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A capacidade de sonhar sempre foi o grande segredo daqueles que mudaram o
mundo. Os sonhos alimentam a alma e ddo asas a inteligéncia. E no solo fértil
da memdria onde semeamos os sonhos que fardo grande diferenga em nossa
existéncia. Os sonhadores mudaram a histdria da humanidade. Eles fizeram da
derrota, o pédio para a vitéria; das criticas, o palco, de onde receberam os

aplausos.

(Augusto Cury)
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Resumo

Os 06leos essenciais tais como o 6leo essencial de Syzygium aromaticum (OESA),
tém despertado interesse ao controle das larvas do Aedes aegypti uma vez que
apresentam comprovada acdo larvicida. O uso direto destes Oleos apresenta
limitacdo quanto a solubilidade em meio aquoso, o meio de proliferacdo das
larvas. Logo, a obtencéo de sistemas que favorecam a dispersao destes 6leos em
meio aquoso se faz necesséria. Assim, o presente trabalho teve por objetivo obter
e caracterizar nanocompasitos contendo o OESA para o controle larvicida do Ae.
aegypti. Os nanocompositos (bentonita/PVP) foram obtidos pelo método de
intercalacdo argila/polimero em solucédo hidroalcodlica, variando as propor¢cdes
entre argila e polimero (2:1; 1:1 e 1:2 p/p), e caracterizados por técnicas de
difracdo de raios X (DRX), analise termogravimétrica (TG/DTA), determinacéo de
umidade pelo método de Karl Fischer, calorimetria exploratéria diferencial (DSC) e
espectrofotometria de absorcao na regiao do Infravermelho com Transformada de
Fourier (FTIR). A atividade larvicida foi avaliada a partir da determinagcdo da
concentracdo letal média (CLsg) contra as larvas do Ae. aegypti. Os resultados
das analises de DRX mostraram um aumento do espacamento basal da bentonita
de 13,61 A para 27,13 A apés a formacdo do nanocomposito, caracterizando,
assim, intercalacdo argila/polimero. Com a incorporacdo do 6leo ao
nanocompoésito ndo foi observado diferenca nos valores do espacamento basal.
As curvas de TG/DTA e DSC sugeriram ganho de estabilidade térmica para o 6leo
incorporado ao nanocomposito. A determinacdo de umidade pelo método de Karl-
Fischer foi utilizada para corroborar os resultados do TG. Foi possivel observar
nos espectros de FTIR o desaparecimento e o deslocamento de algumas bandas
do OESA em 3075 cm™ 2944 cm™ e 1751 cm™, sugerindo a incorporacéo do
OESA aos nanocompasitos. O OESA apresentou CLsg de 40,74 ppm enquanto o
seu componente majoritario eugenol apresentou ClLso de 48,19 ppm. O
nanocomposito na proporcao 2:1 p/p apresentou uma ClLsy de 27,4 ppm, menor

que a do 6leo puro, o que sugere a viabilidade do sistema.

Palavras-chave:  dengue, 0Oleos  essenciais, Syzygium  aromaticum,

nanocompasitos.



Abstract

The essential oils, such Syzygium aromaticum essential oil has attracted great
interest due to their known larvicidal activity against the Aedes aegypti. However,
these oils present a limited use in aqueous media, the proliferation media of Ae.
aegypti. In this sense, the achievement of systems that improve the oil dispersion
in aqueous media is highly necessary. The aim of the present work was to
produce and characterize nanocomposite containing OESA as release system for
larvicidal control of Ae. aegypti. The (bentonite/PVP) nanocomposites were
produced via clay/polymer intercalation method using a hidroalcoholic solution.
Samples with clay to polymer ratio of 2:1, 1:1 and 1:2 p/p were produced and they
were characterized by X-ray diffraction (XRD), thermogravimetric analysis
(TG/DTA), moisture determination by Karl Fischer method, differential scanning
calorimetry and Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR). The larvicidal
activity was evaluated though the determination of the median lethal concentration
(CL50) for Ae. aegypti larvae. From XRD results, an increase in the basal spacing
(doo1) of bentonite from 13.61 A to 27.13 A could be observed after the
nanocomposite formation, which characterizes the clay/polymer intercalation.
When the oil was incorporated to the nanocomposite no difference could be
detected in the basal spacing values. The TG/DTA and DSC curves suggested
higher thermal stability for oil incorporated nanocomposite. The moisture
determination by the Karl-Fischer method was used to confirm the TG results.
From FTIR spectra it was possible to detect the vanishing and shifting of some
OESA bands at 3075 cm™ 2944 cm™ e 1751 cm™, which suggest the OESA
incorporation to nanocomposite. The OESA presented CLsg of 40.74 ppm, while its
major component eugenol presented CLso of 48.19 ppm. The nanocomposite
produced with a ratio of 2:1 p/p presented a CLsg of 27.34 ppm, which is less than

the pure oil, suggesting the viability of the system.

Keywords: dengue, essential oils, nanocomposites.
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1. INTRODUCAO

A dengue é uma doenca viral aguda transmitida pelas picadas da fémea
infectada de mosquitos do género Aedes aegypti L., e esta presente nas regides
tropicais e subtropicais em todo o mundo.

Nos ultimos anos, o niumero de casos registrados e Obitos tém aumentado
expressivamente, provavelmente associados ao fato do vetor ter adquirido
resisténcia aos inseticidas utilizados. A resisténcia adquirida resulta em um aumento
na dosagem, o que gera problemas ao meio ambiente e a salde humana. Sendo
assim, estratégias de controle ao vetor através de utilizacdo de produtos alternativos
tém sido sugeridas e investigadas.

A utilizacdo de produtos naturais apresenta-se como alternativa para o
controle do Ae. aegypti. Os 0Oleos essenciais tém se apresentado como potenciais
candidatos. Estes 6leos sdo definidos como misturas complexas de substancias
volateis, apresentam odor forte e sao sintetizados em diversos 6rgados das plantas
aromaticas. Apresentam diversas atividades biolégicas, como antiinflamatoria,
analgésica, antimicrobiana, antineoplasica, inseticida e larvicida.

O dleo essencial de Syzygium aromaticum (OESA) é extraido a partir dos
botdes florais do cravo-da-india através da hidrodestilagdo. Esta espécie pertence a
familia Myrtaceae tendo como constituinte majoritario o eugenol, que apresenta-se
como um liquido incolor a amarelo claro, volatil, com baixa solubilidade em agua,
cheiro forte e aromatico.

No entanto, o OESA apresenta limitacdo quanto a solubilidade no meio
aguoso em virtude da sua natureza lipofilica. Assim como a maioria dos O6leos
essenciais, 0 OESA ¢é volatil, quimicamente instavel na presenca da luz e insoluvel
em agua, inviabilizando o uso. A fim de favorecer sua dispersdo em meio aquoso,
tem sido sugerido uma associacdo dos Oleos essenciais a sistemas de facil
dispersdo em meio aquoso.

Neste sentido, a utilizacdo de sistemas nanoestruturados tem se mostrado
bastante pertinente, em especial, os nanocompdésitos contendo argila/polimero, os
quais foram investigados neste trabalho.

Os compdésitos, em geral, sdo capazes de combinar propriedades de dois ou
mais materiais, sejam eles metalicos, poliméricos ou ceramicos, resultando assim

em propriedades superiores as dos materiais individuais.
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A bentonita € uma ceramica resultante de processos vulcanicos, constituida
predominantemente de montmorilonita (espécie de argila natural do grupo
esmectita), cujas propriedades sao aplicaveis a producéao farmacéutica como agente
ligante e desintegrante, pois formam géis em baixas concentracdes através do
intumescimento em meio aquoso.

A polivinilpirrolidona (PVP), também conhecida por povidona, é um
homopolimero de N-vinil-2-pirrolidona obtido por polimerizacéo via radical em agua
ou em alcool isopropilico, de natureza higroscopica e compativel com uma ampla
cadeia de resinas hidrofilicas e hidrofébicas. A associacdo entre o polimero e a
ceramica (PVP-Bentonita) formam estruturas lamelares, os quais podem veicular
substancia entre as lamelas, tais como 0s 0leos essenciais.

Através de estudos avancados, a utilizacdo de produtos naturais surge como
uma alternativa ao controle quimico, sendo necesséaria a investigacdo de novos

sistemas.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1. Dengue

2.1.1. Consideracdes gerais

A dengue é considerada a mais importante arbovirose que afeta o homem,
em termos de morbidade e mortalidade, e constitui um sério problema de saude
publica no mundo. Esta doenca ocorre especialmente nos paises tropicais e
subtropicais, onde as condigcbes ambientais favorecem o desenvolvimento e a
proliferacéo do vetor. Nas ultimas décadas, tornou-se elevado o nimero de casos e
novos paises acometidos pela doenca (GLAUBER, 2008 e JANSEN e BEEBE,
2010).

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), estima-se que entre 50 a
100 milhdes de pessoas se infectam anualmente em mais de 100 paises de todos 0s
continentes, exceto a Europa, aproximadamente 550 mil doentes necessitam de
hospitalizagéo e 20 mil morrem em consequéncia da dengue. De acordo com a OMS
(2008), durante uma epidemia de dengue, as taxas de infeccdo entre individuos
suscetiveis ao virus sédo de 40 a 50%, podendo chegar de 80 a 90% (WHO, 2009).

Dependendo da forma como se apresente, esta arbovirose caracteriza-se por
estado febril agudo que pode ser assintomatica, classica ou grave (dengue severa).
A dengue classica, em geral, se inicia abruptamente com febre alta (39 a 40 °C),
seguida de cefaleia, mialgia, nauseas, vomitos, prurido cutaneo e dor abdominal
generalizada (COLLER e CLEMENTS, 2011).

Na dengue severa, 0os sintomas iniciais sdo semelhantes aos da dengue
classica, mas no terceiro ou quarto dia o quadro se agrava com dor abdominal
intensa e continua, vémitos persistentes, sinais de debilidade profunda, agitacdo ou
letargia, manifestagfes hemorragicas espontaneas, cianose e diminui¢cdo brusca da
temperatura (MS/SVS, 2013). Sem tratamento adequado, o indice de mortalidade
causada por febre hemorragica da dengue pode exceder 20% (Murrell e Butler,
2011).

O virus da dengue pertence a familia Flaviviridae, apresentando quatro
sorotipos (DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4). A fémea do vetor transmite o virus
ao ser humano através da picada durante sua alimentacdo, e estes apresentam

sintomas idénticos e requerem 0s mesmos cuidados e tratamento. Ao ser infectado
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por um dos sorotipos, o individuo, por exemplo, fica imune a este sorotipo, mas nao
para os demais. A cada nova infeccdo, aumentam as chances do paciente
desenvolver uma forma grave, caso a doenca nao seja identificada (GLAUBER,
2002).

Na década de 1950, a dengue severa foi reconhecida pela primeira vez,
durante epidemias nas Filipinas e Tailandia. Até a década de 1970, nove paises
apresentavam epidemias de febre hemorragica da dengue, e atualmente, este
namero quadruplicou. Os paises com maior incidéncia localizam-se, principalmente,
nas Américas e na Asia, onde ha circulagcdo de todos os quatro sorotipos. A febre
hemorragica da dengue tornou-se uma das principais causas de hospitalizacdo e
morte entre as criancas em varios paises (WHO, 2008).

Atualmente, ndo existe nenhum tratamento ou vacina disponivel para a
dengue, e, por conseguinte, o controle do vetor é o Unico meio de prevencao
disponivel. No entanto, este método €& ameacado por crescentes relatos
de resisténcia do Ae. aegypti a classes comuns de inseticidas organoclorados,
incluindo os organofosforados, carbamatos e piretrdides (COLLER e CLEMENTS,
2011).

Novas investigacfes sdo necessarias para determinar a atividade larvicida
contra Ae. aegypti utilizando produtos de diversas origens, dentre elas, as naturais.
Conforme Shaalan et al. (2005), a utilizacdo de produtos naturais podem ndo sé
levar a novas estratégias de controle, como inibir o desenvolvimento da resisténcia
dos insetos aos inseticidas sintéticos existentes.

Do mesmo modo, faz-se necessario identificar as principais substancias
bioativas que possuem atividade larvicida e inibem a eclosdo de adultos, a fim de
utiliza-las na preparacédo de uma formulagéo comercial, capaz de causar mortalidade
e/ou inibir a ecloséo de adultos (CHUNG, 2010).

2.1.2. Casos da Dengue no Brasil

No Brasil, durante o verdo, devido a maior ocorréncia de chuvas e ao
aumento da temperatura, ocorrem epidemias de dengue. Cerca de 70% dos casos
concentram-se entre janeiro e maio, com excecao das regides Norte e Nordeste, nas

quais as chuvas comecam tardiamente. Apesar disso, 0 pais tem condicbes
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climaticas favoraveis ao desenvolvimento do mosquito durante todo o ano; sendo
mais comum em &reas urbanas, principalmente nas metrépoles, onde hé&
aglomeracao de habitantes e maior quantidade de criadouros artificiais (MS, 2009).

Segundo Braga e Vale (2007), a chegada da dengue ao Brasil ocorreu no
século XIX, sendo os primeiros relatos em 1846, nas cidades do Rio de Janeiro, Sdo
Paulo e Salvador. No entanto, a primeira evidéncia de epidemia de dengue no Brasil
ocorreu em 1982, quando os sorotipos DENV-1 e DENV-4 foram isolados na cidade
de Boa Vista (RO).

Em 2008, foram notificados 585.769 casos e novas epidemias causadas pelo
sorotipo DENV-2 em diversas partes do pais. No Rio de Janeiro, foram notificados
158.000 casos, com 9.000 admiss@es hospitalares e 230 mortes entre janeiro e abril
(MS, 2009). No ano de 2009, Sergipe apresentou 3.628 casos suspeitos de dengue,
com 595 casos confirmados (SVS; MS, 2009). Em 2010, foram 1.200.000 casos
notificados no Brasil. Sergipe registrou 1.440 casos suspeitos com 313 casos
confirmados no mesmo ano (CVE/SES, 2010).

Comparado ao ano anterior, no Brasil houve uma diminuicdo, com 800.000
casos notificados em 2011; j& no estado de Sergipe, foram notificados 4.000 casos
(SES, 2012). Em 2012, o Brasil apresentou 600.000 casos notificados e em Sergipe
foram notificados 5.000 casos (MS, 2013).

Em 2013, foram notificados 1,4 milhdo de casos provaveis de dengue no
pais, em decorréncia de uma maior circulacédo do subtipo tipo 4 do virus causador da
doenca, que respondeu por 60% dos casos. A regido Sudeste, responsavel por
63,4% dos casos com 936.500 registros, tem o maior numero de casos, seguida
pela regido Centro-Oeste (271.773 casos; 18,4%), Nordeste (149.678 casos;
10,1%), Sul (70.299 casos; 4,8%) e Norte (48.667 casos; 3,3%). Esse aumento se
da devido a circulacdo do sorotipo DENV-4, assim como a paralisacdo das acdes de
controle em alguns municipios (MS, 2013).

2.1.3. Controle da Dengue

De acordo com a literatura, a Unica abordagem eficaz para minimizar a
incidéncia da dengue é controlando a populacdo de vetores do mosquito, visto que

até o momento ndo existe uma vacina para a prevencao desta doencga. O controle
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tem como principais objetivos: manejar os problemas existentes como surtos,
epidemias, alta mortalidade e alta morbidade; prevenir epidemias das doencas em
areas onde ela foi controlada e reduzir os fatores de risco ambiental da transmisséo
(BRAGA e VALLA, 2007).

O controle mecanico € feito através de agcdes como saneamento basico e
educacdo ambiental para remocao ou destruicdo dos insetos, por meio da reducgao
do numero de criadouros artificiais no ambiente (FUNASA, 2001), ja o controle
quimico se baseia no uso de produtos quimicos para eliminar ou controlar o vetor.
Em geral, os larvicidas sdo utilizados preferencialmente aos inseticidas por serem
aplicados diretamente no foco (VONTAS et al, 2012).

Os organoclorados, embora tenham sido largamente adotados pelos
programas de controle de insetos, tiveram seu uso descontinuado e chegaram,
inclusive, a serem proibidos em varios paises devido a sua persisténcia no ambiente
e ao acumulo em tecidos do organismo de animais e humanos (NKYA et al., 2013).

Com o aumento da resisténcia aos inseticidas quimicos, o controle biolégico
vem sendo utilizado como alternativa. O uso do Bacillus thuringiensis israelensis (Bti)
e Bacillus sphaericus vém aumentando devido a demanda de compostos seguros e
especificos aos vetores (MS, 2009; WHO, 2006).

Atualmente, estratégias como pesquisas de novos produtos eficazes e
ecologicamente seguros sao alternativas ao controle do vetor da dengue, estudos
tém focado no uso de produtos naturais representando fortes candidatos. Esses
produtos sdo derivados de plantas como os 6leos essenciais (ALBUQUERQUE et
al., 2004; CAVALCANTI et al., 2004; SILVA et al., 2008).

2.2. Oleos Essenciais

Oleos essenciais s&o misturas complexas de substancias volateis, lipofilicas,
odoriferas e liquidas, chamados de 6leos etéreos ou esséncias. Sao definidos como
produtos obtidos de partes de plantas através de destilacdo por arraste a vapor
d’agua, bem como, os produtos obtidos por prensagem dos pericarpos de frutos
citricos (SIMOES et al., 2007).

Os 0leos essenciais apresentam-se geralmente liquidos de aparéncia oleosa
a temperatura ambiente. Sua principal caracteristica, contudo, consiste na

volatilidade, que o difere dos 0leos fixos, que sdo misturas de substancias lipidicas
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obtidas normalmente de sementes. Outra caracteristica € o aroma agradavel e
intenso da maioria dos 6leos volateis. Sao ainda solUveis em solventes organicos
apolares, como o éter, recebendo, por isso 0 nome de Oleos etéreos (KNAAK e
FIUZA, 2010). A producdo mundial desses Oleos vem crescendo nos ultimos anos,
destacando-se varios paises, entre eles o Brasil, entre 0s sete paises responsaveis
por 85% da producao mundial (SILVA, 2008).

Nos vegetais, 0s 0leos essenciais agem como atraentes de polinizadores, na
protecdo contra predadores, desempenham funcdes ecologicas e especialmente
como inibidores de germinacdo. Estas caracteristicas tornam as plantas que o0s
produzem poderosas fontes de agentes biocidas (BAKKALI et al., 2008).

Os 6leos essenciais podem ser produzidos em todas as partes das plantas
como, por exemplo, em brotos, flores, folhas, caules, galhos, sementes, frutos,
raizes, cascas e sdo armazenados em células secretoras, cavidades, canais, células
da epiderme ou tricomas glandulares (CRAVEIRO e MACHADO, 1986, BIZZO et al.,
2009).

Eles sdo extraidos a partir de diversas plantas aromaticas, geralmente
localizadas em paises de clima temperado ou quente, como a regidao do
Mediterraneo, e nos paises tropicais, onde representam uma parte importante da
farmacopeia tradicional. A composi¢cdo quimica de um O6leo volatil, extraido do
mesmo oOrgdo de uma mesma espécie vegetal, pode variar significativamente de
acordo com a época de coleta, condi¢des climaticas e de solo (BURT, 2004).

Existem aproximadamente 3000 Oleos essenciais descritos, dos quais 300
sdo conhecidos por suas propriedades biologicas, entre elas, a atividade
antimicrobiana, antiinflamatéria, analgésica, antitumoral, inseticida e larvicida
(BAKKALI et al., 2008). Seus constituintes variam desde hidrocarbonetos terpénicos
a alcoois simples e terpénicos, apresentam-se em diferentes concentragoes;
normalmente, um deles € um composto majoritario, existindo outros em menores
percentuais e alguns em baixissimas quantidades (SIMOES et al., 2007).

Outro aspecto importante quanto ao uso dos 6leos essenciais refere-se a
forma de obtencado. Estes podem ser extraidos através de inimeras técnicas e suas
propriedades dependem do tipo de extracdo. Os meétodos mais utilizados sé&o:
extragdo por arraste a vapor, hidrodestilacdo, prensagem a frio, extracdo por
solventes organicos, extracdo por alta pressdo e extracdo por CO, supercritico
(OKOH et al., 2010).
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Silva e colaboradores (2008) estudaram a atividade larvicida contra larvas de
Ae. aegypti de Oleos essenciais que apresentam em sua composicdo em torno de
80% de monoterpenos e encontraram uma CLso de 37 ppm para o D-limoneno.

Silva (2012) desenvolveu complexos de inclusdo de 6leo essencial de Citrus
sinensis (L.) Osbeck em B-ciclodextrinas. Os resultados mostraram que as larvas de
Aedes aegypti foram susceptiveis a composicdo do O6leo essencial de Citrus
sinensis, d-limoneno e ao complexo obtido por malaxagem e etanol tornando-o uma
alternativa importante para o controle de Larvas de Aedes aegypti.

E importante ressaltar que nosso grupo de pesquisa vem buscando
desenvolver sistemas (por exemplo, BR1020120308991, BR1020120308932,
BR1020120187370, BR0000221106778710) capazes de veicular 6leos essenciais
de modo a minimizar sua volatilizacdo, aumentando assim, sua estabilidade e
melhorando a sua dispersdo em meio aquoso. Tais sistemas vém se mostrando

eficazes no controle do Aedes aegypiti.

2.2.1. Oleo essencial de Syzygium aromaticum

O cravo-da-india (Figura 1) € uma especiaria muito apreciada desde a
antiguidade, ndo s6 por seu sabor e qualidades culinarias, mas também por suas
utilizacbes terapéuticas. Varias aplicacdes desta especiaria na cultura popular tém
sido relatadas na literatura, bem como diversos estudos cientificos sobre o uso
(SILVESTRE et al., 2010).

A Bahia € o maior produtor de cravo-da-india do Brasil, principalmente a
regido do baixo sul, em cidades como Valenca, Itubera, Taperoa, Camamu e Nilo
Pecanha (CEPLAC, 2013).
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Figura 1: Cravo da india

Fonte: http://www.ceplac.gov.br

O cravo-da-india pertence a familia das mirtaceas (Myrtaceae) e € conhecido
cientificamente pelo nome de Syzygium aromaticum tendo como principal
constituinte majoritario o eugenol (Figura 2), com férmula molecular C;0H1,0, €
massa molecular 164,2 g.mol™, apresenta-se como um liquido incolor a amarelo
claro, volatil, baixa solubilidade em &gua, cheiro forte e aromatico de cravo
(MAZZAFERA, 2003 e SILVESTRI et al., 2010).

H,CO =

HO

Figura 2: Estrutura quimica do eugenol.

O eugenol foi isolado pela primeira vez em 1929 e, logo em seguida, comecou
a ser produzido em escala por um processo que envolve a destilacédo fracionada. Na
odontologia, o uso do eugenol é bastante popular por apresentar eficacia contra
dores de dente, e ao ser misturado ao Oxido de zinco, forma uma espécie de
cimento, utilizado em procedimentos odontoldgicos. Além disso, € muito usado nas
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industrias de aromas, farmacéutica e flavorizante (CRUZ, 1965), possuindo também,
atividade biolégica, dentre elas atividade larvicida (BARROSO, 1978, LORENZI,
2002, SILVESTRI et al., 2010).

O cravo-da-india, frequentemente usado, é o botdo floral seco do S.
aromaticum, uma planta de porte arbéreo com copa alongada caracteristica e que
pode atingir em média de 8 a 10 metros de altura. Suas folhas possuem
caracteristicas ovais, aromaticas e tem de 7 a 11 centimetros de comprimento
(FURTADO et al.,, 2010). Suas flores sdo pequenas, dispostas em corimbos
terminais em um tom verde-amarelado mais ou menos impregnado de vermelho,
sendo que quanto mais proximas da cor avermelhada melhores estdo para coleta
(LORENZI, 2002, COSTA et al., 2011).

No entanto, o Oleo essencial apresenta problemas quanto a solubilidade no
meio aquoso em virtude da sua natureza lipofilica. Essas caracteristicas
estabelecem uma dificil relacdo entre solubilidade, limitando sua utilizacdo
(MATELIC et al., 2008).

Neste sentido, a utilizacdo de sistemas nanoestruturados capazes de veicular
Oleos essenciais tem se mostrado bastante pertinente, em especial, o0s
nanocompoésitos contendo argila/polimero, os quais foram investigados neste
trabalho.

2.3. Compaositos

Os compdsitos sdo definidos como materiais formulados pela combinacédo de
dois ou mais constituintes diferindo em forma ou composi¢cdo quimica e que sejam
essencialmente imisciveis. Estes componentes devem junto oferecer propriedades
sinérgicas diferenciadas de apenas um aditivo, ou seja, propriedades melhores que
as de seus componentes individuais (CALLISTER, 2007).

Os nanocompositos sdo materiais modificados da mesma forma que o0s
compaositos, no entanto, € possivel a obtencdo de propriedades especiais opticas,
elétricas e magnéticas e outras ou equivalentes a dos compdsitos tradicionais
(DJDOUN e SBIRRAZZUOLI, 2013). Os nanocompdsitos sdo materiais no qual a
fase dispersa apresenta pelo menos uma dimensdo de ordem nanométrica (WANG,
2001, CALLISTER, 2007, LAVORGNA et al., 2010).
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Durante a ultima década, os nanocompdsitos polimero-argila tém atraido
muita atencdo na ciéncia dos materiais devido as suas propriedades de engenharia
superiores em relagdo ao polimero puro (LAVORGNA et al., 2010). A bentonita €
bastante utilizada em diversos campos da ciéncia devido a sua abundancia natural,
ser de baixo custo, alta capacidade de troca catidnica, seu comportamento do
intumescimento, propriedades de adsor¢do e grande area de superficie (DJADOUN,
2013, DORNELAS, 2010).

Segundo Guimaraes et al. (2006), podem ser encontradas trés formas basicas
que definem a estrutura do nanocompoésito constituido de argilas/polimeros, como
representado na Figura 3:

e Estrutura intercalada: separadas por cadeias poliméricas, porém, com uma
ordem estrutural que possibilita ao nanocompdsito adquirir propriedades
superiores a um compaosito convencional;

e Estrutura delaminada ou esfoliada: onde as camadas estruturais estédo
totalmente desordenadas na matriz, aumentando as intera¢des polimero-argila e
trazendo melhorias significativas nas propriedades fisicas e mecanicas do
compoésito;

e Estrutura convencional: sdo aquelas em que o silicato age como um enchimento

convencional caracterizada pela separacdo da microfase.

/ M \‘ Nanocompésito intercalado:
[ —
|~ | [Insergéo de uma Unica cadeia
g | |polimérica entre as lamelas
\
\\\ ,.'/l
Argila
/ \\‘.‘ Nanocompésito esfoliado:
+ —_|/-'——-'/\\ As lamelas sdo delaminadas e

/ |totalmente dispersas na matriz
“ o

. . P N
Cadeias Poliméricas /'/
/. e—) Y |Microcompoésito
[ 1 —_— ‘I‘I convencional:
—

Separagdo da microfase

Figura 3: Estrutura dos Nanocompdsitos (silicato lamelar e polimero).
Fonte: Adaptado por Ray e Okamoto, 2003.
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2.3.1. Argilas

As argilas sdo comumente definidas como rochas finamente divididas,
constituidas essencialmente por argilominerais. E um material natural que quando
umedecido em agua, apresenta plasticidade. De um modo geral, o termo argila
refere-se as particulas do solo que possuem diametro inferior a 2 ym e das quais
podem fazer parte diferentes tipos de materiais (BERGAYA e LAGALY, 2001,
DJADOUN e SBIRRAZZUOLI, 2013).

O interesse pelo estudo das argilas tem aumentado nos ultimos anos devido
ao seu baixo custo, e por serem utilizadas nas industrias de pléasticos, tintas,
inseticidas, produtos farmacéuticos e veterinarios, com a finalidade de aumentar o
volume e modificar as propriedades desses materiais (COELHO et al, 2007 e
LAVORGNA et al., 2010).

2.3.2. Bentonita

A bentonita € uma argila plastica resultante de alteracdes de cinzas
vulcanicas, constituida predominantemente de montmorilonita e outros minerais do
grupo das esmectitas, com outros componentes como: caulinita, ilita, feldspatos e
quartzo. Descoberto na Franca em 1847 (Montmorillon) por Damour e Salvetat
(LIRA, 2008, DORNELLAS, 2010). A bentonita pode apresentar cores variadas,
incluindo branca, cinzenta, amarela e outras dependendo da sua origem e
composic¢ao quimica (BAYRAM et al., 2010).

A montmorilonita € um argilomineral que faz parte da familia das esmectitas,
representado na Figura 4, sdo dioctaédricas, sendo um filossilicato do tipo 2:1 com
estrutura lamelar apresentando duas camadas tetraédricas e uma camada
octaédrica central, muito usada para a preparacdo de nanocompa@sitos poliméricos
(LAVORGANA et al., 2010).
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@ Oxigénio
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magnésio d 001

@ Hidroxila

Figura 4. Estrutura da Montmorilonita.
Fonte: (RAY e OKAMOTO, 2003).

A espessura de cada camada € de aproximadamente 1 nm, e as dimensfes
laterais podem variar de 200 a 300 nm. A substituicdo isomoérfica nas camadas
tetraédricas de Si*" por AI**, enquanto que na camada octaédrica pode ser
substituido AI** por Fe** ou Mg®". Essas substituicbes isomérficas nas camadas
tetraédricas e/ou na octaédrica geram um desequilibrio de cargas negativas nas
camadas que sdo neutralizadas com cations trocaveis, principalmente por Ca**, Na**
e Mg (VOLZONE, 2007; RISHI et al., 2010).

A capacidade das argilas em trocar os cétions existentes entre as lamelas é
uma propriedade Unica. As trocas catidnicas com farmacos séo de interesse
especial nas ciéncias farmacéuticas, a interacdo entre farmaco-argila modifica a
acdo do farmaco de diversos modos, tais como aumento da estabilidade, liberagédo
prolongada ou aumento da dissolu¢édo (DORNELAS, 2010).

As argilas bentoniticas podem ser classificadas de acordo com o seu poder
de intumescimento, caracterizando-se por sua propriedade especifica de intumescer
até vinte vezes o volume da argila seca, quando imersas em agua (SANTOS, 1989).
Logo, vem sendo utilizadas como excipientes farmacéuticos, como agente
desintegrante em formas solidas ou ainda, para incremento de viscosidade em
formulagdes liquidas (RAY e OKAMOTO, 2003).

Joshi (2009) e colaboradores avaliaram o efeito da argila como carreadores
de farmacos para maleato timolol (MT) e a intercalacdo de MT na camada
intermediaria da montmorilonita (MMT) em diferentes valores de pH. Os estudos

mostraram que a liberacdo in vitro do MT em MMT ocorreu rapidamente e o
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equilibrio foi atingido dentro de 1 h. Sugerindo, a utilizacdo da MMT como carreador
do MT na liberagéo prolongada em administragao oral.

Em 2010, Nguemtchouin e colaboradores utilizaram argila com 6leo essencial
Xylopi aethiopica em formulagfes de inseticidas visando a prote¢éo do milho. Foram
realizados testes de ingestdo de contato com inseticidas utilizando o milho gorgulho
Sitophilus zeamais. Bioensaios indicaram que a mortalidade de S. zeamais
aumentou com a quantidade de ingrediente ativo. A formulacdo com base em 6leo
essencial e argila produziram taxas de mortalidade que variam de 22% a 2,5% (p/p)
a 100% a 10% (p/p). A concentracao letal que produziu uma taxa de mortalidade de
50% (CLso) foi de 4,35% (p/p). A eficicia depende das condicbes de armazenamento
e duracdo da formulacéo, diminuindo de 91 a 37% para a formulacdo armazenada
em caixas fechadas e de 91 a 17% para a formulacdo armazenada em caixas
abertas, ap6és 1 e 15 dias. Logo, o 6leo essencial e a argila podem ser uma
alternativa eficiente para os produtos sintéticos comumente utilizados para
preservacao de graos e, portanto, um método para reduzir a polui¢ao.

Abdollahi (2012) e colaboradores realizaram um estudo no qual a
montmorilonita e 6leo essencial de alecrim eram incorporados a filmes de quitosana
visando melhorar suas propriedades fisicas e mecéanicas, bem como sua atividade
antimicrobiana e antioxidante. Os resultados demonstraram que esta associagao
melhora a resisténcia a tracdo, assim como suas propriedades antimicrobianas,
tornando-0s um agente promissor na conservac¢ao dos alimentos.

Grande parte das reservas nacionais de bentonita, cerca de 62%, estao
localizadas no estado da Paraiba, nos municipios de Boa Vista e Cubati. O estado
de Sado Paulo possui cerca de 28% e os estados da Bahia, Minas Gerais e Parana,
0s 10% restantes (DPM, 2013).

2.3.3. Polimero (Polivinilpirrolidona - PVP)

Os polimeros sdo macromoléculas constituidas por grande numero de
moléculas pequenas que se repetem na sua estrutura e que sdo denominadas de
monomeros. A reacao pelas quais se combinam sao chamadas de polimerizagdo. O
termo polimero vem do grego poli (muitos) e mero (unidade de repeticao). Assim, um

polimero é uma macromolécula composta por muitas unidades de repeticdes
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denominados de meros, ligados por ligacdo covalente (CANEVAROLO, 2002, CHIU
e LIN, 2012).

Dependendo do tipo de monémero (estrutura quimica), do namero médio de
meros por cadeia e do tipo de ligacdo covalente pode-se dividir os polimeros em trés
grandes classes: Plasticos, Borrachas (ou Elastémeros) e Fibras (CANEVAROLO,
2002).

A polivinilpirrolidona (PVP) conhecida comercialmente por Povidone € um
homopolimero de N-vinil-2-pirrolidona obtido por polimerizacdo via radical em agua
ou em alcool isopropilico, de natureza higroscopica e compativel com uma ampla
faixa de resinas hidrofilicas e hidrofébicas. O PVP é um p6 branco, amorfo de fluxo
livre que se solubiliza em agua e em solventes organicos, tendo a capacidade de
formar complexos estaveis com polimeros e surfactantes (ULLMANS, 1992).

Muito utilizado em tecnologia farmacéutica como agente ligante e
desintegrante para comprimido e agente suspensor para formas farmacéuticas
liquidas. A grande frequéncia de aplicacées do PVP e seus copolimeros na medicina
e nas industrias farmacéuticas ocorrem devido as suas propriedades: solubilidade
em &agua e em solventes organicos, estavel, atéxico, possui capacidade de
complexacdo com diversas substancias quando em solucdo aquosa, capacidade de
formar filmes e de interagir com outros polimeros (KIBBE, 2000, MANO, 1988).

A formula estrutural (Figura 5) Ihe confere um carater anfifilico, o que se deve
a existéncia do grupo amida altamente polar com propriedades hidrofilicas, aos
grupos metileno e metil presentes na cadeia principal e ao anel com propriedades
hidrofobicas (KIBBE, 2000).

Figura 5: Estrutura quimica do PVP.
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2.3.4. Principais Técnicas de Caracterizacdo dos Nanocompasitos:

Difracédo de Raios X (DRX)

Desde a sua descoberta em 1912, por Von Laue, a difracdo de raios X tem
sido uma importante fonte de informacéo para a ciéncia e a industria. A maior parte
do que é conhecido sobre espacamento e arranjo dos atomos em materiais
cristalinos foi determinada diretamente por estudos de difragdo (SAZAKI e
BLEICHER, 2000).

A difracdo de raios X é a técnica mais abrangente e informativa no que se
refere a identificacdo e quantificacdo das fases mineralégicas de um material. Na
avaliacdo da formacao de compdsitos apresenta-se como a principal técnica. Além
disso, é uma técnica de andlise nao destrutiva, rapida e versatil para a
caracterizacdo de materiais diversos (PAIVA, 2008).

Nesta técnica, feixes de raios X sdo incididos em um cristal, interagem com o0s
atomos do reticulo cristalino e originam o fendbmeno de difracdo. A difracdo ocorre
porque a estrutura cristalina funciona como uma espécie de rede de obstaculos
tridimensional, na qual os elétrons sdo desviados para todas as direcfes. A
interferéncia no espalhamento dos raios X pode ser destrutiva, o que resulta no
minimo de intensidade, mas também pode ser construtiva, resultando no maximo de
intensidade (MENESES, 2007).

Para argilas, os difratogramas de raios X permitem determinar variacfes da
distancia interlamelar decorrentes dos processos de modificacdo fisica e térmica.
Além disso, através do DRX € possivel confirmar se o material é realmente uma
argila. Adicionalmente pode-se ainda adquirir informagdes quantitativas e
qualitativas das fases cristalinas presentes numa amostra. A determinagdo do
espacamento basal, necessaria em muitas ocasides para a classificacdo e
identificacdo dos constituintes da argila, € feita com base na aplicacao da lei de
Bragg descrita pela Equacédo 1 (DONG e BOYDE, 2011):

nA = 2d sen®



34

onde:

n = Ordem de difracdo (nUmero inteiro);

A = Comprimento de onda dos raios X incidentes;
d = Distancia interplanar da matriz cristalina;

senB = Angulo de difrago.

A lei de Bragg, representada pela equacéao (1), permite estudar a direcédo das
difracBes de raios X, quando ocorrem interferéncias construtivas. Para isso, dois
feixes de raios X, paralelos entre si, devem incidir sobre dois planos também

paralelos, separados por uma distancia 2d sen®, representada na Figura 6.

Feixe incidente Feixe difratado

Figura 6: Representacéo da Difracdo de raios X no ponto de vista da Lei de Bragg.
Fonte: (Meneses, 2007).

Cada mineral tem a sua estrutura propria e apresenta um padréo de difracao
distinto, a partir do qual pode ser devidamente identificado. Dentre os diversos
planos que podem ser definidos, o plano cristalografico (001) é o mais importante
para a ciéncia e tecnologia de argilas e argilominerais, visto que fornece a reflexao
basal caracteristica de cada grupo de argilomineral. A montmorilonita, por exemplo,
pertence ao grupo de argilominerais com distancia interplanar basal entre 12 e 15 A.

Assim, a técnica de DRX permite uma rapida identificacdo e classificacao
experimental dos principais grupos existentes, bem como as alteracées causadas
por tratamentos ou incorporacdo de espécies quimicas na sua estrutura, o que
produz modificacbes na posicdo e altura dos picos presentes no difratograma
(DONG e BOYDE, 2011).
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A analise de difracdo de raios X foi utilizada com o objetivo de observar a
variacdo do tamanho das lamelas da argila apos as reacdes de intercalacdo de
nanocompositos, tendo em vista que essa técnica permite obter informacdes

importantes e conclusivas a respeito do espacamento interlamelar.

Espectroscopia de Absorgcdo na Regido do Infravermelho com Transformada
de Fourier (FTIR)

Quase todos os compostos contendo ligacdes covalentes absorvem vérias
frequéncias da radiacdo eletromagnética na regido do infravermelho no espectro
eletromagnético. A radiacdo quando absorvida, converte-se em energia de vibracéo
molecular e, como resultado, as ligacfes quimicas sofrem deformacbes axiais e
angulares (SILVERSTEIN et al., 2006). O espectro vibracional costuma aparecer
como uma seérie de bandas ao invés de linhas, as linhas se sobrepdem dando lugar
as bandas observadas. Sédo estas bandas de vibracdo que ocorrem entre 4.000 e
400 cm™, a porcdo de maior interesse para a investigacdo das informacdes
estruturais Gteis de moléculas organicas (PAIVA et al., 2008).

Em nanocompdsitos, os espectros de infravermelho apresentam bandas
caracteristicas no processo de organofilizagdo, porém, os grupos de atomos dao
origem a bandas que ocorrem mais ou menos na mesma frequéncia, independente
da estrutura da molécula e a presenca dessas bandas caracteristicas que permitem

a obtencao de informacdes referentes a estrutura.

Anéalise Térmica

A andlise térmica € definida como o grupo de técnicas por meio das quais
uma propriedade fisica de uma substancia € medida em funcdo da temperatura,
enguanto essa substancia é submetida a um programa controlado de temperatura.
Os resultados sao fornecidos na forma de curvas, as quais contém as informacdes a
respeito da variagcao do parametro medido (LUCAS et al., 2001; SILVA et al., 2007).

Sao inumeras as aplicacdes de analise térmica na industria farmacéutica, por
isso, tem sido extensivamente utilizada como ferramenta analitica confidvel e
essencial para o controle de qualidade e desenvolvimento de novas formulacdes

farmacéuticas, bem como para o estudo da estabilidade, compatibilidade e das
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possiveis interacbes entre farmacos e excipientes e suas misturas, contribuindo
dessa forma para estudos de pré-formulacdo (WENDLANDT, 1986; SANTOS et al.,
2008).

Na Termogravimetria (TG) o parametro a ser medido € a massa, por meio da
utilizacdo de uma termobalanca que permite medir o ganho ou perda de massa que
ocorre na amostra em funcdo de uma variagdo controlada de temperatura. O
transdutor ou sensor utilizado na termogravimetria € uma balanca registradora
(LUCAS et al, 2001). As curvas obtidas fornecem informacdes relativas a
composicdo e estabilidade térmica da amostra, dos produtos intermediarios e do
residuo formado.

Dada a natureza dinamica da variacdo de temperatura da amostra para
originar curvas TG, fatores instrumentais: razdo de aquecimento, atmosfera (N,, ar
ou outros), vazdo de gas, composicao do cadinho, geometria do porta amostra e
tamanho e forma do forno, e relacionados as caracteristicas da amostra (quantidade,
granulometria, forma cristalina, empacotamento, condutividade térmica, solubilidade
dos gases liberados da amostra e calor de reacdo envolvido) podem influenciar a
natureza, a precisdo e a exatiddo dos resultados experimentais (WENDLANDT,
1986).

Andlise Térmica Diferencial é a técnica pela qual a diferenca de temperatura
(AT) entre a substancia e o material de referéncia (termicamente estavel) é medida
em funcdo da temperatura, enquanto ambos sdo submetidos a uma programacao
controlada de temperatura. A temperatura é medida por termopares conectados aos
suportes metélicos das capsulas de amostra e do material de referéncia, ambos
contidos no mesmo forno.

As variacbes de temperatura na amostra sdo devido as transi¢cdes de
entalpias ou reacdes endotérmicas ou exotérmicas. As curvas DTA representam os
registros de A em fungcédo da temperatura (T) ou do tempo (t), de modo que os
eventos sao apresentados na forma de picos. Os picos ascendentes caracterizam o0s
eventos exotérmicos e os descendentes os endotérmicos (WENDLANDT, 1986).

A DTA, a DSC e a TG podem ser utilizadas, por exemplo, na compreenséo
dos mecanismos fisico-quimicos relativos a processos de decomposicao térmica ou
no estudo e desenvolvimento de novos compostos, entre outros. As curvas TG e

DSC fornecem informag8es importantes sobre a propriedade fisica das substancias
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como estabilidade, compatibilidade, cinética, decomposi¢cdo térmica, fase de
transicao e polimorfismo (SANTOS et al., 2008).

Microscopia Eletrénica de Varredura de alta resolucdo (MEV/FEG)

A Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) permite a observacdo e
caracterizacdo de diversos materiais (organicos e inorganicos) soélidos em escala
micrométrica (um) e nanométrica (nm). O microscépio de varredura eletronica é
amplamente utilizado na investigacdo da microestrutura superficial de materiais
como metais, polimeros, vidros e ceramicos.

Nas andlises de MEV a superficie a ser observada é irradiada por um feixe
estreito de elétrons e como resultado da sua interacdo com a amostra, uma série de
processos podem ocorrer, como a emisséo de: elétrons secundarios (ES), elétrons
retroespalhados (ERE), raios X caracteristicos, elétrons Auger, fotons, etc.

Os sinais de maior interesse para a formacdo da imagem sao os elétrons
secundarios e os retroespalhados. A medida que a amostra é varrida pelos elétrons
primarios, os sinais vao sofrendo modificacbes de acordo com as variacbes de
superficie. Os sinais dos ES fornecem imagem de topografia e sdo responsaveis
pela obtencéo das imagens de alta resolugcéo, enquanto os sinais dos ERE fornecem
a imagem caracteristica da variagdo da composicdo do material (GOLDSTEIN et al.,
2007).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Obter nanocompositos (argila/polimero hidrofilico) contendo 6leo essencial de

Syzygium aromaticum para controle larvicida do Ae. aegypti.

3.2. Objetivos especificos

e Extrair e caracterizar o 6leo essencial de Syzygium aromaticum (OESA);

e Obter nanocompaositos a partir de argila/polimero hidrofilico;

e Caracterizacao atraves de métodos fisicos, fisico-quimicos e analiticos;

e Validar o método analitico de quantificacdo do constituinte majoritario por
espectrofotometria UV-Vis;

e Determinar o teor de OESA incorporado nos nanocompdsitos por
espectrofotometria UV-Vis;

e Avaliar a atividade larvicida contra larvas de Ae. aegypti.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Material

4.1.1. Solventes e reagentes

e Oleo essencial de Syzygium aromaticum (OESA), extraido no Laboratério de
Desenvolvimento Farmacotécnico (LADEF);

e Eugenol (SIGMA) com pureza de 99%;

e Agua destilada;

e Agua mineral;

e Tween 80 (SYNTH®);

e Etanol (IMPEX);

e PVP K-30 - Fornecedor (Sigma);

e Bentonita - Fornecedor (Bentec).

4.1.2. Equipamentos e acessorios

e Balanca analitica (DENVER® APX-200);

e Balanca semi-analitica (ACCULAB® VIC-612);

e Agitador magnético (FISATOM®);

e Moinho de facas (SOLAB®);

e Dessecador (MARCONI®):

e Clevenger modificado;

e Pipeta automatica;

e Pipeta graduada;

e Manta aquecedora (QUIMES®);

e Bomba de vacuo (FISATON®);

e Centrifuga (CENTRIOBIO®);

e Difratbmetro de raios- X (Modelo Dmax-2000 da Rigaku);

e Espectrofotbmetro de absorcdo na regido do Infravermelho com
Transformada de Fourier (PERKIN ELMER®);
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e Termobalanca TGA-50;
e Calorimetro Exploratorio Diferencial DSC-50;

e Cromatégrafo gasoso acoplado a um espectrémetro de massas (SHIMADZU®
QP 5050 A);

e  Espectrofotémetro FEMTO® 800 XI.

4.2. Métodos
4.2.1. Extracdo e caracterizacao do 6leo essencial de Syzygium aromaticum

4.2.1.1. Extracao do 6leo essencial

O Oleo essencial de Syzygium aromaticum (OESA) foi obtido dos botdes
florais, em unico lote, trituradas em um moinho de facas e levadas a um aparelho
extrator do tipo Clevenger modificado (Figura 7) por 3 h, para obtencdo do 6leo.
Depois, foi acondicionado em frasco ambar e armazenado sob-refrigeracdo para
posteriormente ser filtrado em funil de separacdo, separando a agua do Oleo, e
colocado em frasco de vidro para seu armazenamento em freezer a -20 °C. O cravo-

da-india foi adquirido no mercado Municipal Albano Franco em Aracaju-SE.

Figura 7: Esquema de extracdo do 6leo essencial Syzygium aromaticum.
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4.2.1.2. Determinacédo da densidade do 6leo

A densidade do Oleo foi determinada pela técnica da picnometria. Um
picndmetro de 5 mL foi calibrado com agua destilada a 20 °C. O 6leo foi colocado no
picndmetro e pesado apds o ajuste da temperatura. O resultado foi obtido pelo
quociente entre a massa obtida do Oleo dividida pela massa obtida da agua,

segundo estabelecido na Farmacopeia Brasileira (2010).

4.2.1.3. Ildentificacdo dos constituintes quimicos do Gleo apdés a extracdo dos

botdes florais

A analise qualitativa da composicdo quimica do 6leo essencial foi realizada
em um cromatografo gasoso acoplado a um espectrdmetro de massas CG-EM,
equipado com um autoinjetor AOC-20i (Shimadzu) e coluna capilar de silica fundida
J&W Scientific (5%-phenil-95%-dimethilpolisiloxano) de 30 m x 0,25 mm i.d., 0,25 ym
de filme, usando He como gas de arraste com fluxo de 1,0 mL/min, a temperatura foi
programada mantendo 50 °C por 1,5 min, seguido de um aumento de 4 °C/min até
atingir 200 °C, depois a 10 °C/min até atingir 250 °C mantendo constante esta
temperatura por 5 min; temperatura do injetor de 250 °C e temperatura do detector
(ou interface) de 280 °C; foi injetado um volume de 0,5 yL em acetato de etila; taxa
de particdo do volume injetado de 1:83 e pressao na coluna de 64,20 kPa.

As condicbes do EM foram: detector de captura ibnica operando por impacto
eletrbnico e energia de impacto de 70 eV; velocidade de varredura 1000 u/s;
intervalo de varredura de 0,50 fragmentos/s e fragmentos detectados na faixa de 40

a 500 Da. A analise foi realizada no Departamento de Quimica da UFS .

4.2.2. Validacdo do método de quantificacdo do eugenol por

espectrofotometria UV-Vis

A validacdo de um método analitico é definida como o processo pelo qual €

estabelecida, por estudos laboratoriais, que as caracteristicas de eficiéncia do
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método correspondem aos requerimentos necessarios a aplicacdo analitica
desejada (MOURA et al., 2008).

Os parametros necessarios para validacdo de uma metodologia analitica,
linearidade, precisdo, exatidao, robustez e seletividade foram avaliados de acordo
com as normas estabelecidas pela RE n° 899/03 (BRASIL, 2003).

A quantificacdo foi realizada a partir de uma solucéo padrédo de eugenol, na
concentracdo de 1 mg.mL™, utilizando como solvente o etanol. Em seguida, foram

feitas as devidas diluicbes, com agua destilada, para dar andamento as analises.

4.2.2.1. Varredura espectrofotométrica

Para identificar qual o comprimento de onda de absor¢ao maxima do eugenol
(A max), foram preparadas amostras na concentragdo de 100 mg/mL e realizada

uma varredura num comprimento de onda de 200 a 800 nm.

4.2.2.2. Linearidade

A linearidade foi determinada através da média de trés curvas analiticas, com
seis concentracdes crescentes do OESA e do constituinte majoritario, o eugenol,
0,005; 0,01; 0,015; 0,04; 0,05 e 0,06 mg/mL. Cada concentracao foi realizada em
triplicata. A andlise de regresséo linear foi estimada utilizando ajuste de dados pelo

método dos minimos quadrados.

4.2.2.3. Precisao

Foram preparadas trés concentragcdes de baixa (0,005 mg/mL), média (0,04
mg/mL) e alta (0,06 mg/mL), em triplicata. A precisdo do método foi avaliada nos
niveis de repetibilidade (precisdo intra-corrida) e precisao intermediaria (precisao
inter-corrida). As analises foram realizadas em dois dias diferentes e por analistas

diferentes.

4.2.2.4. Exatidao

Foram realizadas determinacbes com trés concentracdes diferentes, baixa

(0,005 mg/mL), média (0,04 mg/mL), e alta (0,06 mg/mL), em triplicata. O coeficiente
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de variacao (C.V. %) e a porcentagem de recuperacao foram utilizados para avaliar
a exatidao definida como:

Concentragdo média experimental

x 100

Exatid&o = —
Concentragao teorica

4.2.2.5. Seletividade

A seletividade do método foi determinada pela avaliacdo da interferéncia de
componentes do nanocompdsito na quantificacdo do eugenol, através da varredura
espectrofotométrica na faixa de comprimento de onda de 200 a 800 nm. Os
componentes avaliados foram bentonita (10 mg), PVP (10 mg) e bentonita-PVP (10
mg) todos diluidos em etanol absoluto e depois em 4gua para analise. A andlise das

amostras foi realizada em triplicata.

4.2.2.6 Robustez

A robustez do método de quantificacdo foi verificada a partir da variacdo de
temperatura (25 °C e 37 °C) e do pH da agua (8,3 e 5,0) utilizada para leitura. A
mesma concentracdo (0,04 mg/mL) foi avaliada e realizada em triplicata. Os
resultados da avaliacdo da robustez foram submetidos a analise estatistica
utilizando o teste de One-way ANOVA, seguido de Pdés-Teste de Tukey's com o

auxilio do software GraphPad Prism verséo 5.0.

4.2.2.7 Determinacdo do OESA por espectrofotometro UV-Vis

A Quantificacdo do teor OESA foi realizada em espectrofotbmetro UV-Vis
Femto modelo espectrofotdbmetro 800 XI. Primeiramente, 10 mg dos nanocompaositos
nas trés proporgdes 2:1, 1:1 e 1:2 p/p, foram pesados e colocados em balées de 10
mL e completados com etanol. As amostras foram homogeneizadas por 3 minutos
em vOrtex e posteriormente, centrifugadas a 4000 rpm por 10 minutos. Em seguida,
as amostras foram diluidas em agua na razdo de 1:5 para analise em
espectrofotometro UV-Vis, utilizando comprimento de onda de 273 nm. A andlise foi
realizada em triplicata.
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O Teor foi realizado com base na % incorporada e na relagéo “massa” de 6leo

para peso de nanocompasito.
4.3. Obtencéao e Caracterizacdo dos nanocompasitos

4.3.1. Obtencdo dos nanocompdsitos inertes e com OESA

O nanocomposito PVP/Bentonita foi obtido pelo método de intercalacdo em
solucdo agua/etanol na proporcdo 1:1. Foram pesadas quantidades
estequiométricas de PVP e de argila, de modo que se mantivessem nas proporcdes
2:1, 1:1 e 1:2 (p/p); o sistema foi deixado sob agitacdo continua em varios tempos
reacionais de 15 min, 30 min, 45 min, 1 h, 24 h, 48 h e 72 h em temperatura
ambiente; a remocao do solvente foi feita através de centrifugagdo a 4000 rpm por
30 minutos (DORNELAS et al., 2010). O mesmo processo foi realizado na
preparacdo dos nanocompésitos contendo OESA, sendo o 6leo essencial

adicionado durante o processo de agitacéao.

4.3.2 Caracterizacdo dos nanocompasitos
4.3.2.1 Difragdo de Raios X (DRX)

A cristalinidade dos compostos foi obtida pelo método do pé em um
difratdmetro da marca Rigaku Ultima+RINT 2000/PC, utilizando radiagdo CoKg, (A =
1,7889 A), velocidade de varredura de 2°/min, intervalo de 1-20° (26) em passos de
0,020, a 40 kV e 40 mA. As andlises foram realizadas no Departamento de Fisica da

Universidade Federal de Sergipe.

4.3.2.2 Espectrofotometria de absorcdo na regidao do infravermelho com

transformada de Fourier (FT-IR)

Os espectros foram obtidos em equipamento PerkinElmer®, na faixa espectral
de 4000 a 400 cm™, 16 varreduras e resolucéo de 4 cm™. Os componentes em pé e

o OESA foram analisados pelo método de pastilhas de KBr, na regido de 4000-400
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cm™. As anélises foram realizadas no Departamento de Quimica da Universidade
Federal de Sergipe.

4.3.2.3. Termogravimetria (TG/DTG)

As curvas TG/DTG foram obtidas respectivamente por meio da termobalanca
TGA-50, na faixa de temperatura de 30 a 800 °C, sob atmosfera dinamica de N, (100
mL/min) em uma razdo de aquecimento de 10 °C/min, utilizando cadinho de platina
contendo aproximadamente 10 mg. O equipamento foi calibrado com oxalato de
calcio monohidratado (Merck®) com pureza de 99,999% e obtidas as curvas em
branco para avaliar a estabilidade da linha de base do sistema. Todas as analises
foram realizadas em triplicatas. As analises termogravimétricas foram realizadas no
Laboratorio Multiusuério - Multilab, no Departamento de Fisica da Universidade

Federal de Sergipe.

4.3.2.4 Determinagédo de umidade por Karl Fischer

Para determinacdo do teor de umidade do OESA, dos componentes
isolados e dos nanocompdsitos inertes e com o OESA foi utilizado um Titulador
Potenciométrico da marca Metrohm, modelo 803 Ti Stand, com o reagente Karl
Fischer. O método aplicado é uma modificagdo da norma ASTM D1744. O solvente
de titulacdo empregado foi uma mistura de metanol seco (pureza 99,8%) e
cloroformio (pureza 99%) na proporcdo 3:1. As andlises foram realizadas em
triplicata no Nucleo de Estudos de Sistemas Coloidais (NUESC) da Universidade
Tiradentes (UNIT) — Aracaju-SE.

4.3.2.5. Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC)

As curvas de DSC foram executadas em instrumento DSC-TA Instruments, as
amostras de aproximadamente 2 mg foram colocadas em porta-amostras de
aluminio. O aparelho foi programado na faixa de 25 a 400 °C sob razédo de
aguecimento de 10 °C/min. As curvas de DSC foram obtidas a partir do primeiro ciclo
de aguecimento sob atmosfera dinamica de nitrogénio (50 mL/min). O equipamento
foi previamente calibrado com indio (pureza de 99,999%) e, como referéncia,

utilizou-se porta-amostras vazio de aluminio. As analises foram realizadas no
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Laboratorio Multiusuério - Multilab, no Departamento de Fisica da Universidade
Federal de Sergipe.

4.3.2.6. Microscopia Eletrénica de Varredura de alta resolucdo (MEV/FEG)

As imagens das superficies da bentonita e das amostras de nanocompadsitos
inerte e com Oleo na proporcéo de 2:1 p/p, foram geradas com ampliacdes de 9.000
a 15.000 vezes e com energia de 5 e 15 kV. Os ensaios de MEV foram realizados
em um Microscopio Eletronico de Varredura da marca Jeol, modelo JSM — 7500F
pertencente aos Laboratérios do Centro Multiusuérios de Nanotecnologia (CMNano)
da UFS.

4.4. Avaliacdo da atividade larvicida do 6leo essencial de Sizygium
aromaticum, eugenol e do nanocompoésito contendo Oleo de Sizygium

aromaticum

Os ovos de Ae. aegypti foram produzidos no insetario e mantidos secos,
aderidos em tiras de papel até o uso, utilizando amostras de campo e Rockfeller do
Ae. aegypti. Ovos desta espécie podem ser mantidos no laboratério por
aproximadamente quatro meses, sem perda da viabilidade.

Para a utilizacdo nos ensaios, tiras de papel contendo ovos foram colocadas
em um recipiente retangular com agua e aproximadamente 200 mg de racdo. O
recipiente foi mantido no insetario, com temperatura controlada (26 a 28 °C) de
modo a permitir a eclosdo e o desenvolvimento das larvas, por quatro dias, quando
as larvas estdo de terceiro a quarto estadio (L3/L4). As larvas Rockfeller do Ae.
aegypti foram adquiridas no insetario do Laboratério de Parasitologia do
Departamento de Morfologia da UFS.

Para a determinagdo da atividade larvicida do OESA e do componente
majoritario (eugenol), foram utilizados 100 mg do OESA ou eugenol dispersos em
tween 80 (0,25 mL) em um béquer de 10 mL. Agua mineral (4,75 mL) foi adicionada
como solvente para uma solucdo padréo (20.000 ppm). Essa solucao foi utilizada
para preparar solu¢des aquosas de 100 mL, variando na faixa de 5 a 100 ppm, onde

foram adicionadas 20 larvas Rockfeller L3/L4. Os ensaios foram realizados em
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triplicata. Apos 24 h, foi verificado o ndmero de larvas mortas, sendo considerada
morta a larva que nao apresentava movimentos.

A atividade larvicida do nanocompdsito foi realizada na proporcdo 2:1 no
tempo reacional de 1 h. As concentracdes dos hanocompdsitos utilizadas no ensaio
larvicida foram determinadas através do teor. O ensaio foi realizado em triplicata, as
concentracbes dos nanocompositos variaram na faixa de 20 a 100 ppm e as
condicBes utilizadas foram as mesmas pré-estabelecidas anteriormente.

A andlise estatistica foi realizada a partir da determinacdo da concentracao
letal capaz de reduzir 50% das larvas (CLsp) e o intervalo de confiangca para cada
composto foi calculado. Os dados foram submetidos a analise probitica de acordo
com Finney (1971).

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Extracdo e caracterizacdo do 6leo essencial de Syzygium aromaticum

Para a extracdo dos Oleos essenciais foi empregado o método de
hidrodestilacdo, que é um processo simples e bastante utilizado para extracdo de
Oleos volateis. Neste processo, quando as misturas formadas por dgua em uma
matriz vegetal entram em ebuli¢cdo, os vapores de agua e os volateis sdo conduzidos
para o condensador, onde ocorre uma troca térmica e os vapores sdo condensados.

O rendimento médio obtido da extracdo do OESA obtido foi 8% e a densidade
determinada do 6leo essencial foi de 1,03 g/mL. Numa determinada espécie, o
rendimento do 6leo essencial e a concentracdo de cada um dos constituintes do Oleo
podem variar durante o desenvolvimento do vegetal. A temperatura, a umidade
relativa, a duracao total de exposicéo ao sol e o regime de ventos exercem influéncia
direta na composicéo e rendimento. Diferentes 6érgdos de uma mesma planta podem
apresentar 0leos essenciais com composicdo quimica, caracteres fisico-quimicos e
odores bem distintos (AGOSTINI et al., 2005). O método de extracdo do dleo, a
forma de secagem e o tempo de extracdo também influenciam no rendimento e na

composicdo quimica dos 6leos essenciais.
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5.1.1. Identificacdo dos constituintes quimicos do 6leo ap6s a extracdo dos

botdes florais

A composicao quimica do Oleo essencial de Syzygium aromaticum, obtido a
partir da extracdo dos botdes florais do cravo-da-india, esta representada na Figura
8. O OESA apresentou como principal constituinte o eugenol com 71,92%, além de
outros terpenos, como o B-cariofileno com 22,80%, a-humuleno com 2,39% e

Acetato de chavibetol com 2,89 % apresentado na Tabela 1.
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Figura 8: Cromatograma (CG/EM) do 6leo essencial de Syzygium aromaticum.

Tabela 1: Constituintes quimicos do Oleo essencial de Syzygium aromaticum

determinado por CG-EM.

GC/MS GC/FID

PICO TR Composto Y 0 IRcal IRIit
() Yo

1 24,849 Eugenol 71,92 71,47 1363 1356

2 27,318 B-cariofileno 22,80 24,35 1425 1417

3 28,679 a-humuleno 2,39 2,45 1460 1452

4 31,754  Acetato de chavibetol 2,89 1,73 1532 1524

Resultados semelhantes foram encontrados em trabalho realizado por MELO
(2012), quando identificou o eugenol (74,62%) como sendo o principal constituinte

do OESA.
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5.2. Validagdo do método de quantificagdo do eugenol por espectrofotometria
UV-Vis

5.2.1. Varredura espectrofotométrica (UV-Vis)

A validacdo do método analitico de quantificacdo do eugenol iniciou-se pela
obtencéo do espectro de varredura do OESA. Na Figura 9, pode-se observar que o
comprimento de absor¢cdo méxima foi de 273 nm. Logo, utilizou o comprimento para

a determinacao da curva de linearidade e demais parametros requeridos.

1,070
0,790
0,510

0,230

0,050, 200 400 500 800 700 00

Figura 9: Espectro de varredura na regiao do ultravioleta do Eugenol no A de 200 a
800 nm.

5.2.2. Linearidade

O método proposto apresentou linearidade na faixa de concentragéo de 0,005
a 0,06 mg/mL, faixa de concentracdo escolhida para a realizacdo dos trabalhos
posteriores. A linearidade esta expressa pelo coeficiente de correlacdo da curva
analitica com R? = 0,9999. Dessa forma, é possivel utilizar este método para as
analises quantitativas do eugenol por apresentar uma boa correlacdo entre a
concentracéo e a absorvancia. A curva analitica obtida esta representada na Figura
10.
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Figura 10: Curva analitica do método de validagdo do Eugenol (0,005 - 0,06

mg/mL).

5.2.3. Precisao

Para o ensaio de precisdo, trés amostras foram analisadas em triplicata,
sendo realizados os testes de repetibilidade e precisdo intermediaria.

A repetibilidade revelou um coeficiente de variacdo entre 0,70 e 1,91%,
valores que estdo de acordo com o estabelecido pela RE 899/03, no qual o C.V.%

deve ser menor que 5% (Tabela 2).

Tabela 2: Repetibiidade do método de quantificacgdo do eugenol por

espectrofotometria UV.

Concentracado de eugenol Absorbancia média D.P. CV.%
(mg/mL™) (hm)

0,005 0,0963 0,0012  1,1987

0,040 0,7443 0,0142  1,9063

0,060 1,1370 0,0087 0,7617

*D.P. = Desvio Padréao, C. V. % = Coeficiente de Variacdo em porcentagem.

Para a realizacdo da preciséo intermediaria, as leituras foram realizadas por

dois analistas e em dias diferentes representados na Tabela 3.
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Tabela 3: Precisdo intermediaria do método de quantificagdo do eugenol por

espectrofotometria UV realizada por dois analistas diferentes em dias consecutivos.

Precisao Intermediaria

Concentracao de

Absorbancia

eugenol (mg/mL™) média (nm) DP. CV.%

0,005 0,1123 0,0032 2,8616

Analista 1 — 1° Dia 0,040 0,7747 0,0157 2,0260
0,060 1,0440 0,0259 2,4849

0,005 0,0963 0,0012 11,1987

Analista 1 — 2° Dia 0,040 0,7443 0,0142 11,9063
0,060 1,1370 0,0087 0,7617

0,005 0,1283 0,0050 3,9220

Analista 2 — 1° Dia 0,040 0,7673 0,0282 3,6776
0,060 1,1173 0,0317 2,8335

0,005 0,0927 0,0015 1,6484

Analista 2 — 2° Dia 0,040 0,5627 0,0145 2,5714
0,060 0,8763 0,0067 0,7598

* D.P. = Desvio Padréao, C. V. % = Coeficiente de Variagcdo em porcentagem.

A precisdo intermediaria demonstrou que o0 método é preciso para analises

realizadas por analistas diferentes em um mesmo dia e em dias diferentes, estando

o coeficiente de variagcdo encontrado dentro dos limites, ou seja, ndo ultrapassando

0s 5% regulamentado pela ANVISA.

5.2.4. Exatidao

A exatidao foi avaliada pelo método de recuperacdo do analito. A Tabela 4

mostra uma meédia de exatiddo de 102% e o maior coeficiente de variagéo de 2,24%.

Os resultados de exatiddao demonstraram que pequenas variagées da concentragao

de eugenol podem ser quantificadas por espectrometria UV-Vis.

Tabela 4: Exatiddo do método de quantificacdo do Eugenol por espectrofotometria

uVv.
Concentracao d_? eugenol Absorbéancia media DP.  CV. % Exatidao
(mg.mL ") (nm) (%0)
0,005 0,0927 0,0021 2,2464 98,54
0,040 0,6933 0,0068 0,9817 103,70
0,060 1,0640 0,0135 1.2644 106,73
Média 102,99

*C.V. % = Coeficiente de Variacdo em porcentagem
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5.2.5. Seletividade

A seletividade tem por finalidade comparar os resultados obtidos entre
amostras contaminadas, com quantidades apropriadas de impurezas ou excipientes,
para demonstrar que os resultados dos testes ndo sdo afetados pelos compostos
presentes (BRASIL, 2003).

Os resultados de varredura representados nas Figuras 11, 12 e 13 mostraram
que os compostos presentes na formulacdo do nanocompdsito ndo absorvem na
faixa de comprimento de onda de 190 a 600 nm, ou seja, ndo interferem na

quantificacdo do analito.
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0,230

0,185

0,160

Abg 0,125
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-0,015

0,050 1 1
0.05 =0 280 380 490 G500
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Figura 11: Varredura espectrofotométrica da bentonita, na faixa de 190 a 600 nm,

obtida por espectrofotometria UV.
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Figura 12: Varredura espectrofotométrica do PVP, na faixa de 190 a 600 nm, obtida

por espectrofotometria UV.
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Figura 13: Varredura espectrofotométrica Mistura Fisica (bentonita/PVP), na faixa

de 190 a 600 nm, obtida por espectrofotometria UV.

5.2.6. Robustez

As variacfes da temperatura e pH ndo afetaram a quantificacdo do eugenol.
De acordo com a andlise estatistica ANOVA, ndo ha diferenca significativa entre os
resultados obtidos, apresentando um valor de p < 0,05. Sendo assim, pode-se
afirmar que o método é robusto, com 95% de confianca e representado na Tabela 5.

Tabela 5: Determinacdo da robustez do método de quantificacdo do eugenol por

espectrofotometria UV variando o pH e a temperatura.

Temperatura Absorbancia média

Amostras pH °C) (nm) D.P. C.V. (%)
1 8,3 25 0,700 0,0046 0,6595
2 5,0 25 0,719 0,0187 2,6020
3 8,3 35 0,715 0,0267 3,7398
4 5,0 35 0,712 0,0136 1,9129

*Todas as amostras foram realizadas com a concentracdo de 0,04 mg.mL™.

5.2.7. Determinacao do OESA por espectrofotdmetro UV-Vis

Na Tabela 6, observa-se que o nanocompdsito na propor¢céo 2:1 obteve um
teor maior quando comparado com o0s demais, apresentando 35,9% de
incorporacdo, seguido dos nanocompdésitos de 1:2 e 1:1 com, respectivamente,
33,9% e 31,9%.
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Tabela 6: Teor de incorporagédo (%) e teor (mg/MG) OESA dos nanocompositos

obtidos por espectrofotometria UV.

Teor de OESA nos nanocompdésitos

A Massal Massa Teor de® Teor*
mostra ) ST . ~

experimental (mg) tedrica® (mg) incorporacao % mg/mg

2:1 0,924 2,575 35,889 0,092

1:1 0,821 2,575 31,901 0,082

1:2 0,875 2,575 33,995 0,088

"I Massa experimental — quanto foi possivel quantificar, quanto foi possivel extrair
dos nanocompdsitos.

"2 Massa tedrica — quanto de 6leo foi colocado em 1 mg do nanocompoésito.

" Teor de incorporacédo — percentagem de incorporac&o.

“ Teor mg/mg — quanto de 6leo extraido por 1 mg do nanocompésito.

5.3. Caracterizac6es dos nanocompa@sitos
5.3.1. Difragdo de Raios X (DRX)

O polivinilpirrolidona (PVP) apresenta um halo alongado, evidenciando um
comportamento amorfo conforme Chahal et al (2011) e Giri et al (2011).

Nos difratogramas de raios X da bentonita € possivel observar picos
caracteristicos da montmorilonita, no angulo de 26 = 7,55". O espagamento basal
doo1 de 13,58 A, é caracteristico do grupo das esmectitas presente na bentonita,
estes resultados foram encontrados por Akat et al (2008).

Conforme a Figura 14, o espagcamento interlamelar da Mistura Fisica mostrou
uma sobreposicdo da bentonita com um pequeno deslocamento para angulos
menores com doo; de 14,05 A, enquanto isso, o espacamento interlamelar da argila
foi de 13,58 A.
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—PWP
— Bentonita
—— Mistura fisica

Intensidade (u.a.)

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
20 (graus)

Figura 14: Difratograma do PVP, Bentonita e Mistura Fisica (bentonita/PVP).

Tabela 7: Espacamento interlamelar.

Material 26 d (A)
Bentonita 7,55 13,61
Mistura Fisica 7,30 14,08

Os nanocompdésitos inertes no tempo reacional de 1 h apresentaram
espacamento basal (doo1) para a amostra 2:1 de 27,13 A, para a amostra 1:1 de
27,35 A e para amostra 1:2 de 27,57 A, evidenciado através do deslocamento do
pico para angulos menores de 20. A intercalagcdo do polimero nas camadas
interlamelares da argila ocorreu devido a expansdo do espagamento basal, o que
comprova a organofilizacdo da argila através da intercalagdo do polimero nas
camadas da argila apresentado nas Figuras 15, 16 e 17, respectivamente.

Segundo DJADOUN e SBIRRAZZUOLI (2012), quando ocorre a formacao de
um novo pico em angulos menores da argila, um nanocompdsito intercalado é
formado, e quando o pico é formado na mesma posi¢cdo ou para angulos maiores

apenas um sistema aglomerado ou imiscivel € formado.
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——2_1 15 min inerte
——2_1 1hinerte
—— 2_1 24h inerte

Intensidade (u.a.)

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
20 (graus)

Figura 15: Difratograma dos nanocompdsitos inertes na propor¢cdo 2:1
(Bentonita/PVP) no tempo reacional de 15 min, 1 h e 24 h.

——1_1 15 min. inerte
—— 1_1 24h inerte
——1_1 1hinerte

Intensidade (u.a.)

1 " 1 " 1 " 1 " 1 " 1 " 1 " 1 " 1 " 1

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
20 (graus)

Figura 16: Difratograma dos nanocompoésitos inertes na propor¢cao 1:1
(Bentonita/PVP) no tempo reacional de 15 min, 1 h e 24 h.
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— 1_2 15min. inerte
——1_2 24h inerte
—— 1 2 1lhinerte

Intensidade (u.a.)
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Figura 17: Difratograma dos nanocompdsitos inertes na propor¢cdo 1:2
(Bentonita/PVP) no tempo reacional de 15 min, 1 h e 24 h.

Nos difratogramas de raios X na Figura 18 dos nanocompdsitos com 0leo
pode ser verificadas uma sobreposicdo dos nanocompdsitos inertes com pequenos
deslocamentos, evidenciando que o 6leo esta presente entre as camadas de
silicatos devido a formacéo de uma estrutura intercalada.

Considerando-se o espacamento original da bentonita, observa-se que o PVP
provavelmente se inseriu no interior do espaco interlamelar, originando um
nanocompasito intercalado, possivelmente na forma de uma monocamada. Nota-se
que houve um aumento dgo; de 13,58 A para doo; de 27,13 A.

Verificando-se os valores de espacamento interlamelar obtidos apds a
intercalagcdo. N&o foram observadas diferencas significativas quanto ao
espacamento basal nos diferentes tempos considerados, sendo considerado 1 h

como melhor tempo para trabalho.
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——1_1 1h com dleo
——1_2 1h com dleo
——2_1 1h com dleo

Intensidade (u.a.)

> 4 6 8 10 12 14 15 18 20
20 (graus)
Figura 18: Difratograma dos nanocompoésitos com OESA nas proporcoes 1:1

(Bentonita/PVP), 1:2 (Bentonita/PVP) e 2:1 (Bentonita/PVP) no tempo reacional de 1
h.

Tabela 8: Espacamento interlamelar dos componentes isolados, dos

nanocompaositos inertes e com OESA no tempo reacional de 15 min, 1 h e 24 h.

Tempo reacional Amostra 20 (graus) Distancia interplanar (A)
1:1 4,02 25,51
15 minutos inerte 1:2 4,00 25,64
2:1 4,03 25,45
1:1 3,75 27,35
1 hora inerte 1:2 3,72 27,57
2:1 3,78 27,13
1:1 3,78 27,13
1 hora com 0leo 1:2 3,75 27,35
2:1 3,76 27,28
1:1 3,99 25,71
24 horas 1:2 4,04 25,39

2:1 4,07 25,20
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5.3.2. Espectroscopia de Absor¢cdo na Regido do Infravermelho com
Transformada de Fourier (FTIR)

O espectro de absorcao no infravermelho na Figura 19, o PVP apresentou
uma banda de estiramento axial de OH em 3451 cm™, uma banda de média
intensidade em 2958 cm™, referente a estiramento assimétrico de CH,. A ocorréncia
de bandas na regi&o entre 1657 e 1515 cm™ sdo referentes & deformacao axial C=0,
em 1291 cm™ deformacdo angular de CH,. Esses resultados estdo de acordo com
os resultados encontrados por Chahal et al (2011) e Giri et al (2011).

O espectro da bentonita apresentou uma banda forte em 3624 cm™ e outra
em 3441 cm™ e se deve a vibracdo axial dos grupamentos OH da estrutura e
hidroxilas de 4gua envolvidas em ligaces de hidrogénio, em 1648 cm™ mostra-se
banda referente ao estiramento assimétrico de Si-O-Si e outra banda de baixa
intensidade em 1461 cm™ correspondente ao estiramento Si-O. As bandas que
decorrem das vibracdes das lamelas do silicato podem ser observadas entre 1024 -
469 cm™ (LIRA, 2008 e BHATTACHARYA et al., 2008).

Para a mistura fisica, verificou-se que ha uma sobreposi¢cdo das bandas de
absorcdo caracteristicas da Bentonita e do PVP. A presenca de bandas em 3616
cm™ se deve a vibracdo axial dos grupamentos OH estruturais, em 2938 cm™
apresenta uma banda média de CH,, em 1648 cm™ mostra pico de estiramento
assimétrico de Si-O-Si, e outra banda de baixa intensidade em 1024 cm™
correspondente ao estiramento Si-O.

O espectro do 6leo apresentou bandas em 3542 cm™ referente a deformacéo
axial do grupo funcional hidroxila O-H, em 3075 cm™ correspondente a deformacéo
axial aromatica C-H, outra banda em 2936 cm™ mostrando deformacéo axial do
grupo metila C-C e em 1751 cm™ referente & deformacdo axial do grupo funcional
aromatico C=C (Costa et al., 2011).
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Figura 19: Espectro no infravermelho dos componentes isolados: a) PVP; b)

Bentonita; c) Mistura Fisica (Bentonita/PVP) e d) OESA.

A andlise de FTIR dos nanocompdésitos inertes e com 6leo mostrou que néo
existe a formacao de novas bandas de absorcédo (Figura 20) o que leva a concluséo
gue ndo houve nenhuma reacdo quimica evidente entre argila/polimero e o OESA.
Provavelmente, o polimero esta entre as camadas do silicato lamelar formando uma

organofilizacdo e o 6leo esta presente na matriz.

a24)\/ e)

1028 461 2:1- inerte

d)
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Figura 20: Espectro no infravermelho dos nanocompdsitos inertes e com 6leo: a) 1:2
(Bentonita/PVP) inerte; b) 1:2 (Bentonita/PVP) com 0Oleo; ¢) 1:1 (Bentonita/PVP)
inerte; d) 1:1 (Bentonita/PVP) com o6leo; e) 2:1 (Bentonita/PVP) inerte e f) 2:1

(Bentonita/PVP) com 6leo no tempo reacional de 1 h.
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5.3.3. Termogravimetria (TG)

A estabilidade térmica dos componentes isolados, bem como os dos
nanocompaositos inertes e com o OESA foi analisada por Termogravimetria (TG). As
curvas de TG/DTG, para todas as amostras analisadas, estdo apresentadas nas
Figuras 21, 22 e 23.

As curvas TG/DTG do PVP mostraram trés eventos de perda de massa, 0
primeiro ocorreu entre 30 °C a 120 °C, por tratar-se de um material higroscopico,
com perda de massa de 13,77% correspondente a liberacdo de agua adsorvida. A
segunda perda de massa (2,42%), na faixa de temperatura de 120 °C a 350 °C e um
terceiro evento envolvendo perda de massa de 72,57% na faixa de temperatura de
350 °C a 550 °C correspondente a decomposicao térmica do polimero e eliminacao
de material carbonaceo, seguido de um patamar de estabilidade (CHAHAL et al.,
2011).

As curvas TG/DTG da bentonita apresentaram trés eventos envolvendo perda
de massa. A primeira perda de massa numa faixa de temperatura de 30 °C a 120 °C,
atribuida a agua adsorvida no material com perda de massa de 8,09%. A segunda e
a terceira perda de massa de 1,21% (120 a 350 °C) e de 4,84% (350 a 550 °C)
respectivamente, correspondem a desidroxilacdo da argila (DORNELLAS, 2010;
LAVORGANA et al., 2010).

Para a mistura fisica as curvas TG/DTG mostraram que 0S eventos térmicos
obtidos nas curvas dos constituintes isolados se sobrepuseram durante a
decomposicao térmica dos materiais. A primeira perda de massa (11,72%) ocorreu
entre 30 °C e 120 °C, e esta relacionada as curvas TG/DTG do PVP correspondente
a perda de agua do polimero. A segunda perda de massa de 2,02% (120 a 350 °C) e
a terceira perda de massa de 42,74% (350 a 550 °C) respectivamente, esta
relacionada a sobreposicdo das curvas TG/DTG do PVP e bentonita,
correspondente a decomposicdo térmica dos componentes em suas respectivas
temperaturas.

Na curva do TG/DTG do OESA observa-se uma pequena perda de massa no
primeiro evento de 30 °C a 120 °C de 2,95% atribuida a liberacdo de agua adsorvida
na amostra. A segunda perda de massa foi mais acentuada na faixa de temperatura
de 120 °C a 350 °C, resultando em 91,52% devido a volatilizacdo de alguns

constituintes do 6leo. A terceira perda de massa nas temperaturas entre 350 °C e
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550 °C foi de apenas 0,4% correspondem a decomposic¢ao térmica e eliminacao de
material carbonaceo (COSTA et al.; 2011).
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Figura 21: Curvas de TG/DTG dos componentes isolados: a) OESA, b) PVP, c)
Mistura Fisica (Bentonita/PVP) e d) Bentonita. Obtidas na razao de aquecimento de

10 °C.min™ em atmosfera de nitrogénio com fluxo de 100 mL.min™.

Na Figura 22 as curvas TG/DTG dos nanocompdsitos na proporcdo 1:1
mostraram perda de massa de 7,87% na faixa de temperatura de 30 °C a 120 °C
devido a evaporacdo da agua presente no sistema, a segunda com perda de massa
de 3,01% na faixa de temperatura de 120 °C a 350 °C um terceiro evento
envolvendo perda de massa de 16,37% na faixa de temperatura de 350 °C a 550 °C
se refere a sua decomposicéo.

A amostra 1:2 mostrou perda de massa de 8,87% numa faixa de temperatura
de 30 °C a 120 °C, um segundo evento entre 120 °C a 350 °C com perda de massa
de 3,18% e um terceiro evento entre 350 °C a 550 °C com perda de massa de
21,21%. Ja na amostra 2:1, pode-se observar que houve uma menor perda de
massa, com valor de 10,04% de 30 °C a 120 °C, seguido de um evento
correspondente a faixa de temperatura de 120 °C a 350 °C com perda de massa de
1,84% e no terceiro evento podemos observar que houve um aumento na

estabilidade térmica devido ao alto teor de argila com perda de massa de 12,39%.
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Figura 22: Curvas de TG/DTG dos nanocompdsitos inertes: 2:1 (Bentonita/PVP), 1:1
(Bentonita/PVP)e 1:2 (Bentonita/PVP) em um tempo reacional de 1 h. Obtidas na
razdo de aquecimento de 10 °C.min™* em atmosfera de nitrogénio com fluxo de 100

mL.min>.

Quanto ao TG/DTG dos nanocompdésitos contendo OESA apresentado na
Figura 23, as curvas termogravimétricas dos nanocompositos na proporcdo 1:1
mostraram uma primeira perda de massa de 7,95% correspondente a evaporagao
da agua presente no sistema na faixa de temperatura de 30 °C a 120 °C, uma
segunda perda de massa de 1,87% na temperatura de 120 °C a 350 °C e uma
terceira perda de 19,75% que se refere a decomposicdo do material carbonaceo
entre 350 °C e 550 °C.

A amostra 1:2 mostrou perda de massa de 8,10% a uma temperatura de 30
°C a 120 °C corresponde a evaporacao da agua, um segundo evento em 120 °C a
350 °C com perda de massa de 2,50% e um terceiro com perda de massa de
25,77%. Na amostra 2:1, pode-se observar que houve uma perda de massa total
menor, com valor de 9,05% de 30 °C a 120 °C, 1,24% correspondente a faixa de
temperatura de 120 °C a 350 °C e 12,79% de 350 °C a 550 °C.
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Figura 23: Curvas de TG/DTG dos nanocompdsitos contendo OESA: 2:1
(Bentonita/PVP) com 6leo, 1:1 (Bentonita/PVP) com 6leo e 1:2 (Bentonita/PVP) com
6leo em um tempo reacional de 1 h. Obtidas na razdo de aguecimento de 10 °C.min

! em atmosfera de nitrogénio com fluxo de 100 mL.min™.

Todos 0s nanocompdésitos apresentados nas Figuras 22 e 23 mostraram
estabilidade térmica em relagcdo ao polimero puro e ao OESA. Estes resultados
demonstraram que a resisténcia a degradacao térmica € melhorada com a adicdo da
argila. A Tabela 9 mostra as perdas de massa calculadas a partir de intervalos

especificos para cada material estudado no presente trabalho.
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Tabela 9: Perdas de massa do OESA, Bentonita, Mistura Fisica (Bentonita/PVP),
PVP, Nanocompdsitos Inertes e com OESA nas proporc¢des de 1:1 (Bentonita/PVP),

1:2 (Bentonita/PVP) e 2:1 (Bentonita/PVP), em intervalos de temperaturas

diferentes.
Ami (% Am; (% Am3z (%
Amostra 30 - iéo 2’C 120 -23(5o)°c 350 -35(5o)°c
OESA 2,95 91,52 0,40
Bentonita 8,09 1,21 4,84
Mistura Fisica 11,72 2,02 42,74
PVP 13,77 2,42 72,57
1:1 inerte 7,87 3,01 16,37
1:2 inerte 8,87 3,18 21,21
2:1 inerte 10,04 1,84 12,39
1:1 com éleo 7,95 1,87 19,75
1:2 com é6leo 8,10 2,50 25,77
2:1 com 6leo 9,05 1,24 12,79

No entanto, € importante observar que os resultados obtidos pelas anélises

termogravimétricas ndo conseguem distinguir entre perdas de massa do 6leo e agua

dos nanocompdésitos. Sendo assim, esses resultados foram complementados pela

analise de determinacdo de 4gua pelo método de Karl Fischer no sentido de estimar

perdas totais do 6leo nas curvas TG. Analisando a Tabela 10 pode-se observar que

as porcentagens de agua referentes aos nanocompositos foram menores quando

comparadas com o OESA e o PVP.

Tabela 10: Determinacéo da umidade por Karl Fischer.

Amostra Representacdo da umidade % (n-2)
OESA 2,10
Bentonita 8,89
Mistura Fisica (Bentonita/PVP) 12,48
PVP 13,89
1.1 (Bentonita/PVP) inerte 7,50
1:2 (Bentonita/PVP) inerte 9,17
2:1 (Bentonita/PVP) inerte 10,69
1:1 (Bentonita/PVP) com 6leo 8,18
1:2 (Bentonita/PVP) com 6leo 8,86
2:1 (Bentonita/PVVP) com 6leo 9,33
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5.3.4. Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC)

Na Figura 24 estdo representadas as curvas de calorimetria exploratoria
diferencial (DSC) das amostras de PVP, bentonita e Mistura Fisica (Bentonita/PVP).
O comportamento térmico do PVP é esperado, por se tratar de um material
higroscopico e amorfo. A curva DSC do PVP apresentou um largo evento
endotérmico em 108 °C devido a desidratacdo do polimero. Esse resultado esta de
acordo com os resultados encontrados por Chahal et al., 2011.

A Dbentonita apresentou um evento endotérmico em torno de 72 °C
correspondente a perda de agua e/ou grupos hidroxila ligados as moléculas da argila
(DORNELAS, 2010). Este evento pode ser confirmado ao analisar a curva TG da
bentonita, a qual exibiu perda de massa em uma temperatura proxima.

A partir da andlise das curvas DSC citadas, observa-se auséncia do evento
endotérmico do polimero para a mistura fisica mostrando uma sobreposi¢cdo dos
eventos endotérmicos do PVP e da bentonita, com um pequeno deslocamento em
torno de 86 °C. Este evento pode ser confirmado ao analisar as curvas TG/DTG da
MF, a qual exibiu perda de massa devido a perda de agua do polimero.

o —PVP
E —— Bentonita
- —— MF

=

£

—

ko)

©

(@)

(0]

© 86°C

(@]

X

=)

- 72°C

(o]

©

C

L

108°C
1 " 1 " 1 " 1 " 1 " 1 " 1 " J
50 100 150 200 250 300 350 400

Temperatura (°C)

Figura 24: Curvas de calorimetria exploratéria diferencial (DSC) dos componentes
isolados: PVP, Bentonita e Mistura Fisica (Bentonita/PVP). Obtidas na razdo de

aquecimento de 10°C.min™* em atmosfera de nitrogénio com fluxo de 50 mL.min™.
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Através das curvas DSC dos nanocompasitos inertes nas proporc¢des 2:1, 1:1
e 1:2 em 1 h de reacdo apresentadas na Figura 25, pode-se observar que 0s

materiais se intercalaram, com um evento endotérmico em torno de 115 °C.
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Figura 25: Curvas de calorimetria exploratoria diferencial (DSC) dos
nanocompositos inertes no tempo reacional de 1 h na proporgdo p/p: 2:1
(Bentonita/PVP), 1:1 (Bentonita/PVP), e 1:2 (Bentonita/PVP). Obtidas na razdo de

aquecimento de 10 °C.min™* em atmosfera de nitrogénio com fluxo de 50 mL.min™.

Através das curvas DSC dos nanocompdésitos com OESA no tempo reacional
de 1 h apresentados na Figura 26 na proporcao 1:2 (Bentonita/PVP), observamos
um evento endotérmico em 66 °C, na propor¢cdo 1:1 (Bentonita/PVP), houve um
deslocamento com evento endotérmico em 54 °C e na proporgdo 2:1
(Bentonita/PVP), é possivel visualizar o evento endotérmico em 102 °C sugerindo
uma possivel interagdo com o0s componentes da formulagdo dando maior

estabilidade ao sistema devido a adicdo da argila.
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Figura 26: Curvas de calorimetria exploratéria diferencial (DSC) dos
nanocompositos com OESA no tempo reacional de 1 h na propor¢do p/p: 2:1
(Bentonita/PVP), 1:1 (Bentonita/PVP) e 1:2 (Bentonita/PVP). Obtidas na razdo de

aquecimento de 10 °C.min™* em atmosfera de nitrogénio com fluxo de 50 mL.min™.

5.3.5. Microscopia Eletrénica de Varredura de alta resolucdo (MEV/FEG)

A morfologia das amostras de bentonita, nanocompdsito inerte e com OESA,
Figura 27, foram obtidas através de micrografias do MEV/FEG. A andlise da
superficie da bentonita demonstrou irregularidades na distribuicdo do tamanho de
particulas por possuir maior diametro devido a formacao de particulas aglomeradas.
Quanto aos nanocompositos, observa-se que a utlizacdo de PVP facilitou a

formacdo dos mesmos, uma vez que foi possivel evitar a agregagéo das particulas.
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Figura 27: Imagens de MEV/FEG das amostras: a) Bentonita; b) Nanocompdsito
inerte 2:1 p/p (Bentonita/PVP); c¢) Nanocompoésito com OESA 2:1 plp
(Bentonita/PVP).

5.4. Avaliagdo da atividade Larvicida

Os resultados obtidos para a atividade larvicida do OESA e para o Eugenol
(Tabela 11) foram compativeis com os da literatura. De acordo com o resultado
pode-se observar que o OESA apresentou maior atividade larvicida frente as larvas
do Aedes aegypti, quando comparado com o componente majoritario, o eugenol. Isto
pode ser explicado pelo efeito sinérgico dos outros componentes (B-cariofileno, a-
humuleno, Acetato de chavibetol) do 6leo com o eugenol.
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Tabela 11: CLsg do OESA, eugenol e da amostra 2:1(Bentonita/PVP), frente as

larvas do Ae. aegypti em L3/L4, apds 24 h de exposicao.

Amostra CLso (95% IC) PPM
OESA 40,74 (40,29-41,20)
Eugenol 48,19 (47,70-48,69)
2:1 (Bentonita/PVP) 27,34 (27,02-27,52)

*95% IC — intervalo de confianga com probabilidade de 95%.

*CLso— concentracao letal necessaria para matar 50% da populacao exposta.

ppm — partes por milh&do

Em relacdo aos nanocompdsitos pode-se observar que o nanocompa@sito na

proporcéo 2:1 p/p (Bentonita/PVP), apresentou uma CLsp menor que a do OESA, o

gue comprova a viabilidade do método para 6leos essenciais.
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6. CONCLUSAO

O método escolhido para a extracdo do Oleo essencial proporcionou bom
rendimento.

A validagdo do método analitico utilizado para o OESA mostrou-se linear,
preciso, exato, seletivo, robusto e a determinagéo do teor adequados a curva
de calibracédo, sendo importante para as determinagfes analiticas.

Baseado nos resultados obtidos foi possivel verificar, a partir dos
difratogramas de DRX, a modificagdo na estrutura da argila, por meio da
expansdo do espacamento basal doo;, verificado pelo deslocamento do pico
para angulos menores. Os resultados mostraram que 0S componentes
intercalaram entre si de modo que o Oleo essencial estivesse incorporado
entre as camadas lamelares da argila. A partir disso, pode-se concluir que o
meétodo de intercalacdo foi viavel para a obtencdo do nanocompdsito e as
analises colaboraram para o estudo de intercalacdo dos materiais. Os demais
métodos apresentaram informacdes suplementares que corroboraram com a
formacao dos nanocompasitos.

As larvas de Ae. aegypti foram susceptiveis a composicdo do OESA, eugenol
e 0 nhanocompoésito 2:1 p/p (Bentonita/PVP), tornando-os alternativa

importante para o controle das larvas de Ae. aegypti.
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