formulagdo foi encapsulado, ja que a quantidade de polimero no
preparo de cada formulagdo se manteve constante ¢ a quantidade de 6leo foi aumentada.
Além disso, foi observado que ocorreu um aumento significativo no rendimento médio,

comparando-se o do grupo controle (MP1) com os das demais formulagdes.

TABELA 12
Rendimentos e desvios padrdo médios das formulagdes de microparticulas poliméricas

Formulagoes de PHBY (g) Oleo de Rendimento Desvio
microparticulas andiroba (g) (%) padrao (%)

MP1 2,00 0,00 66,30 1,80

MP2 2,00 0,60 89,04 0,60

MP3 2,00 1,00 86,33 1,00

MP4 2,00 1,40 87,64 1,50

média (n=2) + desvio padrao

5.8. Caracterizacdo das microparticulas poliméricas de PHBV e das misturas fisicas
PHBV/Oleo

5.8.1. Espectroscopia na regiio do infravermelho com transformada de Fourier
(IVTF)
A analise por IVTF do 6leo vegetal puro de C. guianensis (Figura 27) mostrou

algumas bandas principais caracteristicas, referentes aos grupos funcionais presentes no
extrato vegetal, como a deformacdo axial simétrica em que as ligagdes de -CH; se
estendem e contraem em fase em 2927 cm ’1, a deformacdo axial simétrica de —CH;em
2856 cm 71, a deformacdo axial de —C=0 de ésteres alifaticos saturados em 1749 cm ~

1, a deformacdo angular assimétrica de -C-H em 1451 cm 71, a deformacao

correspondente aos —C-O-C- de ésteres saturados entre 1210 cm ‘e 1160 cm
(SILVERSTEIN et al., 2007).

As microparticulas de PHBV sem o 6leo, assim como o espectro do polimero
PHBYV puro (Figura 27) mostraram bandas caracteristicas como a deformacao axial de
—C-H em 2987 cm ', deformacio axial de ésteres alifaticos saturados em 1732 cm ',
deformagio angular assimétrica de —C-H em 1454 cm ', deformagdo angular de —C-H

referente aos grupos metila -CH;3 em 1389 cm ! a deformagdo correspondente aos —C-O-
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C- de ésteres saturados entre 1200 cm™ ¢ 1100 cm™, deformagéo angular no plano de —C-H
em 1059 cm ' (SILVERSTEIN et al., 2007).

As microparticulas de PHBV contendo o oleo vegetal assim como a mistura
fisica PHBV e 6leo (Figura 27) apresentaram bandas resultantes da superposi¢do das
encontradas nos espectros de infravermelho do polimero PHBYV e do 6leo vegetal puro,
0 que sugere que ocorreu apenas uma interacdo fisica entre o 6leo e o polimero. Os

resultados de infravermelho sugerem a encapsulacdo do 6leo.

Oleo

N |
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MP4
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Figura 27: Espectros na regido do infravermelho do 6leo de andiroba; do polimero puro (PHBV); das
microparticulas sem 6leo (MP1); da mistura fisica (MF2) (50%) e das microparticulas contendo o 6leo (MP4)
(70%).

5.8.2.Difracao de raios — X (DRX)

Mediante a inspe¢do dos difratogramas mostrados na Figura 28, foi possivel observar
os picos estreitos de cristalinidade do polimero PHBV, referente as suas regides cristalinas
e alguns mais alargados, indicativos da presenca de regides amorfas. O perfil do
difratograma das microparticulas sem o6leo (MP1), grupo controle, mudou de forma
significativa, comparado com o PHBV puro sugerindo que o processo usado para a
encapsulacdo influenciou na cristalinidade do polimero puro. O mesmo perfil de
cristalinidade foi mantido nas demais formulagdes de microparticulas de PHBV contendo o
oleo vegetal de C. guianensis e nas misturas fisicas entre PHBV e o 6leo de andiroba, ndo
ocorrendo varia¢dao no valor de 20 apesar da mudanga na intensidade dos picos cristalinos
e na regido correspondente a fase amorfa. Porém, com o aumento na quantidade do 6leo,
foi observado um alargamento no pico em aproximadamente 210, comportamento este

também observado para a mistura fisica. Essa mudanga na cristalinidade esta associada



57

com uma interagdo fisica favoravel entre o polimero e o 6leo. Como o alargamento ocorreu
na regido amorfa do PHBV, pode-se sugerir que a interagao polimero/6leo esta ocorrendo
nas regioes amorfas do polimero, além de ocorrer igualmente nas regides cristalinas devido
a uma diminui¢do na intensidade dos picos estreitos indicativos de cristalinidade. Diante
destes resultados, pode-se indicar que o 6leo foi encapsulado e que ocorreu a formagao de

microparticulas poliméricas do tipo microesferas.

Intensidade (u.a.)

10 20 3IO 40 50
20 (Graus)

Figura 28: Difratogramas do PHBV puro; das microparticulas sem 6leo (MP1) (grupo controle); da mistura
fisica (MF2) (50%); das microparticulas contendo o 6leo (MP4) (70%).

5.8.3.Calorimetria Exploratoria Diferencial (CED)

Na Figura 29 e na Tabela 13 sdo mostrados os resultados obtidos da avaliacdo do
comportamento térmico dos materiais por calorimetria exploratoria diferencial (CED). As
curvas de CED (Figura 29) sugerem que o 6leo foi encapsulado ja que, com base nos
valores obtidos para as temperaturas de transi¢do vitrea (Tg) e para as temperaturas de
fusdo cristalina (Tm) (Tabela 13), o 6leo de andiroba, material amorfo, interagiu com as
regides amorfas do polimero e com as regides cristalinas. Esta constatagdo foi feita com
relacdo as variagdes observadas nos valores de Tg e Tm para as formulagdes de
microparticulas e para a mistura fisica entre PHBV e o 6leo de andiroba, quando
comparado com a Tg e a Tm do polimero puro.

Estes resultados estdo em concordancia com os obtidos por difracao de raios-X, uma
vez que ocorreu uma alteracdo da fragdo cristalina com o aumento da fragdo amorfa, sem

que tenham sido observadas novas estruturas cristalinas.
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Figura 29: Curvas de CED do polimero puro (PHBV); das microparticulas sem 6leo (MP1); da mistura fisica
(MF2) (50%); e das microparticulas contendo o 6leo em quantidades crescentes (MP2, MP3 e MP4) (30%,
50% e 70%), respectivamente.

TABELA 13
Valores de Tg eTm obtidos pelas curvas de CED
Amostra Tg (° C) Tm (° C)

PHBV 22 167

MP1 (Grupo controle) 1,3 165
MF2 (50%) 1,8 164
MP2 (30%) 1,2 164
MP3 (50%) -1,8 164
MP4 (70%) -2,0 161

5.8.4. Analise termogravimétrica (ATG) e térmica diferencial (ATD)

As curvas obtidas da analise termogravimétrica e de térmica diferencial (Figuras
30a,30b,30¢,30d,30e) foram avaliadas para a confirmagdo dos dados que foram obtidos
por calorimetria exploratoria diferencial (CED). As microparticulas poliméricas
contendo o dleo vegetal, assim como a mistura fisica entre PHBV e o 6leo de andiroba,
apresentaram estabilidade térmica em uma temperatura inferior (200°C) do que as

microparticulas de PHBV sem o 6leo e somente o PHBV puro (300°C). As
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microparticulas carregadas com o Oleo e a mistura fisica entre polimero e 6leo perderam
massa em duas etapas distintas ( 320°C — 79,07 % e 523°C — 19,31% ), que esté associada
com eventos exotérmicos entre 290 °C e 560 °C, mostrando que ocorre uma certa
influéncia da presenca do 6leo na matriz do polimero, independente da forma como as
misturas foram feitas (mistura fisica ou microparticula). O 6leo vegetal de C. guianensis
perdeu massa em trés etapas distintas ( 306°C — 39, 05% ; 394°C — 29,71% e 429°C —
15,48% ). Essa perda de massa esta associada também com eventos exotérmicos entre 200
°C e 548 °C. As curvas de andlise térmica diferencial do PHBV puro e das microparticulas
de PHBV sem o 6leo (Figuras 30a e 30d) apresentaram um perfil idéntico, sugerindo que
o processo de solubilizacdo do PHBV e de preparacao das microparticulas ndo interferiu na
resisténcia térmica do polimero puro. Foi possivel constatar o aparecimento de um evento
endotérmico em aproximadamente 170°C, relacionado com o ponto de fusdo do polimero,
ndo ocorrendo perda de massa e um evento exotérmico em aproximadamente 300°C,
relativo & decomposicao térmica do mesmo, havendo assim perda de massa. Estes eventos
sugerem que ndo ocorreram alteracdes significativas nas propriedades térmicas do
polimero quando este foi submetido ao processo para obten¢do das microparticulas.

Além disso, por meio da andlise das microparticulas contendo 6leo (Figura 30e) foi
verificada uma mistura de picos exotérmicos caracteristicos do PHBV puro e do 6leo
vegetal. Estas observagdes, juntamente com os dados de calorimetria exploratoria

diferencial anteriormente mostrados, reforcam a hipétese de que o 6leo foi encapsulado.
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Figura 30: Termogramas obtidos por analise termogravimétrica e andlise térmica diferencial: a) PHBV puro;
b) 6leo de andiroba puro; ¢) mistura fisica entre PHBV e 6leo (MF2) (50%) d) microparticulas sem 6leo
(MP1) e e) microparticulas contendo o 6leo (MP4) (70%).

5.8.5. Estudo morfolégico e de superficie das microparticulas de PHBV e das
misturas fisicas PHBV/Oleo

As microparticulas poliméricas (Figuras 31a, 31b, 31c, 31d) revelaram morfologia
esférica, com superficie rugosa e porosa.

Os poros evidenciados sdo atribuidos a rapidez com que ocorreu a evaporacao do
solvente organico, de acordo com a literatura (FARAGO et al., 2008). Ja a rugosidade,
caracteristica do polimero PHBV puro pode favorecer a degradagdo do mesmo pois ela
proporciona um aumento na area superficial do polimero (MAIA,ef al., 2004). Este fato
pode ser importante para uma etapa posterior, que consiste na degradacdo da matriz

polimérica para a liberagcdo do 6leo.
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Pode ser verificado, pelas fotomicrografias (Figuras 31a, 31b, 31c, 31d), que ocorreu
variacoes no tamanho das mesmas para todas as amostras formuladas. Estes resultados,
juntamente com os anteriores, confirmam a formacao das microparticulas poliméricas de
PHBYV e indicam a encapsulagdo do d6leo de andiroba.

Pelas fotomicrografias das misturas fisicas (filmes) (Figuras 32a, 32b, 32c¢, 32d)
obtidas tanto para o filme de PHBV puro (MF) e os filmes contendo em suas composigdes
6leo de andiroba, designados como MF1 (30%), MF2 (50%) e MF3 (70%), foi possivel
observar o mesmo comportamento de superficie comparando-se com as microparticulas
poliméricas sem o oleo (MP1) e demais microparticulas contendo 6leo, ou seja, MP2
(30%), MP3 (50%) e MP4 (70%). As misturas fisicas apresentaram superficies rugosas e
porosas (Figuras 32a, 32b, 32c, 32d). O filme de PHBYV puro (Figura 29a) apresentou uma
superficie bastante rugosa, caracteristica intrinseca a0 mesmo, enquanto que os demais
filmes mostraram-se rugosos e bastantes porosos (Figuras 32b, 32c, 32d), os quais foram
atribuidos, assim como nas microparticulas, a velocidade de evaporagdo do solvente
organico presente no processo.

Por outro lado, comparando-se as misturas fisicas contendo 6leo entre si, ¢ possivel
verificar que, quanto maior a quantidade de 6leo de andiroba no meio (Figura 32d),
encontrada na amostra MF3 com 70% (m/m) de 6leo com relacdo a massa de polimero,
maior o numero de poros na superficie do filme. Esta grande quantidade de poros nao ¢
evidenciada na mistura fisica MF1 (30%) (Figura 32b) com menor quantidade de 6leo.

Estes resultados sugerem que a concentracdo de 6leo de andiroba encontrada no
meio, de certa forma, pode estar influenciando juntamente com a velocidade de evaporagao
do solvente organico, no desenvolvimento de poros nas superficies dos sistemas. Além
disso, nas cavidades evidenciadas como poros nas misturas fisicas (Figuras 32b, 32c, 32d),
¢ possivel que estes sejam os locais de depdsito do Oleo nestes sistemas, incluindo as

microparticulas poliméricas contendo o mesmo.



62

Figura 31: Fotomicrografias das microparticulas polimericas: a) sem 6leo (MP1) (aumento 1kx), b) contendo
0 6leo (MP2) (30%) (aumento 2kx), ¢) contendo o 6leo (MP3) (50%) (aumento 1kx) e d) contendo o dleo
(MP4) (70%) (aumento 2kx).
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16 mm e 18K1m

1B8mm

Figura 32: Fotomicrografias das misturas fisicas: a) filme PHBV puro (MF) (aumento 2kx), b) contendo o
oleo (MF1) (30%) (aumento 2kx), c) contendo o 6leo (MF2) (50%) (aumento 2kx) e d) contendo o 6leo
(MF3) (70%) (aumento 2kx).
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5.8.6. Analise granulométrica

Foi observado que a avaliagdo da distribuicdo granulométrica das formulagdes de
microparticulas poliméricas de PHBV contendo 6leo de andiroba, MP2, MP3 ¢ MP4,
revelou um aumento no didmetro médio, em micrometros, diretamente proporcional a
quantidade de 6leo adicionada. Esta mesma observa¢do foi constatada por meio dos
valores de diametros de particulas encontrados, correspondentes a 10, 50 ¢ 90% da
distribuicao de tamanhos acumulada para cada amostra analisada (Tabela 14). Além disso,
comparando o didmetro médio da formulacdo MP1 (grupo controle), sem 6leo de andiroba,
com os demais sistemas contendo 6leo, € possivel sugerir que o mesmo foi encapsulado, ja
que os didmetros foram aumentados (Tabela 14). Os valores de Span (Tabela 14),
relacionados com a uniformidade de tamanho das microparticulas poliméricas,
encontraram-se abaixo de 2, sendo portanto, os sistemas aqui considerados como
monodispersos. Os sistemas que apresentam valor de Span acima de 2 sdo considerados
polidispersos (DOMINGUES, et al., 2008).

TABELA 14
Dados sobre a dispersdo granulométrica das microparticulas poliméricas de PHBV/ 6leo de andiroba

Formulacdes de | d (v,10%) | d(v,50%) | d(v,90%) | Diametro Span
microparticulas médio
(um) (um) (1wm) (um)

MP1 7,87 22,17 33,39 21,63 1,15

MP2 11,11 27,68 52,17 29,88 1,48

MP3 17,75 38,30 64,78 39,91 1,23

MP4 22,70 44,60 75,62 47,64 1,18

5.9. Controle de qualidade do dleo de andiroba encapsulado

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) do 6leo de andiroba puro foi
realizada com sucesso. Foi realizada com a finalidade de manter um controle de qualidade
dos produtos formados nos processos de microencapsulacdo e de formacao de emulsdes
estaveis com o Oleo, ou seja, controlar a qualidade das microparticulas poliméricas de

PHBYV e das emulsoes estaveis.
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Esta andlise permitiu verificar a presengca dos compostos com potencial aplicagdo
como inseticidas, conhecidos como tetranortriterpendides ou limondides no odleo de
andiroba utilizado neste estudo. Estes compostos, que segundo a literatura (BOUFLEUER,
2004), perfazem de 2 a 5% da composi¢do total do 6leo, precisam necessariamente estar
presentes para as microparticulas polimericas ou as emulsdes contendo o 6leo de andiroba
se apresentarem como produtos tecnoldgicos eficazes no controle em que se deseja
efetuar.

O método utilizado nesta analise foi baseado no usado por TAPPIN et al., 2008 para
determinagdo de tetranortriterpendides presentes no extrato vegetal de C. guianensis. Por
meio deste método foi possivel observar em qual faixa de tempos de retengdo (T;) sairiam
os compostos com propriedades inseticidas presentes no 6leo de andiroba puro, tendo sido
feita injegcdes prévias de padrdes de limondides.

Os dois padroes analisados foram o 6a — acetoxigedunina e o gedunina (Figura 33)
para identificagdo dos tempos de retencdo (T;) e, posteriormente, o 6leo de andiroba foi
analisado, nas mesmas condigdes estabelecidas para os padrdes. Pelos cromatogramas
obtidos para os padroes de limondides e para o 6leo puro (Figura 34) foi observado que
ambos os padrdes apresentaram tempos de reteng¢do proximos. O 6a-acetoxigedunina eluiu
primeiro em aproximadamente T, = 6,9 minutos enquanto que o gedunina eluiu logo ap6s
em T; = 7,2 minutos, aproximadamente, o que estd de acordo com o cromatograma obtido
para os tetranortriterpendides por TAPPIN et al., 2008 em seu estudo. A analise do dleo de
andiroba puro na concentragdo estudada, 1,0 mg.mL"', nio apresentou picos caracteristicos
desses compostos inseticidas nesta regido de tempos de retencdo, sugerindo a auséncia
destas substancias ou a sua ocorréncia abaixo do limite de deteccdo do aparelho. Uma
injecdo de uma solucdo do Oleo mais concentrada deve ser feita para verificar se a
concentracdo dos limonoides no oOleo usado neste estudo se encontra muito baixa,

dificultando as suas detecgoes.
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5.10. Determinacao da eficiéncia de encapsulacio (%) do d6leo de andiroba: método
direto e indireto

5.10.1. Método direto

Para a determinacdo da eficiéncia de encapsulagdo, pelo método direto, das trés
formulacdes de microparticulas contendo 6leo, designadas como MP2 (30%), MP3 (50%)
e MP4 (70%), uma curva analitica do 6leo de andiroba puro em hexano destilado em
concentragdes na faixa de 1,0 a 8,0 mg.mL™" foi construida para a posterior analise das
solucdes do oleo extraidas com hexano destilado de cada formulagdo. A curva analitica foi
obtida, por meio da leitura espectrofotométrica na regido do ultravioleta e visivel (UV-
Vis), na faixa entre 600 ¢ 190 nm, de seis solu¢des de 6leo de andiroba em concentragdes
diferentes e crescentes, como citado anteriormente. Os espectros de absor¢ao das solucdes
de 6leo de andiroba de concentra¢des conhecidas mostraram um pico de absor¢ao maxima
em 245 nm, aproximadamente, com um ombro em 266 nm (Figura 35). A curva analitica
apresentou uma regressao linear significativa (Figura 36), com um coeficiente de
correlacao linear da ordem de 0,99308.

Os espectros de absor¢do das solugcdes de Oleo extraido do interior das
microparticulas, com hexano destilado (Figura 37), de cada amostra de microparticulas
poliméricas, mostraram um pico maximo de absor¢dao em 245 nm, com um ombro em 266
nm, idéntico aos obtidos para as solugdes padrao do 6leo de andiroba (Figura 35).

Apesar de todas estas avaliagdes, realizadas em duplicata, ndo foi possivel
determinar as eficiéncias de encapsulacao por esta metodologia pois a quantidade de 6leo
encontrada experimentalmente, presente em 100 mg de microparticulas poliméricas, foi
acima do valor determinado teoricamente (Tabela 15), sugerindo uma encapsulagdo de
mais de 100%. Isto so ¢ possivel pois as microparticulas poliméricas apresentam didmetros
variados, podendo uma microparticula conter mais 6leo que a outra. Este tipo de

determinagdo de eficiéncia de encapsulagdo ira depender muito da amostragem.
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TABELA 15
Quantidade de 6leo de andiroba encontrado nas microparticulas: valores tedrico e experimental

Amostras | Oleo contido nas microparticulas | Oleo contido nas microparticulas
(mg de 6leo/ 100 mg micro) (mg de 6leo/ 100 mg micro)
TEORICO EXPERIMENTAL?
MP2 23 48
MP3 33 72
MP4 41 75

70

"média (n=2)

5.10.2. Método indireto

Para a determinacdo da eficiéncia na encapsulacdo do 6leo de andiroba nas trés
formulacdes de microparticulas preparadas, foi construida uma outra curva analitica do
6leo em solucdo aquosa de poli(alcool vinilico) (PVAI) a 2% (m/V) para posterior anélise
dos sobrenadantes armazenados de cada formulagdo, designadas como MP2 (30%), MP3
(50%) e MP4 (70%). A curva analitica fo1i obtida, por meio da leitura espectrofotométrica
na regido do ultravioleta e visivel (UV-Vis), na faixa entre 600 ¢ 190 nm, de cinco
solucdes de oleo de andiroba em concentragdes diferentes e crescentes. As analises
mostraram um pico de absor¢do maxima em 217 nm (Figura 38), o qual apresentou uma
regressao linear significativa (Figura 39), com um coeficiente de correlacdo linear da
ordem de 0,9977.

Os espectros de absor¢do dos sobrenadantes (Figura 40), provenientes de cada
amostra de microparticulas poliméricas desenvolvida neste estudo, mostraram um pico
maximo de absor¢do em aproximadamente 217 nm, idénticos aos obtidos para as solugcdes

padrdo do 6leo de andiroba em solucao aquosa de PVAIL 2% (m/V) (Figura 38).
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Figura 38: Espectros de absorc¢do do 6leo de andiroba, em solugdo aquosa de PVAI 2% (m/V), de
concentragdes conhecidas.
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Figura 40: Espectros de absor¢ao dos sobrenadantes provenientes das formula¢des de microparticulas.

A avaliagdo quantitativa por UV-Vis dos sobrenadantes, permitiu determinar a taxa
de encapsulagdo do o6leo de andiroba. Foi observado um aumento nos valores de
encapsulacdo diretamente proporcional a quantidade de d6leo adicionada nas formulagdes
MP2 (30%), MP3 (50%) e MP4 (70%) (Tabela 16). Os desvios padrdo ndo foram
significativos. Esta taxa de encapsulagdo elevada ¢ explicada pela eficiéncia no processo
de formagao de emulsdao do tipo 6leo em agua (O/A) do método utilizado, além da baixa
solubilidade do 6leo em meio aquoso. O processo utilizado propicia o acondicionamento
das goticulas de 6leo no interior do polimero PHBV, o qual também possui baixa
solubilidade em 4agua. E este equilibrio leva a precipitagdo do polimero na forma de

microparticulas poliméricas, contendo o 6leo de andiroba.

TABELA 16
Eficiéncia de encapsulag¢do do 6leo de andiroba nas microparticulas poliméricas de PHBV pelo método
indireto
Formulacgoes de Oleo de Eficiéncia de
microparticulas | andiroba (g) | encapsulacido
(%)
MP1 (grupo 0,00 | -
controle)
MP2 0,60 95,00 £0,43
MP3 1,00 96,82 + 0,04
MP4 1,40 97,85+ 0,31

*média (n=2) £ desvio padrio
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5.11. Estudo de liberacio in vitro do éleo de andiroba

Nao foi possivel por meio de ensaios de liberagdo in vitro do o6leo de andiroba,
determinar os perfis de liberagdo do 6leo, nas condigdes adotadas neste estudo, para as
amostras de microparticulas designadas como MP2 (30%), MP3 (50%) e MP4 (70%) pois
ndo foi observado pico de absor¢do méaximo do 6leo (Figura 41), por meio de analise UV-
Vis, referente a liberacdo de compostos que fazem parte da composicdo do 6leo de
andiroba, ndo sendo possivel a quantificacao.

Com a finalidade de aumentar a solubilidade do 6leo de andiroba em meio aquoso foi
adicionado, a solucdo tampao fosfato pH 5,6, o tensoativo Tween 80, na concentragdo de
0,3% (m/V). A escolha do pH 5,6 foi feita tendo como referéncia o pH da agua das chuvas,
j& que as microparticulas poliméricas foram testadas frente a larvas do mosquito 4. aegypti
que possuem um desenvolvimento propicio em locais de agua parada e limpa, acumulados,
principalmente, nos periodos de chuvas ocasionadas no verao.

As aliquotas (10 mL) retiradas para a determinagdo do teor de 6leo de andiroba
liberado a cada 24 horas durante 5 dias, por espectrofotometria na regido do ultravioleta e
visivel (UV-Vis), na faixa de 600 a 190 nm, ndo apresentaram picos de absor¢do maxima
caracteristicos na faixa de comprimento de onda estudada, para cada amostra analisada,
que tornasse viavel a constru¢do de um perfil de liberagdo (Figura 41). Os espectros de
absor¢do das aliquotas avaliadas, de cada amostra de microparticulas, apresentaram o
mesmo perfil.

O periodo total de 5 dias de avaliagdo da liberagcdo a cada 24 horas foi escolhido,
levando-se em considera¢do o periodo de estdgio de desenvolvimento larval do mosquito
A. aegypti, que varia de 4 a 5 dias (FUNASA, 2001).

Diante destes resultados, ¢ possivel sugerir o desenvolvimento de estudos com mais
cautela com a finalidade de determinar com precisdo a concentracdo de polissorbato 80 a
ser utilizada nos ensaios de liberagdo, como também, aumentar o periodo total de avaliagdo

do processo de liberagao.
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Figura 41: Espectros de absor¢ao de aliquotas analisadas para determinagdo de perfis de liberagdo do dleo de
andiroba.

5.12. Aplicagdo das microparticulas poliméricas de PHBV contendo o oleo de

andiroba

Apesar da falta de sucesso na determinacdo dos perfis de liberacdo do 6leo de
andiroba, foi realizada a aplicacdo das microparticulas poliméricas de PHBV contendo o
0leo, as larvas do mosquito 4. aegypti ¢ aos animais adultos da aranha-marrom, L.

intermedia.

5.12.1. Avaliacdo da toxicidade do d6leo de andiroba microencapsulado frente as

larvas do mosquito A. aegypti

As microparticulas poliméricas contendo 6leo de andiroba, designadas como MP2
(30%), MP3 (50%) e MP4 (70%), foram usadas em bioensaios larvicidas o qual foi
repetido quatro vezes, utilizando 20 larvas do mosquito Aedes aegypti em cada ensaio. Foi
observado que o sistema microparticulas contendo o d6leo nao apresentou toxicidade e
muito menos mortalidade frente as larvas. Decorridas as 24 horas de aplicagdo do produto
tecnoldgico formulado, nenhuma larva do mosquito foi encontrada morta. As larvas,
portanto, n3o se mostraram suscetiveis ao 6leo de andiroba encapsulado, nem para o

tratamento controle (negativo) no periodo estudado.
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5.12.2. Avaliacao da toxicidade do o6leo de andiroba microencapsulado frente a

adultos da aranha-marrom L. intermedia

As microparticulas poliméricas carregadas com o dleo de andiroba, de todas as
formulacdes preparadas neste estudo, ndo revelou toxicidade, mortalidade ou qualquer
alteracdo comportamental visivel nos adultos das populagdes de aranhas-marrom utilizados
neste experimento, decorridas as 24 horas de aplicacdo das formulagdes MP2 (30%), MP3
(50%) e MP4 (70%).

Foi possivel observar que o animal, durante a realizagdo do bioensaio com as
microparticulas poliméricas contendo o dleo, espalhou a formulagdo aplicada pela extensao
de seu corpo, ao tentar se limpar (Figuras 42 e 43). Este resultado ¢ de extrema importancia
para os estudos futuros que se deseja efetuar, utilizando-se de outros produtos naturais, que
j& se mostraram mais eficazes.

Estes resultados indicam que o dleo de andiroba ndo mostrou boa eficacia nestes
ensaios, embora os dados de literatura relatem este efeito. E sabido que alguns limonoides
apresentam efeito sobre algumas pragas, enquanto que outros nao. Pode ser que os
compostos inseticidas que compdem o 6leo de andiroba ndo apresentem toxicidade para as

pragas selecionadas neste estudo, sendo eficaz para muitas ja relatadas na literatura.

Figura 42: Aranha-marrom com microparticulas poliméricas contendo o 6leo espalhadas pelo corpo, foto 1.
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Figura 43: Aranha-marrom com microparticulas poliméricas contendo o 6leo espalhadas pelo corpo, foto 2.

6. CONSIDERACOES FINAIS

Foram desenvolvidas metodologias que permitiram produzir emulsdes estaveis
bem como encapsular o 6leo de andiroba, de natureza hidrofofica, no interior de um
polimero biodegradavel, também hidrofobico. As emulsdes do o6leo de andiroba
apresentaram um tempo de vida util (shelf-life) de 3 meses, o que foi considerado bom. As
emulsdes mantiveram suas propriedades e morfologia estaveis durante o tempo em que
foram avaliadas. A estabilidade, porém, ndo foi mantida, quando as emulsdes foram
expostas aos testes de estabilidade acelerados (ciclos de estresse) por periodos mais curtos.

As andlises por espectroscopia na regido do infravermelho das microparticulas
poliméricas produzidas na presenca do O6leo vegetal de Carapa guianensis revelaram
absorc¢des caracteristicas do material polimérico bem como do 6leo vegetal, sugerindo a
encapsulacdo. Os espectros tanto das microparticulas como das misturas fisicas, indicaram
que ndo ocorreram interagdes moleculares que afetassem a estrutura quimica do 6leo de
andiroba ou do polimero PHBV. Também ndo foram observadas bandas referentes a
reacdes paralelas.

Os estudos de difragdo de raios-X sugeriram que a presenga do 6leo alterou a
intensidade dos picos de cristalinidade do polimero empregado na confeccdo das
microparticulas e das misturas fisicas, sendo este fato indicativo de que o oleo esta

disperso na matriz, na forma de microesferas. O alargamento de um dos picos, nos
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difratogramas, sugere que a estrutura amorfa do Oleo de andiroba interagei com as
porgdes amorfas do polimero PHBV.

A andlise térmica mostrou alteragdes nas temperaturas de transicao vitrea (Tg) e nas
temperaturas de fusao cristalina (Tm), o que sugere uma possivel interacdo fisica favoravel
entre o 6leo e a matriz polimérica, tanto nas microparticulas como nas misturas fisicas.

A visualizagdo direta das microparticulas permitiu revelar que estas se apresentaram
esféricas, porosas e rugosas, caracteristicas requeridas para o €xito nos estudos posteriores
de liberacdo in vitro do 6leo de andiroba. As misturas fisicas apresentaram mesmas
caracteristicas morfologicas das microparticulas.

Os dados obtidos com relacao aos tamanhos de particulas (anélise granulométrica)
como seus respectivos valores de Span (variagdo granulométrica de tamanho) estdo de
acordo com os valores determinados de eficiéncia de encapsulagdo pelo método indireto
como para os nao determinados pelo método direto. Nao ¢é possivel se ter controle da
amostragem de microparticulas poliméricas utilizada na determinagdo da eficiéncia de
encapsulacao por meio do método direto, que dosa o teor de ativo no interior do produto
tecnoldgico desenvolvido.

Os ensaios de liberagdo ndo foram satisfatorios, j& que a liberagdo de material
lipofilico em meio aquoso tornou-se dificultada pela incompatibilidade quimica dos
sistemas. A concentracao de tensoativo utilizado para solubilizar a matriz hidrofébica em
agua e o periodo avaliado devem ser reconsiderados.

Por meio de testes preliminares que avaliaram a toxicidade das emulsdes do 6leo de
andiroba frente as pragas agricolas, foi possivel perceber que as mesmas apresentaram
resultado mais promissor para o acaro rajado (Tetranychus urticae), tendo em vista que a
emulsdo a 5% m/m exterminou a mesma quantidade de insetos que o inseticida comercial.

As microparticulas poliméricas contendo o o6leo de andiroba, produto tecnoldgico
desenvolvido neste estudo, ndo se apresentaram eficazes para o controle da aranha-marrom
L. intermedia bem como ndo apresentaram toxicidade frente as larvas do mosquito A.
aegypti.

As metodologias desenvolvidas neste trabalho envolvendo a preparagdo de emulsdes
estaveis de materiais de natureza hidrofobica, bem como a microencapsulagdo dos mesmos
abrem boas perspectivas para a aplicagdo de materiais de origem vegetal, previamente

testados em laboratorio e com uma possivel eficacia para o controle de pragas agricolas,
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florestais e urbanas. Os procedimentos adotados mostram-se compativeis com a crescente

preocupacao de preservacdao do meio ambiente.

7. CONCLUSAO

Emulsoes estaveis e microparticulas poliméricas contendo 6leo de andiroba foram
preparadas com sucesso pelos métodos adotados neste estudo.

O método de emulsdo simples seguida da evaporacdo do solvente orgénico se
mostrou eficiente para encapsular extrato vegetal de C. guianensis, de acordo com as
condicdes adotadas.

As microparticulas apresentaram uniformidade de tamanho e forma assim como os
glébulos de 6leo vistos por microscopia dtica, nas emulsdes preparadas.

As técnicas de caracterizagdo utilizadas mostraram que o o6leo de andiroba esta
disperso na matriz polimérica, na forma de microesferas.

As emulsodes s6 perderam estabilidade quando submetidas a ciclos de estresse pré-
estabelecidos.

A liberagdo do oOleo in vitro ndo foi observada e as aplicagdes de todas as

formulacdes contendo 6leo desenvolvidas, ndo se mostraram satisfatorias.

8. PERSPECTIVAS

Outros Oleos de origem vegetal tém se mostrado eficientes para o controle de
importantes pragas agricolas e florestais em testes preliminares realizados em nosso
laboratodrio e serdo emulsionados utilizando a metodologia desenvolvida nessa dissertacao
para potencializar a utilizacdo dos mesmos.

A tecnologia de encapsulacdo desenvolvida nessa dissertacdo serd explorada no
controle de importantes pragas urbanas, principalmente da aranha-marrom L. intermedia e

do caramujo africano A. fulica.
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