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RESUMO

DILLY, J. Design e tecnologia: obtencao, caracterizagao, analise de volatilizagao e repeléncia
do é6leo essencial de citronela microencapsulado em cera de carnadba. 2023. 159 f. Tese
(Doutorado em Design) — Escola de Engenharia / Faculdade de Arquitetura, Universidade

Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, 2023.

Trabalhar em escala micrométrica e nanométrica trouxe para o Design, ndo sé novas
tecnologias, mas a implementacdo de algumas ja utilizadas em outras dreas, como farmdcia
e cosméticos. O uso de microcdpsulas com o intuito de modificar propriedades de materiais
guanto a sua funcionalidade, em conjunto com a busca por insumos com menor impacto
poluente ao ambiente, é tema de pesquisas em diferentes areas e setores. Nesse sentido, a
cera de carnauba, é um produto natural, biodegradavel, ja utilizado como membrana para
encapsular aromas e sabores (volateis) em medicamentos e cosméticos. Materiais ativos,
como 6leos essenciais, costumam volatilizar seus componentes, assim, para que suas
propriedades sejam preservadas, a utilizacdo de microcapsulas torna-se uma opc¢do. O
emprego da cera de carnauba como protecdo de ativos para o uso em produtos de Design
ainda é pouco explorado. Destarte, o objetivo desta pesquisa é microencapsular éleo
essencial de citronela em cera de carnauba com o propésito de prolongar o efeito repeléncia
a mosquitos. As microcdpsulas foram caracterizadas por: colorimetria, estéreo microscépio,
microscopia eletronica de varredura, espectroscopia de infravermelho por transformada de
Fourier, analise termogravimétrica e andlise de calorimetria diferencial de varredura.
Mosquitos da espécie Aedes aegypti foram utilizados como sensores para identificar, de
maneira qualitativa, a presenca do 6leo essencial de citronela nas microcapsulas. A analise
guanto ao efeito repelente das microcapsulas foi feita por meio de bioensaios de oviposicdo
dos mosquitos Aedes aegypti em laboratério. Os resultados mostraram que ocorreu
microencapsulacdo do 6leo essencial de citronela em todas as formulacGes desenvolvidas e
gue as microcapsulas aplicadas em ensaios de oviposicao apresentaram atividade dissuasora

em mosquitos Aedes aegypti.

Palavras-chave: Cera de Carnalba. Oleo Essencial de Citronela. Design e Tecnologia.

Mosquito Aedes aegypti. Transdisciplinaridade.



ABSTRACT

DILLY, J. Design and technology: obtaining, characterizing, volatilization analysis and
repellency of citronella essential oil microcapsulated in carnauba wax. 2023. 159 p. Thesis
(Doctor of Design) Engineering School, Architecture Faculty, Federal University of Rio Grande

do Sul, Porto Alegre, 2023.

Working in micrometric and nanometric scales has brought not only new technologi-
es to the field of Design but also the implementation of technology already used in other
areas, such as pharmacy and cosmetics. The use of microcapsules to modify material proper-
ties in terms of functionality, along with the search for inputs with a less polluting impact on
the environment, are the subjects of research in different areas and sectors. In that regard,
carnauba wax, is a natural, biodegradable product that is already used as a membrane to
encapsulate (volatile) aromas and flavors in medicines and cosmetics. Active materials, such
as essential oils, tend to volatilize their components, so, to preserve their properties, the use
of microcapsules becomes an option. The use of Carnauba wax as protection of assets for
use in Design products is still little explored. Thus, the objective of this research is to micro-
encapsulate citronella essential oil in carnauba wax to prolong the repellent effect against
mosquitoes. The microcapsules were characterized by: colorimetry, stereo microscope,
scanning electron microscopy, Fourier transform infrared spectroscopy, thermogravimetric
analysis, and differential scanning calorimetry analysis. Aedes aegypti mosquitoes were used
as sensors to qualitatively detect the presence of citronella essential oil in the microcapsules.
The analysis of the repellent effect of the microcapsules was accomplished by means of ovi-
position bioassays of Aedes aegypti mosquitoes in the laboratory. The results showed that
citronella essential oil microencapsulation occurred in all formulations created and that the
microcapsules applied in oviposition assays showed deterrent activity against Aedes aegyp-

ti mosquitoes.

Keywords: Carnauba Wax. Citronella Essential Oil. Design and Technology. Aedes aegypti

Mosquito. Transdisciplinarity.
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1 INTRODUCAO

O interesse na modificacdo de materiais foi o ponto de partida desta pesquisa. Com o
objetivo de prolongar o efeito repelente do dleo essencial de citronela em cera de carnauba
foram utilizadas microcapsulas naturais, com casca de cera de carnaulba e nucleo em 6leos
essenciais para uso em produtos de Design — no caso desta pesquisa, o 6leo essencial de
citronela.

A microencapsulagdo de ativos para melhoria ou modificacdao de propriedades e ca-
racteristicas de materiais ja é bem conhecida. Estudos contemplando microencapsulacao
com diferentes materiais de nucleo sdo realizados no Laboratdrio de Design e Selecdo de
Materiais (LDSM) da UFRGS, desde o ano de 2007. Em grande parte, utilizando como invélu-
cro materiais poliméricos e ceramicos. Esta Tese visa contribuir com as pesquisas em encap-
sulamento de ativos utilizando materiais naturais para casca e nucleo.

Microcapsulas poliméricas, em algumas situacdes, ainda sdo funcionalmente insubsti-
tuiveis, porém, apds realizarem com sucesso a fun¢do para a qual foram projetadas, acabam
retornando ao ambiente. O que pode vir a acarretar um acumulo de microcapsulas e micro-
particulas no ambiente, principalmente em rios e mares, vindo a servir como alimento para
peixes e crustaceos, poluindo e apresentando nocividade ao meio.

Assim, modificar materiais, melhorar suas propriedades ou acrescentar funcionalida-
des para melhoria de desempenho em produtos de Design pode trazer inUmeros beneficios
ao mercado de producdo e consumo, bem como pode interferir no ambiente. Nesse contex-
to, o uso das microcapsulas desenvolvidas com materiais renovaveis, biodegradaveis e bio-
compativeis para modificacdo de materiais para uso em Design, além de proporcionar novos
usos para as microcdpsulas com casca em ceras naturais, contribui para uma interferéncia
positiva junto ao meio ambiente, haja vista se tratar de uma microcdpsula degradavel, com-
posta de materiais naturais.

As microcapsulas com casca em cera natural ja estdo presentes e fazem parte da vida
didria e, em muitos casos, sem nosso conhecimento direto como, por exemplo, em alimen-
tos processados, nos quais sdo usadas para manter aroma ou sabor. Em cosméticos, as mi-
crocdpsulas sdo usadas para liberacdo controlada de vitaminas; em medicamentos, como

carregadores de principios ativos.
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A relevancia das pesquisas com o enfoque no ajuste da sintese de microcdpsulas com
cera de carnalba como prote¢dao de ativos para aplicagdo em produtos de Design da-se
qguanto a funcgdo, estrutura, morfologia, alteracao de cor, dimensdes e eficiéncia de encapsu-
lagao.

O dleo essencial de citronela é um éleo natural com propriedades repelentes a mos-
quitos, conhecidas quando utilizado para este fim. Porém sua alta volatilidade restringe seu
uso, principalmente em locais ao ar livre. Dessa forma, encapsular o éleo essencial de citro-
nela pode trazer beneficios com relagao a expansao do seu tempo de agdo.

E sabido que insetos sdo vetores de doencas que acarretam problemas em todo o
mundo, pesquisas constantes buscam meios de controle para frear transmissdes de doen-
cas, principalmente por vetores como o mosquito da espécie Aedes aegypti.

Nesse cenario, a aplicacdo das microcapsulas de cera de carnauba com éleo essencial
de citronela, em ensaios de oviposicao com fémeas de mosquitos da espécie Aedes aegypti,
contribui ndo somente para verificar a eficiéncia da microencapsulacao do 6leo na cera, mas,
também, identificar como a microcdpsula desenvolvida pode contribuir no controle a esse
mosquito que tem capacidade de hospedar e transmitir varios arbovirus causadores de do-

encas graves como: Dengue, Febre amarela, Chikungunya e Zika.

1.1 PROBLEMA

E possivel microencapsular éleo essencial de citronela usando cera de carnatiba como

material de casca visando prolongar o efeito repelente desse éleo?

1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo Geral

Microencapsular 6leo essencial de citronela em cera de carnauba para prolongar o

efeito repelente desse dleo.
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1.2.2 Objetivos Especificos

Para contemplar o objetivo geral, os seguintes objetivos especificos foram estabele-
cidos:

° Desenvolver uma formulacdo para obtencdo de microcdpsulas, utilizando a

cera de carnalba como membrana de protec¢do (casca) e 6leo essencial de citronela

como ativo (nucleo);

° Verificar a estrutura e o desempenho das microcdpsulas de carnauba carrega-

das com o 6leo essencial de citronela, por meio de caracterizacdo de materiais;

° Desenvolver um método para andlise das microcdpsulas utilizando os mosqui-

tos como sensores e verificar de maneira qualitativa a liberacdao do éleo essencial de

citronela da microcapsula;

° Avaliar a eficiéncia das microcapsulas quanto ao efeito repelente do dleo es-

sencial de citronela em ensaios de oviposigdo de mosquitos Aedes aegypti.

1.3 JUSTIFICATIVA

Inimeras sdo as preocupacdes em relacdo ao desenvolvimento de produtos quanto
ao uso de matérias que interfiram menos no ambiente, mas que supram as necessidades a
que foram projetados.

O uso de microcapsulas em Design de Produtos é de grande importancia, pois por es-
se meio é possivel agregar novas fun¢des a diversos produtos. O uso de microcapsulas em
cosméticos e medicamentos prolonga a utilizacdo dos farmacos, bem como em diferentes
produtos que podem ter seu uso ampliado com fun¢des termocrémicas, fotocromicas, aro-
maticas, hidratantes, protecdo solar, inseticidas ou repelentes.

Nos ultimos anos, diversos foram os estudos no PGDesign/UFRGS e no PP-
GEM/UFRGS abordando a tematica: Rossi (2012) concluiu o “Estudo de aplicacdes e testes
de durabilidade de microcapsulas em tecidos”. No mesmo ano, Marcuzzo (2012) apresentou
sua pesquisa “Obtencdo, caracterizacado e aplicacdo de microcapsulas em espumas de poliu-
retano visando o conforto térmico para potencial uso na tecnologia assistiva”. Dalla Costa
(2013) verificou a possibilidade de insercdo de microcapsulas poliméricas e ceramicas no

processo de impressdo a jato de tinta liquida por sistema termoelétrico. Raffainer (2015)
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defendeu sua tese intitulada “Design e Selecdo de Materiais no Micro e Nano Encapsula-
mento de Oleo Essencial de Lavandula angustifélia para Aplicagdo em Madeira”. Soares
(2018) analisou a funcionalidade de filamentos de ABS (Acrilonitrila Butadieno Estireno) com
microcdpsulas visando a modelagem por fusdo de deposicdo. Todos estes trabalhos foram
desenvolvidos de forma a contribuir para inovagao em Design, Materiais e Tecnologia.

Tanto em escala micro quanto em nanométrica, os materiais poliméricos, usados pa-
ra desenvolvimento de microcdpsulas tém interferido de forma nociva no ambiente. Esses
materiais, na maioria dos casos, sdo mais eficientes em aspectos funcionais, porém nocivos
ao ambiente apds seu descarte, como no caso dos microplasticos que tém sua nocividade
aos ambientes marinhos demonstrada em diversos estudos.

Desde o ano de 2004, cientistas publicam evidéncias sobre micropldsticos e as altera-
¢Oes ocasionadas por esses em ambientes aquaticos. Os microplasticos intencionalmente
adicionados a produtos, em particular aos produtos de enxague, sdo geralmente descarta-
dos em fluxos de dguas residuais e em dguas superficiais. Nesse contexto, restricbes para a
aplicacdo de microplasticos em produtos estdo sendo adotadas por alguns paises e se apli-
cam a diferentes categorias de produtos, sendo a maioria das propostas baseadas na lei The
Microbead-Free Waters dos EUA de 2015 (KENTIN e KAARTO, 2018).

A Coréia do Sul, em 2015, foi o primeiro pais a notificar a OMC (Organizacdo Mundial
do Comércio) sobre sua proposta de proibicdo de microesferas em produtos cosméticos. Ja o
Canada, no mesmo ano, notificou a OMC com relagdo as propostas Microbeads em regula-
mentos de higiene pessoal — cobrindo produtos para limpeza ou higiene, a proibicdo cana-
dense coloca as microesferas na lista de substancias toxicas do Canadian Environmental Pro-
tection Act, 1999,18.

A Franca foi o primeiro Estado-Membro da EU (Unido Européia) a adotar a proibicao
da venda de produtos cosméticos de enxague para esfoliacdo ou limpeza que contém parti-
culas de plastico sdlidas, contudo a proibicao exclui particulas de origem natural — desde que
ndo sejam persistentes e que nao afetem a cadeia alimentar. Paises como Suécia, Bélgica,
Nova Zelandia, EUA, Italia, entre outros aderiram a proibicdao do uso de micropldsticos em
produtos cosméticos e, em muitos casos, estendem a proibicdo aos produtos de limpeza,
bem como a outras categorias de produtos (KENTIN e KAARTO, 2018).

Empresas brasileiras de higiene pessoal, perfumaria e cosméticos também assumi-

ram o compromisso voluntario de substituir o uso de microparticulas plasticas sélidas inso-
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[uveis (MPSIs) por outros ingredientes com fung¢do semelhante, mas biodegradaveis, em
produtos enxaguaveis (MARCONDES, 2019).

Microcapsulas em produtos agregam valor e fungbes, porém, o uso de materiais po-
liméricos sintéticos pode, em algum momento, ocasionar problemas ao ambiente. Materiais
naturais, biodegradaveis, biocompativeis e renovdveis sdo uma op¢do para o desenvolvi-
mento de microcdpsulas sustentaveis que trarao beneficios ndo sé para o Design e usuarios,
mas para o ambiente.

Prolongar a atividade de um dleo essencial por meio de encapsulagdo utilizando ma-
teriais naturais pode ser um dos meios para controle de mosquitos vetores de doengas gra-
ves como: Dengue, Febre amarela, Chikungunya e Zika. Em tempos atuais, os mosquitos sdo
os insetos responsaveis pela maior mortalidade anual de seres humanos (RITCHIE; ROSER,
2018).

No Brasil, dados do ultimo Boletim Epidemioldgico (divulgado pelo Ministério da Sa-
ude) apontam que o pais registrou 504 mortes por dengue até o inicio de junho 2022, e o
InfoDengue, da Fiocruz, contabilizou mais de 700 mil casos de dengue no mesmo periodo,
superando o total de casos da doenca em todo o ano de 2021. Pesquisadores da Fiocruz a-
lertam que esse grande aumento no numero de casos de dengue no pais ja configura surto
da doenga em todo territério nacional (SCHINCARIOL, 2022).

Os mosquitos, em visGes generalistas, sdo retratados como seres nocivos ao homem
e a alguns animais. Entretanto, em uma revisado de literatura, Dixon e Vondra (2022) apre-
sentam esses insetos com a percepc¢ao baseada na bidnica, em que investigacdes de seus
comportamentos, caracteristicas anatébmicas e composicao bioldgica levaram a criacao de
diversas tecnologias benéficas para aplicacdes médicas.

Esta pesquisa traz uma abordagem transdisciplinar, que teve o envolvimento de dife-
rentes areas do conhecimento, embasada no conceito abordado por Kindlein Junior, Bressan
e Palombini (2021) que mostra a importancia da integracdo de dreas distintas em uma pers-
pectiva transdisciplinar para se desenvolver pesquisas inovadoras em Design.

Com a integracdo de conhecimentos dos diferentes campos de conhecimento (Sele-
cdo de Materiais, Quimica, Eletrénica, Bidnica, Parasitologia e Design) foi possivel buscar as
melhores e possiveis soluces em como desenvolver uma microcapsula natural com efeito
repelente, utilizando mosquitos como sensores de volatilizacdo das microcapsulas e aplican-

do-as em bioensaios para possivel controle de mosquitos vetores.
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1.4 ESTRUTURA DA TESE

A Tese divide-se em cinco capitulos.
O primeiro capitulo, Introdugao, apresenta o planejamento.
O capitulo 2, Fundamentacdo Tedrica, é dividido em cinco secdes:
1) Materiais, Design e Sustentabilidade;
2) Microcdpsulas;
3) Materiais naturais para microencapsulagao;
4) Microencapsulacdo de ativos em cera pela técnica de emulsificacao;
5) Mosquitos.
O capitulo 3, Materiais e Métodos, é dividido em cinco se¢des:
1) Materiais;
2) Processo de microencapsulagao;
3) Métodos de caracterizagao;
4) Ensaio de volatilizagdo;
5) Aplicacdo das microcapsulas — mosquitos como sensores e ensaio de oviposicdo.
O capitulo 4, Resultados e Discussao, é estruturado em nove segdes:
1) Microcapsulas;
2) Colorimetria;
3) Dimensoes;
4) Morfologia das microcdpsulas;
5) Anadlise quimica;
6) Comportamento térmico;
7) Cromatografia gasosa;
8) Resultado do ensaio de Volatiizacdo;
9) Aplicacdo das microcdpsulas nos dispositivos, mosquitos como sensores e ensaio
de oviposicao.
O capitulo 5, Consideracoes Finais, sdo expostas as conclusdes e as possibilidades de
trabalhos futuros gerados pela tese. A parte final contempla as referéncias e os apéndices da
pesquisa.

Para o entendimento de todas as etapas da pesquisa, pode ser observada a Figura 1.
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Figura 1 — Esquema de pesquisa
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 MATERIAIS, DESIGN E SUSTENTABILIDADE

Materiais fazem parte de nossa rotina. O nosso entorno é composto por materiais.
Sao eles que dao substancia a tudo que tocamos e possuem propriedades distintas a serem
exploradas (ASHBY e JOHNSON, 2011).

Para o design, a tarefa de selecionar o material adequado para um produto é criterio-
sa, pois a preocupacdo vai além da estética e da funcionalidade. Quando se desenvolve um
produto em Design, a selecdo dos materiais faz parte de todas as etapas do processo de pro-
jeto e fabricacdo. Além da necessidade de fazer a relagao entre Estrutura — Propriedade —
Processos de fabricacdo, é preciso pensar em sua aplicacdo (WALTER, 2006; CALLISTER,
2013).

Figura 2 — Sele¢do de materiais para o Design

Fonte: Adaptado de Walter (2006).

Pode ser observado na Figura 2 que a selecdo de materiais envolve a interrelagdo das
guatro esferas compostas na imagem. A indicacdo da melhor aplicacdo para um material

provém das diversas possibilidades desse material tomar forma, por meio de diversos pro-
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cessos de fabricacdo, gerando inumeras combinacdes de propriedades devido a alteracdes
de estrutura — e isto em escala de angstrom até a macroestrutura (WALTER, 2006).

Ao fazer a andlise e selecdo de materiais para um determinado produto, deve-se par-
tir do principio de que todos os materiais podem ser utilizados. Contudo, para se chegar a
um Unico material é necessdria a concretizacdo das etapas de triagem, classificacdo e docu-
mentacdo. Além disso, é necessario verificar a interagdo com o meio (ASHBY e JOHNSON,
2011).

Anteriormente a revoluc¢do industrial, conjectura-se que o planeta vivia em equilibrio
bioldgico, pois os materiais ndo eram sintetizados em grande escala. Os avancgos tecnologi-
cos em diferentes areas (saude, agricultura, habitacdo etc.), possibilitaram o crescimento
populacional, a industrializacdo e o crescente consumo, que, por consequéncia, alterou o
equilibrio natural dos materiais no planeta — modificou e transformou as substancias do
meio, alterando e sintetizando materiais em grandes quantidades que n3o retornam ao solo
de maneira segura, ap6s o descarte (MCDONOUGH e BRAUNGART, 2014).

Materiais modificados impactam no ambiente, sendo que o impacto ambiental de
um produto ou de um material pode ocorrer desde a extracdo das matérias-primas, em sua
fabricacao, na distribuicdo, utilizacdo, até seu descarte. A percepc¢ao e a integra¢ao de consi-
deracdes ambientais desde o inicio do processo de desenvolvimento de um produto pode
ser uma das maneiras de introduzir mudancas que afetam positivamente a questdao ambien-
tal em todos os estagios do seu ciclo de vida (MCDONOUGH e BRAUNGART, 2014).

O uso de micro ou nano tecnologias modificam e inovam produtos e materiais. As in-
tervengdes por meio de microcapsulas proporcionam, por exemplo, vestimentas mais leves,
hidrofébicas, com prote¢do UV, controle de fungos e bactérias (SANCHEZ, 2006; ALVAREZ et
al., 2017). Porém, percebendo a tematica por outro angulo, estes micro materiais, muitas
vezes nao perceptiveis a olho nu, retornam ao ambiente como possiveis poluentes.

Em algum momento, todos os produtos e materiais regressam para a natureza (MC-
DONOUGH e BRAUNGART, 2014), por esse motivo é importante pensar em selecdo de maté-
rias quando se trabalha com micro ou nano tecnologias. Porque, além de atender a relacdo
de estrutura, processo, propriedade e aplicacado, é possivel verificar o impacto e a interfe-

réncia do retorno destes pequenos materiais ao ambiente.
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2.2 MICROCAPSULAS

A partir da observacdo de sistemas naturais é possivel desenvolver microcdpsulas pa-
ra aplicagdao em produtos com diferentes finalidades. Visto que o encapsulamento de mate-
riais evoluiu a partir do estudo da bidnica, da observacao da natureza, variando de macroes-
cala a nanoescala, as sementes e os ovos sdao exemplos de casca com fung¢do de protecdo de
nucleo bem sucedida (GHOSH, 2006).

A microencapsulagao é um processo de inclusdo de particulas de sélidos (em tama-
nho micro), gotas de liquidos ou gases em uma casca inerte que isola e protege o nucleo do
ambiente externo. Essa tecnologia é usada principalmente para fins de protecdo e liberacado
controlada. Sendo empregada principalmente na industria de cosméticos, farmacéutica, a-
grotoxicos e alimenticia. A eficiéncia dessa tecnologia se resume a correta escolha do mate-
rial encapsulante, da forma de libera¢do do nucleo e do método de encapsulamento (GHO-
SH, 2006; TEIXEIRA et al., 2014; BALOGH, 2011; SANCHEZ, 2006).

As microcapsulas sdao formadas por uma membrana externa que envolve o material

ativo que permanece no nucleo da microcapsula — Figura 3 (GHOSH, 2006).

Figura 3 — Representac¢do de uma microcapsula

a) b)

Casca

Nucleo

Representacao da

Nucleo Casca . 5
microcapsula em corte

Fonte: Adaptado de Ghosh (2006), Jamekhorshid, Sadrameli e Fadid (2014) e Cheng et al. (2016).

Embora outras interagdes na formacdao da casca, envolvendo ou absorvendo o nu-
cleo, sejam possiveis, observa-se na Figura 3 (a) a composicdo de uma microcdpsula, com

nucleo e casca, e a estrutura de uma microcdpsula do tipo mononuclear em corte — Figura 3

(b).



30

O nucleo é um ingrediente ativo, substancia que pode estar em uma forma sélida, li-
quida ou gasosa. Também se refere ao conteldo principal, fases internas, encapsulamento,
cargas Uteis ou preenchimentos. Materiais sensiveis ao meio, como dleos, vitaminas, coran-
tes, compostos fendlicos ou bactérias probidticas, sdo encapsulados para a preservacgdo des-
ses compostos ou controle de uso (OZBEK e ERGONUL, 2017; RADUNZ et al., 2018).

A casca (parede, fase externa, membrana ou matriz) de uma microcapsula, que é o
revestimento (material) que envolve os ingredientes ativos, pode ser um polimero natural,
semissintético ou sintético, lipidios, materiais inorganicos e outros materiais (SK e WANE,
2013; CHENG et al., 2016).

A microencapsulacdo de materiais é utilizada para garantir que o material encapsula-
do atinja sua fun¢do sem ser afetado adversamente pelo meio em que estd inserido. Entre as
principais razdes para o encapsulamento estdo: a separacdo de componentes incompativeis,
a conversao de liquidos para sélidos de fluxo livre, maior estabilidade (prote¢do dos materi-
ais encapsulados contra oxidacdo ou desativacdo devido a reacdo no ambiente), mascara-
mento de odor, sabor e atividade de materiais encapsulados, liberagdo controlada de com-
postos ativos (liberacdo prolongada ou retardada) e a liberacdo direcionada de materiais

encapsulados (DUBEY; SHAMI e BHASKER RAOQ, 2009).

2.2.1 Classificacdo das microcapsulas

As microcapsulas podem ser classificadas com base em tamanho ou morfologia. Estas
particulas podem ter tamanhos diferentes, normalmente entre um intervalo de 1 a 100 um,
e a membrana com espessura de 0,5 a 50 um. Algumas microcapsulas cujo diametro é na
faixa nanométrica sao referidas como nanocdpsulas para enfatizar seu tamanho menor
(GHOSH, 2006; DUBEY, SHAMI e BHASKER RAO, 2009).

A morfologia das microcapsulas depende principalmente do material do nucleo e do
processo de deposicdo da casca. Podem ter formas regulares ou irregulares e, com base em
sua morfologia, sdo classificadas como tipos mononucleares, polinucleares e matriciais —
Figura 4 (GHOSH, 2006; DUBEY, SHAMI e BHASKER RAO, 2009; KRISHNA SAILAJA, 2015; PRA-
JAPATI, PATEL e DHARAMSI, 2017).
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Figura 4 — Tipos de microcdpsula considerando morfologia e tamanho
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Fonte: Adaptado de Ghosh (2006), Dubey, Shamy Hami e Bhasker Rao (2009), Krishna, Sailaja e Jyothika (2015),
Prajapati, Patel e Dharamsi (2017).

Como pode ser observado na Figura 4, as microcapsulas mononucleares tém um uni-
co nucleo (camara) dentro da cépsula, ja as microcapsulas polinucleares tém um numero de
diferentes tamanhos de camaras dentro da cdpsula, enquanto a microparticula do tipo ma-
tricial tem os ingredientes ativos integrados dentro da matriz do material da cdpsula distri-
buidos de forma homogénea (GHOSH, 2006; DUBEY, SHAMI e BHASKER RAQ, 2009; KRISHNA
SAILAJA, 2015; PRAJAPATI, PATEL e DHARAMSI, 2017).

Estudos realizados por Milanovic et al. (2017) indicam que a cera de carnauba é um
material atrativo para uso como matriz para o encapsulamento de aromas e éleos naturais.
Para uso como material de casca em microcapsulas, a cera de carnauba é menos viscosa que
outras ceras e, portanto, é mais facil de manipular durante o processamento da capsula (MI-
LANOVIC et al., 2010). E considerada uma matriz lipofilica, contém 5% de resina — o que qua-
se ndo permitem que a dgua penetre nos poros da estrutura lipidica, com isso promove a

liberagao lenta do ativo encapsulado ((KHERADMANDNIA et al., 2010).

2.2.2 Selecao de materiais para fabricacdo de microcdpsulas

Na selecdo de materiais para fabricacdo de microcdpsulas é necessario fazer a relacado
entre estrutura, propriedade, processos e aplicacdo (WALTER, 2006), pois a selecdo da técni-
ca de encapsulamento e do material da casca, da estabilidade fisica e quimica do nucleo, a
concentracdo, do tamanho requerido das particulas, do mecanismo de liberacdo e dos cus-
tos de fabricacdo, depende da aplicacdo final do produto (ALVAREZ et al., 2017).

Contudo, a morfologia da estrutura de uma microparticula depende da selecdo de
materiais, dos materiais da casca e do principio ativo, dos métodos (técnicas) de microen-

capsulacdo utilizados, da funcdo necessaria e da sua aplicagdo, como mostra a Figura 5.
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Figura 5 — Sistema de encapsulacao
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Fonte: Adaptado de Walter (2006) e Alvarez et al. (2017).

Para desenvolver uma microcapsula é necessario relacionar a sele¢ao da técnica de
encapsulamento, o material da casca (que depende da aplicacdo final do produto), o materi-
al ativo, considerar a capacidade fisica e estabilidade quimica, concentra¢do, tamanho de
particula necessario e o mecanismo de liberacdo (CASANOVA e SANTOS, 201; ALVAREZ et al.,
2017).

Em resumo, a eficiéncia da microencapsulacdo esta diretamente ligada ao que se
quer encapsular, qual material é melhor para a casca, qual a fungdo que queremos dar para
a microcapsula e qual a técnica adequada.

A tecnologia associada a modificacdo da liberacdo de ingredientes ativos é ampla em
varios setores industriais. Entre as inovagdes, os sistemas matriciais de polimeros naturais e
sintéticos sdo amplamente aplicados com a vantagem de micro ou nanoparticulas com libe-
ragdo controlada e/ou substancia prolongada incorporada a eles (AVILA et al., 2017).

O desenvolvimento da microencapsulacdo teve inicio com a preparacdo de cépsulas
contendo corantes que, incorporadas ao papel, substituiram o papel de carbono. Atualmen-

te, a microencapsulacdo é aplicada em diferentes areas e com usos distintos.
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2.2.3 O que é possivel encapsular e onde aplicar?

A microencapsulacdo é uma técnica usada para controlar as propriedades de libera-
¢do de ingredientes ativos e prolongar sua funcionalidade (ALVAREZ et al., 2017). Na Figura 6
é possivel visualizar materiais que quando encapsulados melhoram sua funcionalidade e/ou

agregam fungdes ao serem aplicados em outros materiais ou produtos.

Figura 6 — O que é possivel encapsular
OLEOS ESSENCIAIS

J

) g ;
MICROCAPSULA

COSMETICOS

AGENTE
ANTIMICROBIAL

MEDICAMENTOS

HIDRATANTES MATERIAL COM
CORPORAIS MUDANCA DE FASE

Fonte : Adaptado de Alvarez et al. (2017).

A tecnologia de microencapsulacdo é amplamente utilizada em diversos setores, es-
pecialmente alimenticio e farmacéutico, pois pode aumentar a solubilidade, melhorar a es-
tabilidade e aperfeicoar as propriedades de liberacdo controlada de compostos como 6leos
essenciais, antioxidantes, enzimas, drogas. Os setores mencionados abaixo sdo alguns dos
mais comuns quanto ao uso de microcapsulas (PEANPARKDEE, IWAMOTO e YAMAUCHI,
2016; PRAJAPATI, PATEL e DHARAMSI, 2017):

° No setor alimenticio, as microcapsulas sdo utilizadas para melhorar o valor

nutricional de um alimento ou proteger um ativo (sabor, cor, textura e aroma), em

bebidas, assados, carnes e laticinios;
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. No setor farmacéutico, uma das principais aplicacdes da técnica farmacéuti-
ca/biomédica para liberagdo controlada de medicamentos encapsulados, utilizados
em remédios e cosméticos;

. No setor agricola, as microcapsulas sao utilizadas como protec¢do de culturas,
aplicadas em inseticidas e fertilizantes;

. No setor téxtil, a microencapsulagdo aplicada em tecidos pode ser usada na
aplicacdo de fragrancias, substancias amaciantes da pele, materiais de mudanca de
fase (que auxiliam na termorregulagdo do corpo), agentes antimicrobianos e sistemas
de liberacdo de drogas, entre outros (ALVAREZ et al., 2017).

O uso da microencapsulacdo de 6leos essenciais e substancias cosméticas em téxteis

trouxe aplicagcOes inovadoras para os tecidos com diferentes fungdes como: repeléncia a

insetos, reducdo de odor, protecdo UV, propriedades antimicrobianas e perfumadas (ALVA-

REZ et al., 2017; PETRULIS e PETRULYTE, 2019).

As aplica¢Oes das microcdpsulas sdo cada vez mais versateis, podendo ser encontra-

das e usadas em diferentes areas — Figura 7 (DUBEY, SHAMI e BHASKER RAO, 2009).

Figura 7 — Opgdes de aplicagdo das microcapsulas
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Fonte: Adaptado de Dubey, Shami e Bhasker Rao (2009) e Sk e Wane (2013).
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O uso de microcdpsulas em produtos de Design é um assunto atual e traz beneficios
significativos para a drea. A insercao de microcapsulas na composi¢cdo de materiais e produ-
tos com o objetivo de melhorar as propriedades de protecdo quanto aos efeitos nocivos da
radiacao UV, por exemplo, permitem o efeito prolongado de fotoprote¢ao quando aplicados
em téxteis, sendo eficazes para defesa do organismo contra os efeitos nocivos desses raios.
(BALOGH, 2011; SANCHEZ, 2006).

O emprego de microcapsulas em tecidos permitiu varios efeitos funcionais, como: te-
cidos antimicrobianos, tecidos frescos, téxteis fotocromicos, téxteis termocromicos, téxteis
para seguranca, salde e comunicagao, tecidos com prote¢do contra a radiacdo ultravioleta e
cosméticos téxteis.

De acordo com Cheng et al. (2008), desde o ano de 2008, com o desenvolvimento de
novas ciéncias e tecnologias, os materiais téxteis encontraram aplicacdes no campo da cos-
mética. Com isso, os denominados cosméticos téxteis sao projetados para transferir um ati-
vo encapsulado que em contato com o corpo humano e pele, por exemplo, transfere subs-
tancias para hidratacdo da pele de modo controlado (CHENG et al., 2016; ALVAREZ et al.,
2017).

2.2.4 Técnicas de microencapsulacao

A quantidade de técnicas/métodos de microencapsulacdo registrados é crescente,
pois a medida que forem surgindo novos materiais encapsulantes, e novos principios ativos
que requeiram processamentos especificos para o seu encapsulamento, novos métodos se-
rdo requeridos.

A escolha do método mais adequado depende do tipo de nucleo, da aplicagdao da mi-
crocdpsula, do tamanho das particulas necessarias, das propriedades fisicas e quimicas do
nucleo e da parede, do mecanismo de liberacao necessario, da escala de producao e do cus-
to (SUAVE et al., 2006; MENEZES et al., 2014).

Os métodos de microencapsulacao sao analisados e classificados em trés categorias,
quais sejam: método fisico ou mecanico, fisico-quimico e quimico — Quadro 1 (GHOSH, 2006;

JAMEKHORSHID, SADRAMELI e FARID, 2014).
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Quadro 1: — Métodos de microencapsulagdo
Métodos de microencapsulacao

Fisico ou Mecanico Fisico-quimico Quimico
Secagem refrigerada Coacervagdo ou sepa-
spray drying racdo de fases
Spray cooling Emulsificacdo Inclusao molecular

. Pulverizacdo em agente . -
Pulverizagdo em banho . Polimerizagao
formador de reticula-

térmico - interfacial
cao

Leito fluidizado EnvoIvimer\to liposso-
mico
Extrusao centrifuga com
multiplos orificios
Liofilizagao
Fonte: Adaptado de Ghosh (2006), Jamekhorshid, Sadrameli e Farid (2014).

Geralmente, a escolha do método de microencapsulacdo depende da natureza do
material de casca/material de nucleo. Assim, a combinagdo apropriada de materiais de par-
tida e métodos de sintese pode ser escolhida para produzir produtos microencapsulados
com uma grande variedade de caracteristicas composicionais e morfoldgicas (DUBEY, SHAMI
e BHASKER RAO, 2009).

A selecdo dentre as técnicas de microencapsulagdo é altamente dependente das es-
pecificacbes das microcdpsulas; o tamanho da capsula requerido, materiais do nucleo e do
invdlucro, espessura do invdlucro da microcapsula, propriedades térmicas e mecanicas da
capsula etc. Consequentemente, o processo deve ser personalizado para proporcionar um
resultado satisfatério (JAMEKHORSHID, SADRAMELI e FARID, 2014).

Os principais métodos de encapsula¢cdao em cera sao: spray drying, spray cooling, coa-
cervacdo e emulsificacdo (GHOSH, 2006; AYUSH, CHHIPA e LALIT, 2018).

Os métodos, spray drying e spray cooling sao métodos fisicos. O método spray drying
é baseado na técnica de bombeamento da solucdo (o agente do nucleo é disperso em fase
aquosa com o agente encapsulante) até o atomizador, onde é aspergida na forma de névoa
de goticulas até a cdamara de secagem. Ja no método spray cooling, as condi¢des de processo
sdo as mesmas, porém o agente a encapsular é disperso no agente fundido e ndo em uma
solugdo (GHOSH, 2006; JAMEKHORSHID, SADRAMELI e FARID, 2014).

A conservacdo é um método fisico-quimico de microencapsulacdo, neste tipo de pro-
cesso o material do nucleo é disperso na solugdo de material de revestimento de tal modo

gue o material do nucleo ndo se dissolve.
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A coacervacao ocorre quando hd uma alteracao no valor de pH da dispersdo, que é
feita adicionando acidos, o que causa a diminui¢ao da solubilidade da fase dispersa (material
da casca). O material do invélucro forma um revestimento continuo em torno do nucleo e o
invélucro arrefece para endurecer e formar uma microcapsula (GHOSH, 2006; JAMEKHOR-
SHID, SADRAMELI e FARID, 2014).

Na microencapsulagdo por emulsificagdo, o nucleo é disperso em um solvente orga-
nico onde esta o material da parede (fase organica). Esta fase é emulsionada na dgua ou no
6leo que contém um estabilizador de emulsdo. A emulsificacdo é utilizada para encapsular
principalmente enzimas, minerais, vitaminas, éleos sabores e micro-organismos (GHOSH,

2006; JAMEKHORSHID, SADRAMELI e FARID, 2014).
2.3 MATERIAIS NATURAIS PARA MICROENCAPSULACAO
2.3.1 Cera de carnauba (material de casca)

As ceras naturais sdo materiais disponiveis no ambiente, de facil processamento, bio-
compativeis, biodegradaveis e ecolégicas (SHENDE et al., 2009; DEVI et al., 2022; JUNIOR et
al., 2022).

A cera de carnauba é uma cera vegetal, produzida principalmente pela recuperacao
mecanica do revestimento das folhas da palmeira Copernica cerifera. E uma cera sélida de
alta dureza, com profundidade de penetracdo de 2 — 8 mm (WIDJIJONO et al., 2009), efeito
mate de coloragdo amarela a marrom (Figura 8), com um ponto de fusdo entre 81°C a 85,5
°C, insoluvel em dgua, ligeiramente solivel em etanol em ebulicdo e soltvel em cloroférmio

morno.

Figura 8 — Cera de carnauba

Fonte: A autora (2023).
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Existem cinco tipos de cera de carnauba, Tipo 1, Tipo2, Tipo 3, Tipo 4 e Tipo 5. Os
graus comerciais da cera sao atribuidos em razao do tamanho e da idade da folha de onde é
extraida. Tipo 1 (Figura 8), T1: cor amarela é obtida das folhas jovens que tém menor tempo
de maturagdo. As ceras do Tipo 2 (cor laranja), Tipo 3 (cor laranja escuro), Tipo 4 (cor mar-
rom) e tipo 5 (cor preta) sdo originarias das palhas das folhas adultas (DANTAS et al., 2013;
JUNIOR et al, 2022).

Esta cera possui baixa massa molar (300/550 g/mol), consiste principalmente de uma
mistura complexa de ésteres de acidos e hidroxiacidos, principalmente ésteres alifaticos,
ésteres o-hidroxi, ésteres alifaticos p-metoxicinamicos e diésteres alifaticos p-hidroxi com-
postos de varios comprimentos de cadeias, em que os dlcoois C26 e C32 sdo os prevalentes,
cuja formulacdo quimica é H3C(CH;)30COO(CH,)33CHs (ROWE, SHESKEY e OWEN, 2006;
WYPYCH, 2014; HOLLOWAY e JEFFREE, 2016; BLEYAN, SVOBODA e HAUSNEROVA, 2015; FI-
LHO et al., 2017; HARRON et al., 2017; MILANOVIC et al., 2017).

Freitas et al. (2016) verificaram que o derivado cindmico do pd da cera de carnauba
possui alta estabilidade e atividade antioxidante, possui natureza apolar e capacidade de
absorcdo de UV.

A cera de carnauba é usada em uma variedade de produtos; incluindo cosméticos,
polidores industriais, produtos alimenticios e produtos de papel (GOMAA et al., 2010;
WYPYCH, 2014; ZHANG et al., 2016; HARRON et al., 2017). O uso da cera de carnauba rela-
cionado a alimentos é descrito no regulamento 21 CFR 184.1978 da FDA (LAN, 2018).

De acordo com Lozhechnikova et al. (2017) e Oliveira et al. (2019), em analise de

FTIR, a cera de carnauba apresenta bandas de absorgdo caracteristicas de cera natural — Fi-

gura 9.
Figura 9 — Bandas de absorg¢do caracteristicas da cera de carnauba
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Fonte: Adaptado de Oliveira et al. (2017).
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O espectro de infravermelho da cera de carnadba — Figura 9, mostra as bandas de ab-
sorg¢do caracteristicas espectrais de ésteres estiramento de carbonila(C=0) a 1735,03cm'e
C-C(= 0)-0 estiramento a 1168,53 cm™ (MARIE-FLORENCE et al., 2018), bem como vibracdo
de metilenoa 2916 cm' e 2848,32 cm' (alongamento). As bandasem 1472,81 cm' e
1466,95 cmi', 729,56 cm-' e 719,15 cmi! indicam a estrutura semicristalina das ceras (LO-

ZHECHNIKOVA et al., 2017; INVERNIZZI et al., 2018).

2.3.2 Oleos essenciais (material de nticleo)

Os 6leos naturais e seus componentes estdo ganhando o interesse crescente nas in-
dustrias dos setores de alimento, da agricultura, inseticidas, de materiais téxteis, cosmética
e a farmacéutica por causa de seu status natural, seguro e por suas propriedades funcionais
multidimensionais (LIANG et al., 2015).

Ervas e plantas tém sido usadas em medicamentos e cosméticos ha séculos, o seu po-
tencial para tratar diferentes doencas, bem como para adornar e melhorar a aparéncia da
pele, é conhecido. Embora compostos vegetais isolados possuam um alto potencial de utili-
zacao, extratos e 6leos extraidos de plantas sdao potencialmente superiores devido a sua
composicdo complexa (KORAC e KHAMBHOLIA, 2011; GHAYEMPOUR e MONTAZER, 2016).

De acordo com a Association Frangaise de Normalisation (AFNOR, 2018), bem como
para a Farmacopeia Europeia (Ph. Eur.), um éleo essencial é claramente definido como um
produto manufaturado a partir de matérias-primas de origem vegetal identificadas, obtidas
por hidrodestilagdo e destilacdo a vapor, processos mecanicos ou por destilacdao seca.

Os 6leos essenciais sdo os componentes lipofilicos volateis extraidos das plantas,
possuem substancias bioativas com atividade antioxidante e antimicrobiana, porém s3o sus-
cetiveis ao meio ambiente (ASBAHANI et al., 2015; RADUNZ et al., 2018). Devido aos varios
processos e aos multiplos parametros envolvidos, os éleos essenciais sdo complexos, com-
preendendo centenas de compostos com diversas estruturas e grupos funcionais (DO et al.,
2015).

As bandas de absorc¢do caracteristicas para os éleos essenciais correspondem a qui-
mica de grupos funcionais de classes de substancias naturais (SONGKRO et al., 2012), carac-
terizadas pelos principais picos de absor¢do em 3415 cm ' (O — H estiramento), 2849,03 cm’

(alongamento aldeidico C—H), 1730,59 cm' (alongamento C= 0), 1605,47 cm ' (O — H bend),
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1514,09 cm’', 1462,72 cm ', 1376,64 cm ' (deformacgdo do grupoC — O — H) e 1010,62 cm’’
(estiramento C — O) (AZIZ et al., 2016). Apresenta também um pico em 825,53 cm ' estira-
mento de alcenos di ou tri-substituidos (CH), bem como vibracdo atribuida a presenca de
grupo CH vinilico aromaticoa 730,12 cm' e 719,63 cmi’ (TIMUNG et al., 2016). De acordo
com estudos realizados por Oliveira, Paula e Paula (2014), as bandas de absorcdo caracteris-
ticas de compostos aromaticos em dleos sdo: 1600, 1580 e 1440 cm .

O dleo essencial de melaleuca (Melaleuca alternifolia) é um antigo remédio aborige-
ne, conhecido com um eficaz antisséptico, fungicida e germicida. E um componente popular
de muitas formulag¢des de filtro solar que aliviam as queimaduras solares, aumentando o
fluxo sanguineo nos capilares (KORAC e KHAMBHOLIA, 2011).

Oleo essencial de capim-lim3o é usado para dar fragrancia a formulac3o, tem propri-
edades antimicrobianas, antibacterianas e antifingicas. E um adstringente natural com al-
gumas propriedades antissépticas. A férmula também contém vitamina E, que ajuda a me-
Ihorar a textura da pele e auxilia no tratamento de queimaduras solares (RAGHAVAMMA et
al., 2016).

Os ¢6leos essenciais como o de laranja, horteld, melaleuca, lavanda e citronela, por
exemplo, sdo os componentes lipofilicos volateis extraidos das plantas, possuem substancias
bioativas com atividade antioxidante e antimicrobiana, porém sdo suscetiveis ao meio ambi-
ente (RADUNZ et al., 2018).

O dleo essencial de citronela (OEC), Cymbopogon nardus, é um éleo natural, volatil,
gue apresenta atividade antioxidante e seus principais compostos quimicos sdo os monoter-
penos aciclicos: citronelal, geraniol e citronelol (ANDRADE et al., 2012; HAZARIKA et al.,
2020; BORGES et al., 2021; SAWADOGO et al., 2022). E um éleo altamente volatil, em estudo
de Bezerra et al. (2016) a analise de TGA do dleo de citronela indicou que sua perda de mas-
sa inicia a cerca de 30 °C e termina em torno de 200 °C. Possui efeito repelente para mosqui-
tos (SPECOS et al., 2010% SPECOS et al., 2010b; HAZARIKA et al., 2022), inseticida no comba-
te a carrapatos (OLIVO et al., 2008; AGNOLIN et al., 2010) e pode ser utilizado como agente
antifungico (NAKAHARA et al., 2003; KRO; DAS e TAYUNG, 2017; MOURAO et al., 2019), e
seguro quanto a manipulacdo em seres humanos (HAZARIKA et al., 2022).

Como alternativa de controle quimico ao mosquito Aedes aegypti alguns compostos

naturais, como 6éleos essenciais de plantas, sdo utilizados como larvicidas, inseticidas e repe-
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lentes (SCHALCHER PEREIRA, et al., 2014; ZARA et al., 2016; MAIA et al., 2019; SURESH et al.,
2020; NORRIS e BLOOMQUIST et al., 2021).

Oleos essenciais utilizados em insetos possuem agdes toxicas e repelentes, podem
ser considerados uma forma de gestdo sustentdvel da resisténcia aos inseticidas piretréides
(GNANKINE e BASSOLE, 2017).

Estudos de Warikoo, Wahab e Kumar (2011) provaram que o uso do 6leo essencial de
citronela em agua para oviposicdo causa impactos negativos no comportamento reprodutivo
do Aedes aegypti demonstrando potencial de dissuasdao e ovicida, indicando, assim, que os
mosquitos adultos foram sensiveis aos estimulos quimicos e ao odor do 6leo em questao.

A alta volatilidade dos 6leos essenciais pode ser um fator limitante para suas aplica-
¢oes, principalmente em ambientes e dreas abertas. A microencapsulacdo de éleos essenci-
ais € uma opcao que possibilita proteger e prevenir a perda de ingredientes aromaticos vola-
teis, controlar a liberagdo e estabilizar os materiais encapsulados (SOLIMAN et al., 2013;
CARVALHO, ESTEVINHO e SANTOS, 2016; GHAYEMPOUR e MONTAZER, 2016; OZBEK e
ERGONUL, 2017; GNANKINE e BASSOLE, 2017).

Em revisdo de literatura, Atkovska et al. (2021) relataram alguns estudos com dleos
essenciais como repelente de insetos, dentre eles um que menciona a eficiencia de duas
horas, aproximadamente, do dleo essencial de citronela como repelente ao mosquito Aedes
aegypti e aponta a necessidade de se desenvolver um método, ou tecnologias, para prolon-
gar os efeitos de insticidas e repelentes naturais.

A microencapsulacdo tem a capacidade de melhorar a estabilidade oxidativa, termo-
estabilidade, vida util e atividade bioldgica dos dleos naturais, devido a apresentarem insta-
bilidade quimica, por serem instaveis e suscetiveis a deterioracdo oxidativa e perda de com-
postos volateis, especialmente quando expostos ao oxigénio, luz, umidade e calor. Além dis-
so, essa tecnologia pode ser util no controle da volatilidade e das propriedades de liberacdo
de dleos essenciais (LIANG et al., 2015; GHAYEMPOUR e MONTAZER, 2016).

Os dleos essenciais encapsulados, por apresentarem suas propriedades (bioldgicas e
funcionais) protegidas e preservadas, podem ser aplicados em vdrios setores (LIANG et al.,
2015; GHAYEMPOUR e MONTAZER, 2016).

Da Silva e Ricci-Junior (2020), em sua pesquisa, retrata que o éleo essencial de citro-
nela é o repelente natural mais utilizado dentre as formula¢des comerciais como repelente

para insetos, bem como os sistemas de liberacdao prolongada (microcapsulas) descritos na
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literatura e patentes, indicando a necessidade de desenvolvimento de novos estudos de sis-
temas de liberagdo prolongada contendo 6leos essenciais com atividade repelente, produzi-
dos a partir de materiais naturais e biodegradaveis.

Numerosas sdao as técnicas usadas para a microencapsulagao de éleos naturais, den-
tre elas estdo inclusas: emulsificacdo, secagem por pulverizacdo, sistema de electrosprays
coaxiais, liofilizagao, coacervagao, polimerizagado in situ, revestimento por extrusao, tecnolo-
gia de fluido supercritico e revestimento em leito fluidizado (LIANG et al., 2015).

A secagem por pulverizacdao e a coacervagao sao as técnicas mais utilizadas para a
microencapsulacao de éleos, contudo, a técnica de emulsificacdo é utilizada frequentemen-
te, devido a simplicidade dos procedimentos envolvidos na producdo da particula e a esco-
Iha dos componentes, das condi¢des de formulacao e preparacao (TEIXEIRA et al., 2014; LI-

ANG et al., 2015).

2.4 MICROENCAPSULAGAO DE ATIVOS EM CERA PELA TECNICA DE EMULSIFICAGCAO

Na microencapsulacao por emulsificacdo, primeiro o nucleo é disperso em um sol-
vente organico onde esta o material da parede. Em seguida, a dispersdao é emulsionada na
agua ou no 6leo que contém um estabilizador de emulsao, seguida por resfriamento ou por
evaporacdo de solvente sob agitacdo, proporcionando a formacdo de gldbulos de materiais
compactos nos quais o nucleo é encapsulado, como pode ser observado na Figura 10 (KA-

KRAN e ANTIPINA, 2014; TEIXEIRA et al., 2014).

Figura 10 — Sistema de encapsulacdo por emulsificacdo
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Emulsificagcao
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(6leo/agua)
Emulsao - Evaporagao Emulsao - Difusao (ED)
Solvente (ED)
Evaporagao Adicao de
Capsulas g oMente il Capsulas em
(endurecidas) (suspensao diluida)

Peneira ou
filtro

Evaporagao
pressao reduzida

Capsulas

(suspensao concentrada)

Fonte: Adaptado de Kakran e Antipina (2014).
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No processo de emulsdo por difusdo, as microcapsulas formadas sdo separadas da fa-
se liquida apds a solidificagdo das particulas, por evaporagdo, peneira ou filtro.

Os sistemas de emulsdo sdo componentes essenciais em microencapsulacdo para a-
plicagdo em alimentos, cosméticos e drogas, aprimorando a biodisponibilidade de compos-
tos ativos hidrofilicos ou lipofilicos dissolvidos na dgua dispersa ou fase oleosa, respectiva-
mente (PIACENTINI et al., 2016).

A emulsificagdo/homogeneizacdo a quente é uma técnica utilizada para a microen-
capsulacdo de 6leos naturais em ceras, por ser de facil e simples reproducdao (GONZALEZ-
MIRA et al., 2010; MILANOVIC et al., 2010; GOWDA et al., 2011). A maioria dos métodos
para microencapsular ativos em cera requerem aquecimento para sua producdo, a volatili-
dade dos 6leos essenciais pode comprometer a capacidade e eficiéncia de encapsulamento
(GALVAO et al., 2020).

Misturas de 6leo, agua e surfactante podem formar uma variedade de diferentes sis-
temas, dependendo da sua composicao e do ambiente (particularmente temperatura). Uma
microemulsdo de 6leo em agua é definida como uma dispersao coloidal termodinamicamen-
te estavel consistindo em pequenas particulas esferoides (composto por éleo, surfactante e
possivelmente co-surfactante) dispersos dentro de um meio aquoso (MCCLEMENTS, 2012).

Sistemas de emulsdo sdo componentes essenciais dos alimentos, cosméticos e drogas
gue melhoram a biodisponibilidade dos compostos ativos fracamente solUveis em dgua. A-
[ém disso, varias emulsdes e dupla emulsdo sdo aplicadas em fabricacdo de microcapsulas
funcionais, sendo usadas para encapsular, carregar e entregar de modo controlado os mate-
riais ativos (KAKRAN e ANTIPINA, 2014).

As microcapsulas formadas por esse sistemas sdo matriciais. Nas microcdpsulas do ti-
po matriz, preparadas com ceras, a liberacao do ativo encapsulado ocorre tanto pelos poros

de difusdo quanto por erosao (PATEL et al., 2011) — Figura 11.
Figura 11 — Microcapsulas de cera, sistema matricial
] +]

CASCA
Cera

ATIVO
Oleo

Microcépsula tipo matriz, (b) sistema de liberagdo do ativo por difusdo.
Fonte: Adaptado de Pacheco-Torgal et al. (2017) e Begum et al. (2018).
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No sistema tipo matriz, com material encapsulante em cera, o ativo é incorporado na
matriz — Figura 11 (a). Sua liberagdo ocorre de forma lenta, podendo ser por dissolugao, ero-
sdo ou por difusdo. A taxa de liberacdo do ativo depende da solubilidade e espessura da cas-
ca da microcdpsula. No caso da cera, por ser insoluvel em agua inerte, a liberagao do ativo é
dada por difusdo controlada — Figura 11 (b) (PACHECO-TORGAL et al., 2017; BEGUM et al.,
2018).

2.4.1 Equilibrio Hidrdfilo-Lipdfilo das emulsdes

Na formulacdo das microcapsulas, além dos materiais usados como constituintes da
matriz e nucleo, sdo adicionadas também substancias chamadas de tensoativos ou surfac-
tantes que sdo adicionados ao sistema por possuirem caracteristicas hidrofdbicas ou hidrofi-
licas (ROSEN, 2012).

Para a estabilidade das emulsGes no processo de microencapsulacdo é necessario ter
conhecimento do EHL (Equilibrio Hidroéfilo-Lipdfilo) dos reagentes que formulam a mistura
(ICI AMERICAS INC, 1980).

Para facilitar a selecdo de emulsificadores, a ICl Americas Inc, baseada na teoria de
Griffin (1949 e 1954), produziu um esquema sistematico de emulsificadores adequados para
qgualquer aplicacdo que foi chamado de Sistema EHL (ICI AMERICAS INC, 1980).

O EHL de uma emuls3do varia com relacdo a fonte de material, seus ingredientes, con-
centracdo desejada, método de preparacdo e técnica de fabricacdo (ICI AMERICAS INC,
1980). No Sistema EHL sdo atribuidos valores requeridos de EHL para surfactantes, 6leos e

substancias semelhantes — Tabela 1.

Tabela 1 — Valores requeridos de EHL para emulsdes de éleo em agua.

Produtos EHL
Span 80 (monooleato de Sorbitano) 43
Span 60 (Monoestearato de Sorbitano) 4,7
Oleos naturais 5a9
Span 40 (Sorbitano Monopalmitato) 6,7
Cera de Carnauba 12
Tween 80 (Monooleato de polioxietileno sorbitano) 15
Tween 20 (Monolaurato de polioxietileno sorbitano) 16,7

Fonte: Adaptado de ICI AMERICAS INC (1980).
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De acordo com Griffin (ICl AMERICAS INC, 1980) é possivel determinar o EHL da fase

oleosa (F,) de uma emulsdo por meio da seguinte equagao, Equacao (1):

X=F1+F2+- (1)
%x = oL

X
ohx = o

X

EHLde X = (WF,1x EHL F,1) + (%F,2x EHL F,2) + -+

Na Equacdo (1), por meio de cada componente na fase oleosa (F,1, F,2, ...) possivel, é
determinada a fracao decimal de cada componente desta fase (%F,1, %F,2, ...). O EHL de X é
a soma das fracdes ideais de cada fase multiplicadas pelo EHL de cada fase.

Pelo sistema EHL os surfactantes e emulsificantes a serem empregados devem ter o
EHL mais proximo ao da fase oleosa da emulsdo pretendida, para isso, pode-se misturar sur-
factantes utilizando o calculo proposto por Griffin (ICI AMERICAS INC, 1980), Equacgao (2):

100 (EHL de X — EHL(B))
EHL (A) — EHL(B)

%(B) = 100 — %(A)

Além da definicdo do EHL do sistema, o rendimento e as caracteristicas das micro-

%(A4) =

(2)

capsulas e das microparticulas lipidicas sélidas podem ser afetados por outros fatores, como:
concentracdo e tipo de materiais, técnica de microencapsulacdo, concentracdo e tipo de
surfactante, velocidade de agitacdo e tempo de agitacdo (HANIF et al., 2017).

Os materiais comumente usados como membrana para encapsular dleos naturais,
pelo processo de emulsificacdao e por varias técnicas de fusdo, sdo a cera de abelha e a cera
de carnauba. As vantagens das ceras incluem: boa estabilidade em varios niveis de Ph e umi-
dade, aplicacdo segura para humanos devido a sua natureza sustentavel e insolUvel em dgua

(SHAKI et al., 2014).

2.4.2 Estudos com microcapsulas de cera de carnauba

Nas microcdpsulas de cera de carnauba, diversos sdo os efeitos e caracteristicas dis-

tintas decorrentes de varidveis no processo de sintese, na técnica de microencapsulacdo por

homogeneizacdo a quente, ja conhecidos e estudados (MILANOVIC et al., 2010, 2011, 2017).



Outros estudos de micro e nano encapsulacdo de cera natural sdo apresentados no Quadro
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Quadro 2 — Estudos sobre micro e nano encapsulagdo de ativos em cera natural

Titulo do Trabalho

Referéncia

Uso microcapsulas

Preparation and characterization of ketoprofen-loaded solid lipid

(KHERADMANDNIA

Medicamentos

nanoparticles made from beeswax and carnauba wax etal., 2010)
Encapsulation of Clozapine into Beeswax Microspheres: Preparation, (GOWDA et al., .
o L Medicamento
Characterization and Release Kinetics 2011)

Preparation and investigation the release behaviour of
wax microspheres loaded with salicylic acid

(GIFANI , 2009)

Medicamentos

(MILANOVIC et al.,

Microencapsulation of Flavors in Carnauba Wax 2010) Alimentos
Formulation of wax oxybenzone microparticles usinga factorial ap- (GOMAA et al., .
Filtro solar
proach 2010)

Melt Solidification Technique: Incorporation of Higher Wax Content
in
Ibuprofen Beads

(KAMBLE et al.,
2004)

Medicamentos

Sintering of Wax for Controlling Release From Pellets

(SINGH; PODDAR;
CHIVATE, 2007)

Medicamentos

Wax encapsulation of water-soluble compounds for (MELLEMA et al., .
s Alimento
application in foods 2006)
Optimizing Formulation Variables of KCl Loaded Waxy Microspheres (SHAKI et al., 2014) Cosmeético
Blend of natural waxes as a matrix for aroma encapsulation (MILAZ';?;/)IC Gy Cosmético
Surfactant-free 46ngustif wax dispersion and its use for layer-by-layer | (LOZHECHNIKOVA et ..
. . Materiais
assembled protective surface coatings on wood al., 2017)
Layer-by-layer ass.embled hydrophob|.c coatings for cellulose n?nofl- (FORSMAN et al., Materias Téxteis
bril films and textiles, made of polylysine and natural wax particles 2017)
Physico-chemical properties and efficacy of silk fibroin fabric coated (KANOKPANONT et L .
- . Medicina - curativos
with different waxes as wound dressing al., 2013)

Toward energy efficiency through an optimized use of 46ngu:The
development of natural hydrophobic coatings that retainmoisture-
buffering ability

(LOZHECHNIKOVA
etal., 2015)

Materiais - madeira

Design e Selegdo de Materiais no Micro e Nano Encapsulamento de
Oleo Essencial de Lavandula 46ngustifélia Miller para aplicagdio em
madeira-balsa

(RAFFAINER, 2015)

Design de produto

Produgado e caracterizagao de nanoparticulas lipidicas contendo mul-
ticomponentes vegetais visando a aplicagdo em produtos para higiene
intima feminina

(OLIVEIRA, 2017)

Engenharia de Mate-
riais e Farmacia

Fonte: A autora (2023).

E possivel verificar, no Quadro 2, que pesquisas de uso das microcapsulas de cera em
alimentos, cosméticos e medicacdo acontecem ja ha algum tempo, no entanto, as pesquisas

que tratam do uso em materiais sdo recentes.
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2.5 MOSQUITOS

Mosquito é a denominacdo genérica para dipteros nematdceros. Especificamente, al-
guns pertencem a Familia Culicidae, sendo alados, apresentando pernas e antenas longas, na
grande maioria, sdo hematofagos, e, em suas fases imaturas, sdo aquaticos (CONSOLI; OLI-
VEIRA, 1994).

Diferente de outros animais perigosos, os mosquitos sdo encontrados em quase to-
das as partes do mundo e em diferentes épocas do ano, o que potencializa o risco causado
aos seres humanos. Contudo, é importante ressaltar que das mais de 3.550 espécies de
mosquitos conhecidas, apenas cerca de 200 sdo capazes de transmitir algum patégeno ao
homem (LORENZ; VIRGINIO; BREVIGLIERI, 2018).

Em um panorama geral, dados publicados em 2018 retrataram que, em 2016, cerca
de 1,5 milhdo de pessoas foram mortas por animais, dessas, meio milhdo foram mortas por
outros humanos e quase um milhdo por animais diversos — Figura 12 (RITCHIE; ROSER,
2018).

Figura 12 — NUmero de pessoas mortas por outros animais no mundo, no ano de 2016
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Fonte: Adaptado de Ritchie e Roser (2018).
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Como mostra a Figura 12, os mosquitos foram os animais responsaveis por muitas
mortes de pessoas em 2016. Cerca de 780.000 pessoas morreram por doengas (Malaria,
Dengue, Encefalite Japonesa, Febre Amarela, Zika, Chikungunya, Nilo Ocidental e Filariose

linfatica) transmitidas por estes insetos.

2.5.1 Aedes aegypti

O Aedes aegypti é uma espécie de mosquito da Familia Culicidae, Subfamilia Culicina-
e, que tem capacidade de hospedar e transmitir vdrios arbovirus causadores de doencas
graves como: Dengue, Febre amarela, Chikungunya e Zika (LORENZ; VIRGINIO; BREVIGLIERI,
2018).

O controle de arboviroses transmitidas por mosquitos se tornou um grande desafio,
visto que o mosquito Aedes aegypti é uma espécie sinantrépica® e antropofilica®, sendo to-
talmente adaptada ao ambiente urbano (BESERRA et al., 2010), (ALONSO et al., 20219).

A primeira ocorréncia da espécie de mosquito Aedes aegypti foi descrita no Egito, em
1762. No Brasil, a introducdo dessa espécie ocorreu no periodo colonial, entre os séculos XVI
e XIX, durante o comércio de escravos (ZARA et al., 2016).

Esse mosquito, por ser uma espécie sinantrdpica e antropofilica (BEZERRA et al.,
2010), atualmente, estd presente em todos os estados do Brasil. O Aedes aegypti chegou a
ser erradicado do pais por duas vezes, entre ao anos de 1958 e 1973. Porém, a quiescéncia3
dos ovos permite a manutencdo do ciclo na natureza durante as variacGes climaticas sazo-
nais, pois a resisténcia dos ovos desse mosquito chega até 492 dias no seco, eclodindo apds
contato com a 4dgua (ZARA et al. 2016).

Os mosquitos adultos de Aedes aegypti apresentam tdrax preto com listras brancas
no tronco, na cabeca e nas pernas. Possuem habitos diurnos, voam a, aproximadamente,1,5
metros do chdao e os hordrios de maior atividade sdao no inicio da manha e no final da tarde
(RAGONHA e NOVAK, 2018).

A estrutura fisiolégica da espécie de mosquitos Aedes aegypti, entre macho e fémea,

se difere em alguns aspectos como mostra a Figura 13.

1 PN ;. . .
Termo usado para se referir as espécies que se adaptaram a viver junto com o ser humano.
2 . .. . .
Adjetivo de um ser que parasita ou infecta o ser humano.
3 . . s . . .o . 7. . . . . .
Estado fisioldgico de baixa atividade metabdlica caracterizado pelo baixo conteddo de dgua nos teci-
dos.
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Figura 13 — Mosquitos da espécie Aedes aegypti

MACHO

Fonte: Adaptado de Lorez; Virginio; Breviglieri, (2018).

E possivel observar, na Figura 13, que a estrutura do corpo da fémea é maior e possui
palpos maxilares menores que o macho. O aparelho ovipositor fica localizado no final do
ultimo segmento abdominal. J& o macho é menor em tamanho e possui antenas mais plu-
mosas que as fémeas (LORENZ; VIRGINIO; BREVIGLIERI, 2018).

Todos os mosquitos adultos desta espécie, machos ou fémeas, dependem da inges-
tao de carboidratos, eles se alimentam do néctar das plantas ou seiva de frutos para obter
acucar, que fornece energia suficiente para sobreviverem. Contudo, é a fémea que se ali-
menta de sangue para nutrir seus ovos, carrega centenas de ovos e voa longas distancias
para buscar alimento e local propicio para a oviposicao (CONSOLI, 1994). Como se alimenta
de sangue, é a fémea que transmite os patdgenos causadores de diversas doencas (LORENZ;
VIRGINIO; BREVIGLIERI, 2018).

Para postura de seus ovos, as fémeas desta espécie de mosquito avaliam na 3agua, a-
través de quimiorreceptores em seus apéndices bucais, fatores como temperatura, nutrien-
tes, micro-organismos e quimicos que possam influenciar na ovipostura e no posterior de-
senvolvimento de suas larvas. A oviposicdao se da com mais frequéncia no fim da tarde. A
fémea gravida é atraida por recipientes escuros ou sombreados, com superficie dspera, nas
guais deposita os ovos. Prefere dgua limpa e cristalina em vez de dgua suja ou poluida por

matéria organica (LORENZ; VIRGINIO; BREVIGLIERI, 2018).
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O ciclo gonotrofico do mosquito Aedes aegypti acontece como mostra a Figura 14.
Todo o ciclo de vida do mosquito pode levar até 45 dias, podendo variar em relagdo a tem-

peratura e unidade do ambiente (LORENZ; VIRGINIO; BREVIGLIERI, 2018).

Figura 14 — Ciclo gonotréfico do mosquito Aedes aegypti

353‘* -~

Adulto

Fonte: Adaptado de Lorez; Virginio; Breviglieri, (2018).

Por meio da Figura 14 é possivel observar as fases do ciclo. Os ovos da espécie Aedes
aegypti iniciam o processo de incubag¢do ao entrarem em contato com um meio aquoso, em
condicGes adequadas para o desenvolvimento, esse processo ocorre em dois ou trés dias,
porém pode durar semanas ou até meses. As larvas vivem na agua e passam para o estagio
de pupas em cinco dias, o desenvolvimento das pupas acontecem em meio aquatico e sua
transformagdo em mosquito adulto acontece em dois ou trés dias. Ja a fase terrestre, do
ciclo de vida dessa espécie de mosquito, é dada em aproximadamente 30 dias (I-
OC/FIOCRUZ, 2021).

Os ovos da espécie de mosquitos Aedes aegypti possuem forma alongada e pequena
(medem cerca de 0,4 mm). Logo ap0s a postura pelas fémeas, os ovos sdo brancos, mas ra-
pidamente escurecem e se tornam negros e brilhantes. Eles adquirem resisténcia ao resse-
camento em, aproximadamente, 15 horas, apds isso sdo capazes de resistir a longos perio-
dos de baixa umidade. Essa resisténcia permite que sobrevivam em locais secos por um lon-
go intervalo de tempo até estarem em condicGes propicias de umidade e temperatura para a
eclosdo e a formacdo das larvas e, depois, do mosquito (LORENZ; VIRGINIO; BREVIGLIERI,
2018).
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Interferir no ciclo gonotréfico dos mosquitos e/ou interromper os processos necessa-
rios para a producdao de ovos vidveis podem ser uma solugdo para o controle do Aedes a-
egypti (ISOE et al., 2019).

O comportamento dos mosquitos pode ser afetado por uma série de fatores ambien-
tais como, por exemplo, temperatura e umidade. Porém, os fatores com maior interferéncia
sdo aqueles que estdo presentes no ambiente quimico volatil que cerca o mosquito (WOO-
DING et al., 2020).

Os mosquitos possuem um sistema sensorial complexo para detectar e responder aos
compostos volateis (por exemplo, didxido de carbono, amonia) em seu ambiente. A sobrevi-
véncia e reproducdo desta espécie estd diretamente ligada ao olfato, pois permite a localiza-
¢do e avaliacao dos recursos, incluindo locais para alimentacdo e oviposi¢do (HILL, EIGNELL,
2021).

De acordo com Wooding et al. (2020), comportamentos como o acasalamento, a ovi-

posicao, busca de hospedeiro e alimentacdo com acucar sdo guiados pelo olfato (Figura 15).

Figura 15 — Comportamentos dos mosquitos guiados pelo olfato

- Encontrar parceiro - Pistas de oviposicao
- Formagao de enxame
- Pistas de acasalamento

d “’5’\; - D|o§<|dp de carbono ‘
> Q - Volateis da pele do hospeiro 9

/s - Mistura de compostos

:J‘M =

- Pistas olfativas

Fonte: Adaptado de Wooding et al. (2020).



52

Os mosquitos sao sensiveis e respondem a diferentes misturas de volateis, a identifi-
cagao de sinais e pistas semioqul'micas4 sao fatores determinantes para a sobrevivéncia de
diferentes espécies de mosquitos (WOODING et al., 2020).

Diversos sdo os estudos que abordam a questdo de quais substancias podem atuar
como pistas positivas ou negativas em diferentes espécies de mosquitos com relacdo aos
seus comportamentos. Em estudos de Ganesan et al. (2006), sobre semioquimicos de ori-
gem de extrato de ovos de Aedes aegypti e seus efeitos no comportamento oviposicional de
Aedes aegypti, foi constatado que a fémea do mosquito é sensivel a todos os compostos
identificados e, dentre eles, os acidos dodecafénico e (Z)-9-hexadecendico apresentaram
resposta oviposicional positiva significativa em diferentes concentracdes, enquanto todos os
ésteres apresentaram efeito oviposicional deterrente / repelente.

Quando as pistas ou sinais detectados pelos mosquitos sao atrativos e estimulantes
podem indicar a disponibilidade de alimentos e condi¢Ges adequadas para a oviposi¢ao; en-
guanto pistas ou sinais repelentes e dissuasores podem indicar risco de predacdo, infeccao
ou competicdo, como ilustrado na Figura 16 (NAVARRO-SILVA; MARQUES; DUQUE, 2009;
AFIF, GALIZIA, 2015; GIRARD et al., 2021).

Figura 16 — Respostas comportamentais de mosquitos em locais de oviposi¢ao
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a)Comportamento das fémeas em resposta aos sinais olfativos, gustativos ou tateis; b) Sinais repulsivos; c)
Sinais atrativos
Fonte: Adaptado de Girard et al. (2021).

4 . s ~ A . s . . ~ . .
Semioquimicos sdo as substancias quimicas envolvidas na comunicagdo entre os seres vivos. Semio
vem do grego semeion = sinal. O termo semioquimicos significa, entdo, "sinais quimicos".
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Tendo em vista que o estabelecimento de uma espécie invasora, como o mosquito
Aedes aegypti, depende do sucesso reprodutivo e da capacidade de dispersao no novo am-
biente (KROTH et al., 2019), a sele¢do de locais adequados pelas fémeas de mosquitos para
depositarem seus ovos é um fator chave para a sobrevivéncia de seus imaturos — ovos e lar-
vas (NAVARRO-SILVA; MARQUES; DUQUE, 2009; DAY, 2016; GIRARD et al., 2021), e, tam-
bém, de extrema relevancia na distribuicao da espécie na natureza (CONSOLI, 1994).

Estando o mosquito da espécie Aedes aegypti adaptado ao ambiente urbano, seu
controle é um grande desafio. Pois, para se conhecer a sua biologia, é preciso estudar a rela-
¢do do inseto com o homem e com as varidveis do meio em que a espécie estd inserida (BE-
ZERRA et al., 2010).

Atualmente, algumas estratégias para controle desta espécie de mosquito sao reali-
zadas por meio da interferéncia no ciclo gonotrofico, da interrupcdo dos processos necessa-
rios para a producgao de ovos vidveis (ISOE et al., 2019), do desenvolvimento larval (KANIS et
al., 2018) ou mesmo todas essas em todas as fases bioldgicas (DUSI et al., 2022).

O uso do olfato para executar tarefas de forrageamentos, oviposicdo, acasalamento e
busca de hospedeiros, pelos mosquitos, serviram de inspiracdo para desenvolver e construir
dispositivos para a deteccdao de compostos organicos volateis e diagndsticos que podem ser
realizados com menos tempo e invasividade do que alguns métodos existentes (DIXON e
VONDRA (2022).

Entdo, estudar a relacdao deste inseto como um possivel sensor para detec¢do de vo-
lateis de ativos microencapsulados durante bioensaios de oviposicdo, permite verificar a
acao repelente ou atrativa possibilitando, assim, reconhecer as varidveis do meio e, com
isso, identificar as preferéncias para a ovipostura e ndo somente a qualidade da dgua, mas,

também, caracteristicas do recipiente de oviposicao.

2.5.2 Ensaios de oviposicdao de mosquitos
O uso de dleos essenciais como dissuasores de oviposicao para diferentes espécies de
mosquitos &€ uma opcdo ambientalmente correta e se mostrou eficiente em diversos estu-

dos, como os de Andrade-Ochoa et al. (2018) e Danga et al. (2018).

5 . ~ . Z ors .
Forrageamento é a busca e a exploragdo de recursos alimentares. E uma habilidade particularmente
importante, pois afeta a aptiddo do animal, influenciando diretamente a sobrevivéncia e a reproducdo do or-
ganismo.
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Os bioensaios de oviposicdo em laboratério sdo realizados em gaiolas de bioensaio,
utilizando recipientes para a postura dos ovos das fémeas dos mosquitos. As Figuras 17, 18 e
19 retratam ensaios de ovipostura de mosquitos para andlise de atratividade ou repeléncia

de materiais.

Figura 17 — Ensaio de oviposi¢do de mosquitos Aedes albopictus em gaiola de bioensaio

E ¢, d= Controle - dgua

6 a= 4,7 g de café torrado
a com 150 ml de dgua

ﬁ h= 2,35 g de café torrado

d . / com 150 ml de 4gua

Fonte: Adaptado de Satho et al. (2015).

Neste ensaio (Figura 17), o material testado estava dissolvido em agua e o objetivo
desta analise era verificar a preferéncia de local de oviposicao das fémeas de Aedes albopic-
tus em recipientes que continham diferentes quantidades de café e dgua (SATHO et al.,
2015).

Quando existe a necessidade de testar um material ndo diluido ou misturado na agua
do recipiente de oviposicdo, outros recipientes sao inseridos no ovipositor, ou sdo dispostos

proéximos a eles, como mostra a Figura 18.

Figura 18 — Exemplo de ensaio de oviposi¢do - mosquito Anopheles coluzzii, analise de repeléncia de material

Agua Solugio
teste

Fonte : Adaptado de Suh et al. (2016).
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O objetivo do estudo, conforme ensaio mostrado na Figura 18 foi analisar a base
quimiossensorial, o comportamento e identificar compostos que podem modular a oviposi-
cdo do mosquito Anopheles coluzzii (SUH et al., 2016).

A escolha dos locais de oviposicao pelas fémeas do Aedes aegypti pode envolver, a-
Iém das caracteristicas visuais (como cor e tamanho do recipiente ovipositor, a cor da dgua e
das caracteristicas térmicas), outros elementos caracteristicos, como sabores e odores, que
também sdo relevantes para a ovipostura. A Figura 19 retrata um ensaio de oviposicao das

fémeas Aedes aegypti.

Figura 19 — Estudo da repeléncia do 6leo essencial da Eugenia uniflora frente ao mosquito Aedes aegypti

Fonte: Poster — FEBRACE (2015).

A Figura 19 mostra um ensaio de oviposicdo com Aedes aegypti fémeas para estudo
da repeléncia ou interferéncia de um dleo essencial no momento da ovipostura. Neste en-
saio, 0 material testado estava diluido em agua no interior do recipiente de oviposigdo com
o objetivo de testar o 6leo essencial da Eugenia uniflora quanto a sua repeléncia.

Entdo, estudar a relacdo desse inseto com diferentes materiais, durante a postura
dos ovos, permite verificar a acao repelente ou de atragao, possibilitando reconhecer as va-
ridveis do meio e, com isso, identificar as preferéncias para a postura dos ovos — tanto com

relacdo a qualidade da 4gua quanto as caracteristicas do recipiente de oviposicao.
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3 MATERIAIS E METODOS

Esta pesquisa foi realizada de forma transdisciplinar, focada na sele¢ao de Materiais
relacionando Estrutura — Propriedade — Processos de fabricagdo e Aplicagao. Por meio dessa
interrelagdo foi possivel desenvolver microcapsulas com materiais naturais, como mostra o

resumo grafico na Figura 20.

Figura 20 — Resumo grafico do estudo
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Fonte: A autora (2023).

A Figura 20 retrata de forma grafica resumida a microencapsulacdo de dleo essencial
de citronela em cera de carnauba (estrutura, materiais) pela técnica de emulsificacdo (pro-
cesso, encapsula¢do). Como resultado tem-se uma microcdpsula matricial adequada ao uso
em bioensaios com mosquitos (aplicacdo) cuja funcdo é estender o tempo de repeléncia do
6leo (propriedades, funcdo).

Para o entendimento de todas as etapas da pesquisa, foi esquematizado um fluxo-

grama com todo o processo, conforme a Figura 21.
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Figura 21 — Fluxograma dos processos e ensaios
CARACTERIZAGAO

CASCA NUCLEO

(MEMBRANA) (MATERIAL ATIVQ)

\E

Cerade camatiba Oleo essencial de
citronela

-

COLORIMETRO
TGA

DsC

~— APLICACAO

ANALISE E DISCUSSAO DOS RESULTADOS
Fonte: A autora (2023).

3.1 MATERIAIS

3.1.1 Formulagao das microcapsulas

° Cera de carnauba: Tipo 1, adquirida da empresa GM Comércio de Ceras e De-

rivados LTDA (Brasil).
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° Oleo essencial: Oleo essencial de citronela (Cymbopogon nardus), adquirido
da empresa BioEsséncia (Brasil).

° Emulsificantes: Surfactantes (Tween 20, Tween 80, Span 40, Span 60 e Span
80), adquiridos da empresa Sigma Aldrich (Alemanha).

° Agua destilada — Laboratério de Selecdo de Materiais (LDSM), utilizada como

solvente.

3.1.2 Ensaios de verificagdo de volatilizagao

° Oleo essencial: Oleo essencial de citronela (Cymbopogon nardus), adquirido

da empresa BioEsséncia (Brasil).

° Papel filtro: Papel filtro qualitativo, gramatura 80 g, espessura 185 mm, marca
Unifil.

. Placas de cobre e zinco.

. Célula de volatilizagao desenvolvida pela autora.

° Dispositivo eletronico de controle de volatilizagdao — desenvolvido pela autora,
Apéndice A.

3.1.3 Ensaios de Oviposicdo

° Mosquitos Aedes aegypti cultivados em laboratério (ICBS).

° Microcapsulas (6leo essencial de citronela encapsulado em cera de carnauba).
° Microparticulas de cera de carnauba.

° Recipiente para oviposi¢ao.

° Peca para disposicdo das microcapsulas e microparticulas intitulada “CONFI-

GURACZ\O APLICADA A/EM DISPOSITIVO PARA TESTES DE MATERIAIS EM BIOENSAI-
0S”, com certificado de desenho industrial BR 302021003982-6, Apéndice C.

. Agua destilada.
° Tiras de papel filtro (4x3 cm).
° Solugdo aquosa com mel de abelhas — alimento para os mosquitos.

° Sangue de carneiro desfibrinado — marca Newprov.
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. Alimentador artificial.
° Gaiolas de Bioensaio em acrilico, desenvolvidas e produzidas pela autora, A-
péndice B.

. Tudo de conex3o entre as gaiolas intitulado “CONFIGURACAO APLICADA A/EM
DISPOSITIVO DE CONEXAO DE GAIOLAS PARA TESTES DE MATERIAIS EM BIOENSAI-
0S”, com certificado de desenho industrial BR 30 2022 001454-0, Apéndice D.

3.2 PROCESSO DE MICROENCAPSULACAO COM CERA DE CARNAUBA

As microcapsulas de cera de carnauba carregadas com 6leo essencial de citronela
(Cymbopogon nardus) foram obtidas pelo método de emulsificagdo com algumas modifica-
¢Oes — Figura 22 (KAMBLE et al., 2004; GONZALEZ-MIRA et al., 2010; GOWDA et al., 2011;
MILANOVIC et al., 2011, 2017).

Figura 22 — Técnica de emulsificacdo

-
(@) ADIGAC DO (b) () (d)
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AGUA GELADA
AGITAGAO MAGNETICA —_— — A

PENEIRA

Agua + l
Surfactante — “ =
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” Microcapsulas

L)

AGITAGAD MAGNETICA

(a) Agitacdo magnética a 95 °C e aquecimento dos materiais a 95 °C (b) emulsificagdo a 95 °C, (c) adi¢cdo de
agua gelada para solidificagdo das microcapsulas e (d) separagao das particulas sélidas do meio aquoso por
peneira.

Fonte: A autora (2023).
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3.2.1 Formulagdes

As formulacbes foram estabelecidas quantificando a fase oleosa (organica) e calcu-
lando o EHL desta fase.

A fase oleosa (cera de carnauba + dleo essencial de citronela) da formulacdo é com-
posta por 10 g de cera de carnauba e 02 g de 6leo. J4 a fase aquosa (agua destilada + surfac-
tantes) é composta por 100 mL de 4dgua destilada e 02 g de surfactantes.

O EHL calculado da fase oleosa é 10,98. A combinac¢ado e quantificacdo dos surfactan-
tes foram determinadas utilizando os dados apresentados na Tabela 1 (p. 37), através do

calculo de Griffin (Equacdo 2, p. 38), e sdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2 — Quantificagdo surfactantes por célculo de Griffin

Fase oleosa Fase Aquosa veisl
Surfactante
Amostras
p (%) para
(cC) (g) (O(E)C ) I(\ril:_? Surfactante  HLB QL(Ia)n t. Total (g)
& 10,98 &
MC_01 10,00 2,00 100 Tween20 100,00 2,00 2,00

Tween 20 42,80 0,86

MC_02 10,00 2,00 100 Span 40 57,20 114 2,00

Tween20 52,33 1,05
MC_03 10,00 2,00 100 2,00
Span 60 47,67 0,95

Tween 20 53,87 1,08

MC_04 10,00 2,00 100 2,00
Span 80 46,13 0,92

MC_05 10,00 2,00 100 Tween 80 100,00 2,00 2,00
Tween 80 51,57 1,03

MC_06 10,00 2,00 100 2,00

Span 40 48,43 0,97

Tween 80 60,97 1,22
MC_07 10,00 2,00 100 2,00
Span 60 39,03 0,78

Tween 80 62,43 1,25
MC_08 10,00 2,00 100 2,00
Span 80 37,57 0,75

Fonte: A autora (2023).

A Tabela 2 apresenta a quantificacdo dos surfactantes e a qualificacdo (nome das

amostras) de acordo com a combinac¢do dos surfactantes.
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3.2.2 Emulsificacdo a quente

Para o desenvolvimento das amostras, foram utilizados: 10 g de cera de carnauba, 02
g de dleo de citronela, 02 g de surfactante, 100 mL de agua destilada (95°C) e 200 mL de a-
gua destilada (2 a 3°C).

A fase organica (cera e 6leo) e aquosa (agua e emulsificante) foram preparadas sepa-
radamente, a temperatura de 95 °C. Para a emulsificacdo, a fase aquosa foi adicionada a fase
organica e homogeneizada por meio de agitagdo mecanica com velocidade de 1000 rpm,
utilizando um agitador, Fisatom 713D, em banho-maria para manter a temperatura de 95°C.
Cada emulsao foi resfriada com adigdo de 200 mL de agua destilada e agitagdo mecanica
com velocidade de 600 rpm. As microcapsulas resultantes do processo foram peneiradas em
peneiras de 350 mesh, secas em estufa a 27 °C e acondicionadas em recipientes hermetica-
mente fechados.

De acordo com as referéncias desta técnica, o processo de emulsificacdo deve ser re-
alizado com temperatura a 10 °C acima do ponto de fusao da cera (85 °C), aqui determinado
em 95 °C.

As formulagdes foram processadas conforme o método retratado na Tabela 3.

Tabela 3 — Método processo

Emulsificagdo — Fase oleosa + Fase aquosa Resfriamento
. Temp. Vel. Tempo
Temp. (°C) Vel. (rpm) Tempo (min.) R .
Amostras P P p (°C) (rpm) (min.)
95 1000 5 2-3 600 2

Fonte: A autora (2023).

Os parametros de concentracdo dos materiais (velocidade, tempo e temperatura),
durante o processo de microencapsulacdo, foram os mesmos para todas as formulaces.
Hanif et al. (2017) afirmam que além da técnica de microencapsulacdo, a concentra¢do ou
tipo de surfactante, a velocidade de agitacao e o tempo de agitacdo podem modificar as ca-

racteristicas e estrutura de uma microcapsula.
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3.3 METODOS DE CARACTERIZAGCAO

Os ensaios e caracterizacdes do presente trabalho foram tabelados para entendimen-

to do experimental — Quadro 3.

Quadro 3 — Ensaios e caracterizagdes

Materiais
Caracterizagao - = C 08
. ormulagdes
Cera  Oleo | O n;c_os MP MC 08 o
Colorimetria X X X
Estéreo microscopio X
MEV X X X X X
FTIR X X X X X X
TGA X X X X X X
DSC X X X X X X
Cromatografia X X X
Dispositivo Volatilizagdo X
Mosquito como sensor X X
Oviposicdo X X

MC_01 a MC_08 e MC_08 60 dias — microcapsulas, MP - Microparticulas
Fonte: A autora (2023).

3.3.1 Colorimetro

O ensaio de afericao de cor foi realizado por meio de um colorimetro para avaliar a
alteracdo de cor das microcdpsulas quanto a diferenca nas formulacges.

O ensaio de colorimetria foi realizado por meio do Colorimetro — Delta Color, modelo
Colorium 2, portatil com acessdrio DC-04, utilizando o software Lab7 para interpretacado das
leituras, do Laboratdrio de Design e Selecdo de Materiais (LDSM), Universidade Federal do
Rio Grande do Sul (UFRGS).

A variacdo de cores, durante ou apds a obtencdo das microcapsulas, pode ocorrer
devido as dimensdes das microcapsulas. Um dos métodos ja utilizados para analise e verifi-
cacdo da coloracdo de microcdpsulas e microparticulas é o método CIELAB (sistema de iden-
tificacdo de cores).

O método CIELAB é utilizado para a verificacdo de cores em diversas areas e setores,

como na agricultura (RODRIGUES et al., 2018); em produtos e materiais (SEDGHI, ALIMO-
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HAMMADI e ZADEH, 2014; ZHU et al., 2017, 2018; VENIL et al., 2016) e no setor alimenticio
(HOLKEM et al., 2016; KRITHIKA et al., 2014).

Em pesquisas com nanofibras dos 6xidos de titanio e tungsténio a anadlise de cores é
utilisada para verificar os defeitos de percep¢do visual colorida (SILVA e ALVES, 2021); em
ceras, o citado método é usado para analise de cor quanto ao resultado de diferentes pro-
cessos de extracdo (NUNEZ-GARCIA, 2022); em 6leos essenciais tém o intuito de verificar,
por meio de suas cores, a qualidade das folhas utilizadas para a producao dos 6leos (GASPA-
RIN et al., 2014).

A analise da diferenca de cores é normatizada por meio da Norma DIN 6174 (1979),
gue estabelece padrdes colorimétricos de percepcdao humana para escala de valores de AE,

para classificacao nas diferencas de cor — Tabela 4.

Tabela 4 — Percepgdo humana para diferentes valores de AE*ab, de acordo com a Norma DIN 6174 (1979)

Diferencas (AE) Classifica¢ao
0,0-0,2 Imperceptivel
0,2-0,5 Muito pequena
0,5-1,5 Pequena
1,5-3,0 Distinguivel
3,0-6,0 Facilmente distinguivel

Maior que 6,0 Muito grande

Fonte : Norma DIN 6174 (1979).

A cera de carnauba foi utilizada como cor padrao para comparagao das leituras das
amostras. A escala de cores CIELAB foi usada para medir os parametros em L * que repre-
senta a luminosidade de preto (0) a branco (100), a * que representa a variacdo de cor de
verde (-) a vermelho (+) e b * que representa a variacdo de cor de azul (-) para amarelo (+).

Os resultados em AE s3o a diferenca entre a cor padrdo e as amostras.

3.3.2 Dimensoes

O didametro médio e a distribuicdo de tamanho de particula foram estimados por i-
magens obtidas em Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) realizadas no equipamento
Hitachi, modelo TM 3000, que gera imagens eletronicas do tipo BSE (Backscatered Electron)

com voltagem de aceleracdo de até 15 Kv.
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3.3.3 Morfologia

A caracterizacdo das microcapsulas foi realizada por meio de um Estéreo Microscépio
(EM), Olympus SZX16, acoplado a uma camera com resolu¢do de 900 pares de linhas por
milimetro.

As andlises de Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) foram realizadas no equi-
pamento Hitachi, modelo TM 3000, que gera imagens eletronicas do tipo BSE (Backscatered
Electron) com voltagem de aceleragdo de até 15 Kv. A analise no equipamento possibilita
visualizar a morfologia, superficie e estrutura das microcapsulas, e verificar as possiveis alte-

racdes quanto ha diferenca nas formulacdes.

3.3.4 FTIR

A Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR) é usada para
identificar um composto, pesquisar a composi¢cdao de uma amostra ou suas alterages quimi-
cas. Foi utilizado neste estudo para verificar as alteracdes quimicas das microcdpsulas das
diferentes formulagdes.

Os espectros de FTIR da cera de carnauba (CC), do éleo essencial de citronela (OEC),
das microparticulas (MP) e das microcdpsulas foram obtidos no espectrofotébmetro Spec-
trum 100 / 83248, da PerkinElmer, com resolu¢do de 4 cm’', realizado com 16 varreduras por
amostra na regido de absorc¢do de 4000 a 650 cm ', por meio ATR (Reflectancia Total Atenu-

ada).

3.3.5TGA

As Analises de Termogravimetria (TGA) foram realizadas no equipamento da marca
TA Instruments, modelo SDT Q600, utilizando uma faixa de temperatura de 20 a 600 °C em
um porta amostras de platina com 10 mg de amostra, sob atmosfera de nitrogénio (50
mL/min) e taxa de aquecimento de 10 °C/min.

Esta analise foi realizada para verificar a perda ou ganho de massa das amostras em
funcdo da temperatura. Além da informacao direta de perda de massa em rela¢do a tempe-

ratura (ou ao tempo), é possivel obter a Termogravimetria Derivada (DTG), derivada da vari-
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acdo de massa em relagdo ao tempo ou a temperatura, registrada em funcdo de uma dessas
variaveis (CANEVAROLO, 2007).

Por meio da analise de TGA é possivel verificar a estabilidade térmica de moléculas
da casca e do nucleo das microcdpsulas, antes e depois do encapsulamento, avaliar a por-
centagem de perda de massa em faixas de temperatura predefinidas e, também, determinar
de forma quantitativa o 6leo essencial nas microcdpsulas (VISHWAKARMA et al., 2016; MI-

LANOVIC et al., 2017).

3.3.6 DSC - Differential scanning calorimetry

As curvas DSC (Calorimetria Diferencial de Varredura) foram obtidas em um equipa-
mento da marca TA Instruments, modelo Q20, usando um porta amostras de aluminio her-
mético com +7 mg de amostra em uma atmosfera de nitrogénio (50 mL/min) e taxa de a-
quecimento de 10 °C/min na faixa de temperatura de -20 a 200 °C.

A analise por DSC determina a natureza das rea¢Oes (endotérmicas e exotérmicas)
gue ocorrem durante a decomposicao térmica dos materiais e ajuda a investigar a natureza

do complexo de inclusdo (KFOURY et al., 2014).

3.3.7 GC-MS cromatografia gasosa-espectrometria de massa

A Cromatografia Gasosa-Espectrometria de Massa foi realizada para identificar os
compostos volateis majoritdrios (citronelal, citronelol e geraniol) do dleo essencial de citro-
nela e da microcdpsula utilizada nos bioensaios com mosquito.

OEC, MC_08 e MC_08 (60 dias) foram analisadas por GC-MS. A preparac¢do das amos-
tras, para o ensaio de cromatografia, ocorreu conforme o ilustrado na Figura 23.

Para este preparo, 05 microgramas de cada amostra foi acondicionada em um vial
para cromatografia (3 mL). Os vials com as amostras foram dispostos em uma estufa por um
periodo de duas horas a uma temperatura de 35°C (Figura 23a). Os volateis foram retirados
dos vials com uma seringa (para cromatografia gasosa) (Figura 23b) e injetados em 0,5 mL de

acetonitrila (Figura 23c).
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Figura 23 — Preparac¢do das amostras para a analise de cromatografia
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Fonte: A autora (2023).

A composicdo dos volateis das amostras em acetonitrila (Figura 23c) foram detecta-
das usando cromatografia ultra gasosa Shimadzu GCMS-QP2010, acoplado a espectrometria
de massas (Shimadzu, Kyoto, Japdo) e amostrador automatico modelo AOC-20i (Shimadzu,
Kyoto, Japdo).

A separacdo cromatografica foi realizada em coluna capilar Restek (Torrance, CA,
EUA) modelo Rtx®- 5MS (espessura do filme de 30 m x 0,25 mm x 0,25 um). Hélio ultrapuro
foi usado como gas de arraste a um fluxo constante de 1,3 mL min-1. A temperatura do
injetor foi ajustada para 280 °C e a temperatura inicial do forno foi ajustada para 60 °C,
mantida por 3 min, aumentada para 200 °C a uma taxa de 4 °C min-1, e entdo aumentada
para 250 °C a 10 °C min-1, totalizando 52 min da corrida cromatografica.

Uma injecdo automatizada usando um volume de 1 pL no modo dividido (proporcao:

3) foi realizada. O espectrometro de massa foi operado no modo de ionizacdo eletronica (El)
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a 70 eV. A fonte de ions foi ajustada para 280 °C e a interface para 280 °C. A identificacdo foi
realizada no modo Scan usando um tempo de evento de 0,30 s em uma faixa de 40 — 500
m/z. Equipamentos alocados na Central Analitica da Universidade Federal de Ciénias da

Saude de Porto Alegre/RS (UFCSPA).

3.4 ENSAIO DE VOLATIZAGAO

O sistema de detecgdo de volatilizagdo (Figura 24) tem como finalidade registrar os
valores de medida do sensoriamento da célula de volatilizagdo (Figura 25) ao longo do tem-
po e, apds mostrar os valores em um display para fécil leitura, gravar os valores em um ar-

quivo tabela CSV.

Figura 24 — Andlise volatilizacdo do 6leo essencial de citronela

a) dispositivo de detecgdo, b) célula de volatilizagdo
Fonte: A autora (2023).

O sistema todo (Apéndice A e Figura 24) funciona ligado a uma fonte de 05 volts re-
gulada. As medidas de tensdo do sensor ADC sdo de OV a 05V. Considerando que o valor di-
gital do ADC é de 16 bits, é possivel concluir que a resolu¢do do ADC neste sistema é de
76.3uV. A taxa de atualizacdo do display é de 60 segundos e a taxa de gravacdo do cartdo SD
é de 60 minutos.

A célula de volatilizacdo (figura 25) é composta por eletrodos de cobre e zinco, o éleo

essencial de citronela disposto em papel filtro funciona como eletrdlito.
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Figura 25 — Célula de volatilizagdo

Fonte: A autora (2023).

A Figura 26 retrata de forma detalhada todos os componentes da célula de volatiliza-

Figura 26 — Componentes célula de volatilizacdo

(a)

{d
{d) @

(b
a) Presilhas, b) argolas de acrilico, c) eletrodos (cobre e zinco) e e) eletrélito (papel filtro e dleo essencial de

citronela)
Fonte: A autora (2023).

Durante a montagem da célula de volatilizacdo, uma gota de éleo essencial é adicio-
nada ao papel filtro. Apés a montagem da célula (Figura 26), esta é conectada ao dispositivo
de deteccdo (Figura 24 a), o qual inicia a leitura e gravacdo dos dados de perda de potencial

desta célula.

3.5 APLICAGCAO DAS MICROCAPSULAS — MOSQUITOS COMO SENSORES E ENSAIO DE OVIPO-
SICAO

3.5.1 Mosquitos

A pesquisa foi conduzida utilizando mosquitos Aedes aegypti, cepa Rockefeller. A li-

nhagem do mosquito foi obtida a partir de ovos do laboratdrio de Pesquisa em Biologia de

Insetos, do Setor de Parasitologia, Departamento de Microbiologia, UFRGS.
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Para a formacdo e manutencdo da col6nia de mosquitos Aedes aegypti utilizadas nos
ensaios, os ovos aderidos em papel filtro foram colocados em bandejas com agua filtrada.
Apds a eclosdo dos ovos, as larvas foram mantidas nas bandejas e alimentadas com racdo de
gato. As pupas foram retiradas diariamente e realocadas em outro recipiente até a forma
adulta. Os mosquitos adultos foram mantidos em gaiolas de 30x30x30cm, a fonte de carboi-
drato foi de uma solugao aquosa com mel de abelhas e o repasto sanguineo, para as fémeas,
foi realizado por meio de um alimentador artificial com sangue de carneiro desfibrinado,
marca Newprov, em temperatura média de 37 °C.

Para a preparac¢ao dos mosquitos, fémeas fecundadas e alimentadas foram separadas
em gaiolas (20x20x20cm) 48 horas antes dos experimentos, a fim de obedecer ao seu ciclo

gonotrofico para a produgdo dos ovos.

3.5.2 Método para utilizacdo dos mosquitos como sensores de volatilizagdo

Para a utilizacdo dos mosquitos como sensores de volatilizagdo em bioensaios de ovi-
posicao, foi necessario desenvolver uma peca para a disposicdo das microcapsulas a serem
testadas, visto que essas ndo poderiam ter contato com a agua do recipiente de oviposicao.

A peca (dispositivo) denominada “CONFIGURACAO APLICADA A/EM DISPOSITIVO PA-
RA TESTES DE MATERIAIS EM BIOENSAIOS”, com certificado de desenho industrial BR
302021003982-6 (Apéndice B), foi desenvolvida para auxiliar no teste das microcapsulas em
bioensaios de oviposicdo de mosquitos Aedes aegypti.

O dispositivo é constituido de peca Unica, em material polimérico, produzido por in-
jecdo ou impressao 3D. Possui estrutura de tamponamento com abertura central, com borda
superior em formato de calha (para disposicdo dos materiais a serem testados) e parte infe-
rior com estrutura de acoplamento, que pode incluir um sistema de rosca ou encaixe depen-
dendo do tipo de recipiente ao qual sera acoplado.

O dispositivo pode ser desenvolvido para qualquer formato, para encaixe com rosca
ou acoplamento em recipiente de ensaio, desde que possua local para a disposi¢cdo de mate-
riais e que ndo permita o contato dos materiais em teste com a dgua ou o suporte de ovipos-

tura (Figura 27).
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Figura 27 — Estrutura do invento, com parte inferior para acoplamento em sistema de rosca

@) (b)

a) Imagem 3D - Vista superior, b) Imagem 3D — Vista lateral
Fonte: A autora (2023).

O uso deste dispositivo (Figuras 27, 28) nos ensaios de oviposicdo permite a testagem
de diversos materiais tendo o mosquito como sensor, sem interferéncia e contato com a
agua e o suporte de ovipostura. Facilita a visualizacdo e contagem dos ovos colocados pelas
fémeas porque nao sofre interferéncia da dgua ou de micro-organismos que possam interfe-
rir positiva ou negativamente na postura dos ovos. Assim, é possivel utilizar os mais variados
tipos de atrativos ou repelentes para oviposicao, visto que os resultados sao obtidos com um

minimo de erro ou desvio.

Figura 28 — Pecga acoplada ao recipiente de oviposi¢ao

a) Suporte para ovipostura (papel filtro), b) local para disposicdo dos materiais em teste, c) peca denominada
“CONFIGURACAO APLICADA A/EM DISPOSITIVO PARA TESTES DE MATERAIS EM BIOENSAIOS”, com certificado
de desenho industrial BR 302021003982-6, d) recipiente de vidro para oviposic¢ao, e) dgua destilada.
Fonte: A autora (2023).
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Para os ensaios de oviposicao, utilizando os mosquitos como sensor, o ovipositor (re-
cipiente de vidro para oviposi¢cao — Figura 28d) foi preenchido com 20 mL de 4gua e suas
extremidades internas preenchidas com um papel filtro do tamanho de 4 x 3 cm. Na parte
superior do recipiente foi acoplada a pe¢a para disposicao dos materiais (Figura 28).

Todos os ensaios foram realizados com peca denominada “CONFIGURACAO APLICA-
DA A/EM DISPOSITIVO PARA TESTES DE MATERIAIS EM BIOENSAIOS”, com certificado de
desenho industrial BR 302021003982-6, acoplada ao recipiente de oviposi¢ado (Figura 28c).

Figura 29 — Recipientes de oviposicdo, distribuicdo dos tratamentos

Oleo essencial de citronela
encapsulado em cera de carmauba

\ /
" %/
+* . ~
- ~
5, o . =l
/\ [\ Ensaio de oviposicao
Fé A\
¥/ L N
/ \
g F} / { {-——-\‘/ Cf:)
S — —— e ——
(a} (b} (<)
Controle Microparticulas Microcapsulas
Sem tratamento MP MC_ 08

a) peca acoplada sem tratamento (dispositivo vazio) — Controle; b) peca acoplada ao ovipositor com micropar-
ticulas (MP) e c) peca acoplada ao ovipositor com microcapsulas (MC).
Fonte: A autora (2023).

A formulacgdo utilizada para os experimentos foi a MC_08 (tween 80 e span 80).
Conforme ilustrado na Figura 29, foram adicionados 760 mg dos tratamentos (Figura
29 (b) e (c)) microparticulas de cera de carnauba (MP) ou 6leo essencial de citronela micro-

encapsulado em cera de carnatuba (MC_08), nos ensaios.
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Para avaliar a possivel interferéncia da cera e dos surfactantes nos experimentos,
também foram desenvolvidas microparticulas de cera (sem 6leo essencial de citronela) com

0s mesmos parametros de formulacdo da MC_08.
3.5.3 Experimentos de oviposicao

Todos os ensaios de oviposicdo foram realizados em triplicata, pois um nidmero maior
de repeticGes garante uma normalizagao estatistica melhor dos dados e, por consequéncia,
um menor de intervalo de confianca (esse tipo de experimento pode apresentar um erro
consideravel, quando realizado um experimento Unico). Além do recipiente de vidro para
oviposicdo e do dispositivo para os tratamentos, em cada gaiola foi disposta uma solucao
aquosa com mel de abelhas como alimento para os mosquitos (fémeas fecundadas e alimen-

tadas).
3.5.3.1 Teste de multipla escolha

Utilizando duas gaiolas (20x20x20cm) conectadas por um duto em acrilico, com 30
cm de comprimento e 10 cm de didmetro, denominado “CONFIGURACAO APLICADA A/EM
DISPOSITIVO DE CONEXAO DE GAIOLAS PARA TESTES DE MATERIAIS EM BIOENSAIOS”, certi-
ficado de desenho industrial BR 30 2022 001454-0, (Apéndice D) — Figura 30.

Figura 30 — Gaiolas, teste com chance de escolha

( a) < 30cm > [b)

a) Material em teste, b) controle (sem tratamento), c) orificio de inser¢cdo dos mosquitos (fémeas fecundadas e
alimentadas).
Fonte: A autora (2023).
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Para o teste de preferéncia de oviposicdo, foram realizados trés diferentes ensaios
para garantir a segurancga dos resultados, sem nenhum tipo de viés quanto aos excipientes
do tratamento ou da propria populacdo dos mosquitos utilizada. Todos os testes foram reali-

zados em triplicata, conforme Figura 31.

Figura 31 — Testes com chance de escolha
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Fonte: A autora (2023).

Para cada teste foram utilizados oito mosquitos (fémeas fecundadas e alimentadas).

Os mosquitos foram dispostos nas gaiolas pelo orificio de insercdo do duto entre as
gaiolas e, apds 48 horas, os papéis filtro foram retirados, fotografados e a contagem dos
0oVvos ocorreu no programa Imagel. Para cada teste foi realizado um teste T para verificar

possiveis mudancas significativas entre os tratamentos (Significativo <0.05).
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3.5.3.2 Teste sem chance de escolha

Para este teste, os mosquitos foram isolados com o dispositivo em gaiolas separadas,
sendo oferecido apenas um dos trés tratamentos em cada teste. Para garantir a seguranga e
padronizagao, os testes com os trés tratamentos foram realizados ao mesmo tempo, possibi-
litando utilizar mosquitos que fizeram o mesmo repasto sanguineo. No interior de cada gaio-

la, foram dispostos o recipiente ovipositor com a peca para disposicdo de materiais e a solu-

¢do aquosa com mel de abelhas (Figura 32).

Figura 32 — Gaiola, teste sem chance de escolha

Fonte: A autora (2023).

Para cada ensaio foram utilizados cinco mosquitos (fémeas fecundadas e alimenta-

das). Os ensaios foram realizados em triplicata, conforme a Figura 33.
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Figura 33 — Testes sem chance de escolha
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Fonte: A autora (2023).

Apds 48 horas, os papéis filtro foram retirados, fotografados e a contagem dos ovos
ocorreu no programa Imagel. Foi realizado um One-Way ANOVA e multiplas comparagdes,
através do teste de Tuckey, para verificar possiveis mudancas significativas entre os trata-

mentos (Significativo <0.05).
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4 RESULTADOS
4.1 MICROCAPSULAS

Apds a obtencdo das microcapsulas, as amostras foram acondicionadas em vidros de
cromatografia gasosa, estanques de 10 mL (Figura 34), em local escuro, com temperatura

média de 25 C°, para preservacdo das amostras e posterior caracterizagao.

Figura 34 — Microcapsulas acondicionadas em vidros de cromatografia
MC 01 MC_02 MC_03 MC_04

11}
0

Fonte: A autora (2023).

As microcapsulas foram caracterizadas conforme demonstrado no Quadro 3 (p. 55).
Apds as caracterizagdes, uma das formulacdes foi utilizada para os bioensaios com mosqui-
tos, a amostra MC_08.

Mosquitos fémea da espécie Aedes aegypti foram utilizados como sensores de volati-
lizacdo durante os ensaios de oviposi¢do, por um periodo de 48 horas. Para verificar a volati-
lizacdo da amostra utilizada nos bioensaios, esta foi caracterizada novamente por FTIR, TGA
e DSC, apds 60 dias em contato com o ambiente.

Microparticulas de cera de carnauba (MP) foram produzidas com os mesmos surfac-
tantes que a microcapsula utilizada nos testes de bioensaios, com o objetivo de verificar se a
cera ou os surfactantes teriam influéncia nos ensaios com os mosquitos. Elas foram caracte-

rizadas por MEV, FTIR, TGA e DSC.
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As amostras apresentaram diferencas de coloracdo entre as formulacdes processa-

das, conforme pode ser observado na Figura 35.

A cera de carnauba pura foi utilizada como cor padrao. O resultado da analise de co-

lorimetria é retratado na Tabela 5 e na Figura 35.

Tabela 5 — Coloragdo das microcapsulas nas diferentes formulagées

Resultado Colorimetro

Formulagdes Aa Ab AL AE
MC_01 -5,83 -11,71 16,6 18,28
MC_02 -0,39 -0,08 2,24 2,27
McC_03 -3,33 -3,46 11,81 12,27
MC_04 -4,79 -8,24 14,73 15,80
MC_05 -2,26 -0,55 8,76 8,99
MC_06 -0,67 1,84 5,54 5,67
MC_07 -0,9 2 6,6 6,74
MC_08 -2,59 -1,39 10,32 10,59

Obs.: A* sdo os resultados dos valores em comparagdo com a cor padrao.
Fonte: A autora (2023).

A Tabela 5 e a Figura 35 mostram que as formula¢des somente com Tweem 20 ou

Tween 20 combinados com Span 60 ou Span 80 (MC_01, MC_03 e MC_04) apresentaram

maior variacdo de cor em comparagao com a cor padrdo (CC). Foi observado que a luminosi-

dade dessas amostras também se mostrou superior, determinados por AL: onde L* é uma

medida da escala de cinza.

Por meio da analise dos valores de AE apresentados na Tabela 5, com relacdo a cor

determinada como padrao (CC), percebe-se que a maior alteracdo de cor e maior luminosi-

dade ocorreram na amostra MC_01 e as menores variacdes de cor e luminosidade na amos-

tra MC_02.
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Para visualizar a diferenca de coloragdo das amostras (onde a+ vermelho e a- verde e
b+ amarelo e b - azul), em comparagdao com a cor padrao, os resultados foram graficados

pelo método CIELAB, conforme mostra Figura 35.

Figura 35 — Colorimetro - coloragdo das microcapsulas nas diferentes formulagées
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Fonte: A autora (2023).

As amostras compostas por Tween 80 apresentaram coloragdes préximas ao padrao
da cera de carnauba. A amostra MC_02, composta por Tween 20 e Span 40, foi a amostra
gue apresentou a coloracdo mais proxima da cor padrao.

As amostras acondicionadas por 60 dias foram analisadas e ndo apresentaram altera-
¢Oes em suas medidas de cor com relacdo a esta anadlise (Tabela 5 e a Figura 35).

Esta andlise retratou a difereca de cor e luminosidade entre todas as amostras em
comparacdo com a cor padrdo.

Por meio desse método é possivel trabalhar com sele¢cdo de materiais, controle de

cores de matéria prima e analise de alteracdes de cores durante processos produtivos.
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Esta analise permitiu estimar as dimensdes aproximadas das microcapsulas das dife-

rentes formulagdes. As amostras foram analisadas dois dias apds seu processamento (Tabela

6).

Tabela 6 — Dimensdes microcapsulas

Dimensées pm

Amostras Surfactante -
02 dias
MC_01 03-60
Tween 20
Twee20
MC_02 20-230
Span 40
MC_03 Tween 20 12-170
Span 60
Tween 20
MC_04 08 - 100
Span 80
MC_05 14 -120
- Tween 80
Tween 80
MC_06 10-130
Span 40
MC_07 Tween 80 15-150
Span 60
Tween 80
MC_08 10- 155
Span 80

Fonte: A autora (2023).

Por meio desta analise foi possivel verificar o indicativo da influéncia do tamanho das

microcapsulas com relacdo as suas coloracées. Pois, quanto maior a microcdpsula menor é a

diferenca de cor com relagdo a cor padrao (CC).

Apds sessenta dias as amostras (acondicionadas) foram analisadas novamente e nao

apresentaram alteracdes em suas dimensoes, isso, devido a ndo terem entrado em contato

com o ar, umidade, temperatura e luminosidade. Indicando que se acondicionadas correta-

mente podem ser utilizadas apds longos periodos posteriores a sua producao.

4.4 MORFOLOGIA DAS MICROCAPSULAS

A anadlise da morfologia e da distribuicdo das microcapsulas e aglomerados, bem co-

mo dos agregados de cera de carnalba com éleo essencial de citronela, foi realizado por EM

e por MEV.
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Para a analise por EM, as amostras foram peneiradas (malha de 150 um) e dispostas
em um suporte com fita de carbono. As imagens foram obtidas com escala de 200 um.

Pode ser verificado, na Figura 36, que a morfologia das microcdpsulas é de agregados
— pequenos aglomerados e particulas com formato esférico. A morfologia e, principalmente,

a distribuicdo difere consideravelmente nas diferentes formula¢des (de MC_01 a MC_08).

Figura 36 — Imagens microcapsulas estéreo microscopio

e

200 pm
g

200 pm

(a) microcapsula MC_01, (b) microcdpsula MC_02, (c) microcapsula MC_03, (d) microcapsula MC_04, (e) micro-
capsula MC_05, (f) microcapsula MC_06, (g) microcdpsula MC_07 e (h) microcdpsula MC_08.
Fonte: A autora (2023).

Na Figura 36 (a), é possivel observar as microcdpsulas (MC_01), compostas somente
com o surfactante Tween 20, inferiores as demais amostras. Também apresentam tendéncia
a formacdo de aglomerados. Ja na Figura 36 (b), nas imagens das amostras MC_02, pode-se
observar a formacdo de particulas irregulares e algumas particulas esféricas, com formato
irregular e dimensdes superiores ao restante das amostras, com aparéncia de agregado de

particulas.
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As Figuras 36 (c), (d), (e), (f), (g) e (h) apresentam particulas esféricas com diferentes
dimensdes (inferiores a 200 um).

A morfologia da superficie das microcdpsulas também foi investigada por meio de
MEV. E possivel observar que as microcapsulas de cera de carnatiba com nucleo de 6leo es-
sencial de citronela, assim como em estudos de Milanovic et al. (2010) e Yilmaztekin et al.
(2019), as microcdpsulas, na maioria das formulagdes, apresentaram formato esférico em
dimensdes ndo uniformes, com porosidade superficial decorrentes do encapsulamento do
OEC na matriz da CC. Foram obtidas imagens no MEV apés dois dias de processamento das
amostras (ndo peneiradas) e 60 dias (peneiradas, malha 150 um) do processamento das a-
mostras acondicionadas em recipientes herméticos, a aproximadamente 25C°.

As imagens obtidas por meio do MEV das amostras MC_1 a MC_4 apresentaram a-
gregados e microcdpsulas aglomeradas e esféricas em diferentes dimensdes, como mostra a
Figura 37.

Figura 37 — MEV das microcapsulas MC_01 a MC_04 com dois dias de obtenc¢do
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(a, b) amostras MC_01, (c, d) amostras MC_02, (e, f) amostras MC_03 e (g, h) amostras MC_04.
Fonte: A autora (2023).
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E possivel observar pequenas esferas espalhadas na superficie das esferas maiores
(Figura 37 (b, h), o que indica a formagdo de microcdpsulas menores depositadas na superfi-
cie. As amostras MC_01 apresentaram dimensdes entre 03 um e 60 um.

As amostras MC_02 (Figura 37 (c, d)), compostas por Tween 20 e Span 40, nas ima-
gens obtidas por MEV, apresentaram formatos irregulares de particulas, em sua maioria a-
gregados e pouca formagado de particulas esféricas.

As amostras MC_03 e MC_04 (Figura 37 (e, f g e h)) apresentaram formatos esféricos
de particulas com formagdao de aglomerados e particulas esféricas com dimensdes superio-
res as amostras de MC_01 obtidas utilizando somente o surfactante Tween 20 (Tabela 6).

As amostras de MC_01 a MC_04, peneiradas (150 um), com 60 dias de obtencdo (a-
condicionadas em recipientes hermeticamente fechados a uma temperatura média de 25°
C), permaneceram com as mesmas caracteristicas que as amostras com dois dias de obten-

¢do — Figura 38.

Figura 38 - MEV das microcapsulas MC_01 a MC_04 com 60 dias de obtengdo, peneiradas (150 um)

100 pm

(a, b) amostras MC_01, (c, d) amostras MC_02, (e, f) amostras MC_03 e (g, h) amostras MC_04.
Fonte: A autora (2023).
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Conforme Figura 38, as amostras ndo apresentaram alteragdes de estrutura apds os
60 dias do seu processamento. Porém, é possivel observar pequenos poros nas superficies
das amostras, o que pode indicar a liberacao do dleo essencial por difusdo em contato com o
ar, ou a liberagao forgada do éleo essencial por agao do vacuo do MEV durante a caracteri-
zacdo das amostras.

As amostras de microcapsulas obtidas com o uso de surfactante Tween 80, MC_05 a

MC_08, apresentaram formatos irregulares e esféricos e presenca de agregados — Figura 39.

Figura 39 — MEV das microcapsulas MC_05 a MC_08 com dois dias de obtencdo

a b

500 um 100 pm
c d

500 pm 100 pm
e

500 uym

g h

500 ym 100 um
(a, b) amostras MC_05, (c, d) amostras MC_06, (e, f) amostras MC_07 e (g, h) amostras MC_08.
Fonte: A autora (2023).

Conforme Figura 39 e Figura 40, foi possivel observar que as microcapsulas obtidas
com surfactante Tween 80 em sua formulagdao apresentam estrutura esférica e casca regu-

lar, porém rugosa.
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As amostras peneiradas apresentaram menor quantidade de particulas agregadas,
bem como nao apresentaram modifica¢do na estrutura da casca apds os 60 dias de proces-

samento — Figura 40.

Figura 40 — MEV das microcapsulas MC_05 a MC_08 com 60 dias de obtencdo, peneiradas (150 um)

a

500 1m
C

500 pm

e

100 pm

(a, b) amostras MC_05, (c, d) amostras MC_06, (e, f) amostras MC_07 e (g, h) amostras MC_08.
Fonte: A autora (2023).

As amostras MC_06, compostas por Tween 80 e Span 40, apresentaram microcapsu-
las em formato esférico com dimensoes entre 10 e 130 um, com superficie rugosa (Figura 40
(c, d)).

As amostras MC_07, compostas por Tween 80 e Span 60, apresentaram formato oval
e esférico de particulas com pequena formacgao de agregados (Figura 40 (e, f)).

Pequenos pontos escuros foram observados na superficie da casca das microcapsulas
(Figura 40), em comparagdao com as microcapsulas com dois dias de obteng¢do — Figura 39. O

que pode indicar a difusdo do ativo (6leo essencial de citronela) presente na matriz, apds os
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60 dias de processamento, ou a liberacdo forcada do 6leo essencial por a¢do do vacuo do
MEV durante a caracterizagao das amostras.

A formacdo de agregados e aglomerados pode ser resultado da presenca de peque-
nas quantidades de OEC na superficie das microcdpsulas, como identificado em estudo se-
melhante de Soltanzadeh et al.(2021).

As amostras MC_03 e MC_07, com Span 60 em suas formula¢des, apresentaram

guebra na casca das microcapsulas — Figura 41.

Figura 41 — MEV de microcapsulas

Imagens MEV, (a) MC_03, (b) microcdpsula MC_07.
Fonte: A autora (2023).

Na Figura 41 é possivel notar que as duas formula¢gdes — MC_03 composta por surfac-
tante Tween 20 e Span 60 (Figura 41a) e MC_07 microcapsulas composta por surfactante
Tween 80 e Span 60 (Figura 41b) — mostram microcapsulas quebradas, o que indica estrutu-

ras frageis em relacdo as demais formulacoes.

4.4.1 Morfologia das microcapsulas e microparticulas utilizadas nos bioensaios com mosqui-

tos

As analises de morfologia das microcapsulas (MC_08) e das microparticulas (MP), por
meio de MEV, foram realizadas com o intuito de retratar as diferencas entre as duas amos-

tras (Figura 42) utilizadas nos bioensaios com mosquitos.
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Figura 42 — MEV MC_08 e MP

L

(a) microcapsulas (MC_08), (b) microparticula (MP).
Fonte: A autora (2023).

E possivel verificar formac&es de particulas esféricas menores na formulagcdo das mi-

crocapsulas (Figura

42a) com relagdo as microparticulas (Figura 42b). As duas amostras apre-

sentaram estrutura esférica e superficie rugosa. As microparticulas ndo apresentaram for-

macodes de agregados ou aglomerados.

4.5 ANALISE QUIMICA

Os espectros de FTIR obtidos da cera de carnauba (CC) e do dleo essencial de citrone-

la (OEC) utilizados nas formulagGes estdo representados na Figura 43.

Figura 43 — Cera de carnaulba e dleo essencial de citronela, regido de absor¢do de 4000 a 650 cm’
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O espectro de infravermelho da cera de carnauba (CC) (Figura 43) apresenta bandas
de absorgdo caracteristicos dessa cera (MENESES et al., 2019; INVERNIZZI et al., 2018; LO-
ZHECHNIKOVA et al., 2017; MARIE-FLORENCE et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2019), como a
intensa banda de absor¢do em 1735 cm’ correspondente a vibragdo de estiramento das car-
bonilas presentes nos ésteres ; em 1168 cm ' vibracdo de alongamento da ligagdo CO , bem
como as vibragdes de metileno a 2916 cm' e 2848 cm ' que se referem as vibragBes simétri-
cas e alongamento assimétrico de ligacdes C-O.

Os picos em 1472 cm' e 1466 cm ' correspondem as vibragdes de alongamento atri-
buidas ao CH2 das ligacdes (OLIVEIRA et al., 2019). E possivel observar também duas bandas
distintas em 729 cm™ e 719 cni?, que se referem as vibracdes de alongamento da ligacdo C-C
e indicam alta natureza cristalina da cera analisada (ROBERTSON, VAN REENEN e DUVESKOG,
2020).

As bandas apresentadas para o 6leo essencial de citronela (OEC) (Figura 43) corres-
pondem a composicdo quimica de grupos funcionais das substancias naturais presentes nos
Oleos (SONGKRO et al., 2012).

Os principais picos de absorcdo se apresentam em 3415 cm ' e correspondem ao esti-
ramento das liga¢gdes do grupo O — H, pico em 2849 cm' que coincide com o alongamento
aldeidico C— H, o pico de 1010 cm " que condiz com o estiramento C— O, o pico de 1730 cm’’
que refere-se ao alongamento C = O, os picos de 1514 cm’, 1462 cm ' e 1376 cm' corres-
pondentes a deformacao do grupo C— O —H (AZIZ et al., 2016).

Além dos acima citados, podem ser observados um pico em 830 cm ' que representa
o estiramento de alcenos C - H di ou tri-substituidos (RIHAYAT et al., 2020) e vibracdes atri-
buidas a presenca de grupo C - H vinilico aromaticoa 730 cm' e 719cm™ (TIMUNG et al.,
2016).

Para identificar o OEC nas microcapsulas, as diferentes amostras foram analisadas
utilizando os espectros da cera de carnauba (CC) como controle. Os espectros de FTIR obti-
dos nas diferentes amostras sdo representados na Figura 44, com analise em cada regido

caracteristica dos picos de adsorcdo do OEC.
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Figura 44 — FTIR - regido de absorc¢do de 4000 a 650 cmi’”
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Fonte: A autora (2023).

A Figura 44 apresenta os espectros da regido de absor¢do de 4000 a 650 cmi' da CC
como referéncia e das microcdpsulas nas diferentes combina¢des de surfactantes. Nos es-
pectros das microcdpsulas, é possivel observar alteracdo das bandas de absorcdo em 3415
cm ' que correspondem ao estiramento das ligages do grupo O — H, que pode ser indicativo
do dleo essencial ou umidade, visto que as formulacdes foram processadas com dgua desti-
lada.

De acordo com estudos realizados por De Oliveira, Paula e Paula (2014), as bandas de
absorc¢do caracteristicas de compostos aromaticos em éleos sdo: 1600, 1580 e 1440 cm .
Assim, conforme a Figura 45, foi possivel verificar a presenca do OEC nas microcapsulas de-
vido ao deslocamento e sobreposicdo de picos do 6leo sobre os picos da cera que podem ter
sido mascaradas pela matriz (OLIVEIRA, PAULA e PAULA, 2014; MADUREIRA et al., 2015).

Na faixa que compreende 1500 a 1000 cm ' (Figura 45c), foi possivel observar o alon-
gamento da banda 1376 cm™ correspondente a deformac&o do grupo C— O — H (AZIZ et al.,
2016) e caracteristica da presenca do OEC. Além disso, foram notadas as bandas a 1473 cm’’
decorrente das vibracdes de alongamento atribuidas ao CH2 das ligacGes (OLIVEIRA et al.,
2019) e, aproximadamente, a 1464 cm', o que pode ser decorrente da sobreposi¢do das
bandas a 1462 cm ' e 1466 cm ' que correspondem, respectivamente, a deformacdo do gru-
po C— O — H no OEC e vibragbes de alongamento atribuida ao CH2 das ligacées no CC (AZIZ
etal., 2016; OLIVEIRA et al., 2019).
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Figura 45 — Detalhes FTIR das amostras
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(a) regido de absor¢do de 3100 a 2700 cmi?, (b) regido de absorc¢do de 1800 a 5000 cm'’, (c) regido de absor¢io
de 1500 a 1000 cmi ' e (d) regido de absorg¢do de 1000 a 650 cmi ™.
Fonte: A autora (2023).

O alongamento do pico de absor¢do em 2848cm ' (figura 45a), observado em todos
os espectros das microcapsulas, sugere a microencapsulacdo do OEC (pico caracteristico em
2849 cm ' — Figura 43) na matriz de cera (SONGKRO et al., 2012).

Foi verificado o alongamento dos picos de absorcdo com menor intensidade nas mi-
crocapsulas, em 1605 cm, 1514 cm ' e 1462 cm ' (C=C de aromaticos), em comparag¢do com
a CC (Figura 45b).

Na faixa que compreende 1500 a 1000 cm ' (Figura 45c), foi possivel observar o alon-
gamento da banda 1376 cm ' correspondente a deformacgdo do grupo C— O — H (AZIZ et al.,
1

2016) e caracteristica da presenca do OEC. Além disso, foram notadas as bandas a 1473 cm’

decorrente das vibracdes de alongamento atribuidas ao CH2 das ligacGes (OLIVEIRA et al.,
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2019) e, aproximadamente, a 1464 cm’, o que pode ser decorrente da sobreposicdo das
bandas a 1462 cm' e 1466 cm! que correspondem, respectivamente, a deformacgdo do gru-
po C— O — H no OEC e vibragdes de alongamento atribuida ao CH2 das ligagées no CC (AZIZ
etal., 2016; OLIVEIRA et al., 2019).

A Figura 45d apresenta o alongamento das bandas de absor¢doem 730 cm’' e 719
cm', que podem ser atribuidos a interagdo das ligagdes do grupo C-H vinilico aromatico do
OEC com a ligagdo C-C da cera de CC provocando alteragao na estrutura cristalina, indicando
a interagdao do 6leo com a cera (ROBERTSON, VAN REENEN e DUVESKOG, 2020; TIMUNG et
al., 2016).

Através das anadlises de FTIR ndo foi possivel informar a eficiéncia da microencapsula-
¢do do OEC em CC, contudo, foi possivel verificar a presenca das bandas caracteristicas do
OEC presentes nas microcapsulas.

Além disto, Muscat et al. (2014), em seus estudos, concluiram que os surfactantes
apresentam picos caracteristicos de absorcdo semelhantes aos picos caracteristicos do es-
pectro da cera de carnaliba em 2916 cm’, 2848 cm ' e 1736 cm . Portanto, quando compa-
rados com o espectro de referéncia da CC, o alongamento desses picos nos espectros de
FTIR das microcapsulas pode ter sido influenciado pela interacdo dos surfactantes com a
cera, resultando no seu alongamento, apontando o alongamento e pontos de referéncia de

cota das referidas bandas de absorc¢ao (Figura 45).

Figura 46 — FTIR — Cera de carnaulba (controle), (a) picos de absor¢do A - 2916 cmi ' e B - 2848.32 cm'', (b) picos
de absorg¢do C- 1735.03 cm ™.
a) b)

54,96

Fonte: A autora (2023).

Para verificar a influéncia dos surfactantes nas microcapsulas, os espectros das amos-

tras foram dimensionados, seguindo modelo da Figura 46, para andlise do alongamento dos
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espectros das microcdpsulas comparados com os espectros da cera de carnauba, conforme

mostra a Tabela 7.

Tabela 7 — Alongamento de bandas de absorgdo caracteristicas dos surfactantes

Surfactantes PicoA PicoB Pico C
Sample Dif. Dif. Dif.
Distancia rerenca Distancia rrerenca Distancia rerenca
ico A amostra e pico B amostra e pico € amostra e
P controle controle controle
CC 69,9 0 64,74 0 77,35 0
MC_01 Tween 20 106,11 36,21 96,54 31,8 114,92 37,57
MC_02 Twee20 96,36 26,46 81,89 17,15 102,97 25,62
Span 40
Tween 20
MC_03 109,24 39,34 98,32 33,58 123,3 45,95
Span 60
MC _04 Tween 20 107,32 37,42 97,89 33,15 113,56 36,21
Span 80
MC _05 Tween 80 108,56 38,66 96,88 32,14 110,77 33,42
MC_06 Tween 80 99,61 29,71 88,16 23,42 104,33 26,98
Span 40
Tween 80
mMC _07 105,35 35,45 95,52 30,78 109,58 32,23
Span 60
Tween 80
MC_08 109,03 39,13 96,96 32,22 127,77 50,42
Span 80

Fonte: A autora (2023).

Com base nos dados apresentados na Tabela 7, todas as amostras apresentaram a-
longamento nos picos referenciados. As amostras compostas por Span 40 em suas formula-
¢Oes apresentaram menor interferéncia nos picos analisados, enquanto as amostras com-

postas pelas demais combinagdes de surfactantes apresentaram maior interferéncia.

4.5.1 FTIR — microcapsulas e microparticulas utilizadas nos bioensaios com mosquitos

Os espectros de FTIR da cera de carnauba (CC), microcapsulas (MC_08) e microparti-

culas (MP) sdo apresentados na Figura 47. Esta analise foi realizada para retratar as diferen-

¢as entre as duas amostras utilizadas nos bioensaios com mosquitos.



Figura 47 — FTIR — regido de absorc¢do de 4000 a 650 cm', amostras MC_08, MP e CC
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Foi possivel observar, nos espectros da MC _08, o alongamento da banda 1376 cm’’

correspondentes a deformacdo do grupo C — O — H (AZIZ et al., 2016) caracteristico da pre-

senga do OEC. Além disso, foram notadas as bandas a 1473 cm' decorrentes das vibragbes

de alongamento atribuidas ao CH2 das ligacdes (OLIVEIRA et al., 2019) e, em aproximada-

mente, a 1464 cm ' que pode ser decorrente da sobreposicdo das bandas a 1462 cm ' e 1466

cm ' que correspondem, respectivamente, a deformacgdo do grupo C — O — H no OEC e vibra-

¢coes de alongamento atribuida ao CH2 das ligacdes na CC (AZIZ et al., 2016; OLIVEIRA et al.,

2019).

Figura 48 — FTIR — regido de absor¢3o de 1800 a 650 cm ', amostras MC_08, MP e CC
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Também foi verificado o alongamento dos picos de absor¢do com menor intensidade
em 1605 cm’, 1514 cm ' e 1462 cm ' (C=C de aromaticos) nas microcapsulas em comparagdo
com as MP e a CC (Figura 48).

O espectro da Figura 48, da amostra MC_08, também apresenta um pico alongado
em 830 cm ' que representa o estiramento de alcenos C - H di ou tri-substituidos (RIHAYAT,
et al., 2020), bem como vibragdes atribuidas a presenca de grupo C - H vinilico aromatico a
730 cm e 719cm ' (TIMUNG et al., 2016) identificados no dleo essencial de citronela.

Nos espectros das MP, foi observada alteragdo das bandas de absor¢do em 3415 cm™”
que correspondem ao estiramento das ligacGes do grupo O — H, também detectadas nas

MC_08, podendo ser indicativo de umidade, visto que as formula¢des foram processadas

com agua destilada.

4.5.2 FTIR — microcapsulas MC_08 e MC_08 (60 dias)

Os espectros de FTIR obtidos da amostra MC_08 e MC_08 (60 dias) sdao apresentados
na Figura 49, para verificar a possivel volatilizacdo do 6leo essencial das microcapsulas em

60 dias expostos no ambiente, a uma temperatura média de 26 °C.

Figura 49 — FTIR — regido de absorg¢do de 4000 a 650 cm', amostras MC_08 e MC_08 60 dias
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Fonte: A autora (2023).
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Conforme observado na Figura 49, ndo foram constadas diferencas nas bandas de
absorc¢do, o que indica a presenca do 6leo essencial de citronela nas microcdpsulas apés 60
dias. Porém, foi observada alteragdo das bandas de absor¢do em 3415 cm’’, que correspon-
dem ao estiramento das ligagdes do grupo O — H, detectadas em maior intensidade nas
MC_08, e diminuicdo do alongamento desta banda em MC_08 apds 60 dias em contato com

0 ambiente, podendo ser indicativo de diminuigdao de umidade.

4.6 COMPORTAMENTO TERMICO — TGA E DSC

4.6.1 Analise Termogravimétrica — CC, OEC e amostras MC_01 a MC_08

O comportamento térmico das amostras foi verificado por meio de TGA a uma faixa
de temperatura de 20 a 600 °C e DSC em uma faixa de temperatura de - 20 a 220 °C.

Uma vez que o método utilizado para a producdo das microcapsulas necessitou de
aquecimento a, aproximadamente, 95 °C, a producdo dessas pode ter sofrido comprometi-
mento, ja que o d6leo essencial de citronela possui alta volatilidade. Sendo assim, a analise da
TGA pode ser util para determinar a mudanca de massa apds o processo de obtencao das
amostras e, consequentemente, o teor de EOC nas amostras (GALVAO et al., 2020). O TGA
da cera de carnauba (CC) apresenta trés perdas de massa que se sobrepdem entre as tempe-

raturas de 200 °C e 550 °C, indicando um processo de degradacdo complexo (Figura 50).

Figura 50 - TGA - CC e OEC
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A primeira perda de massa da CC tem temperatura inicial de degradacédo (Ti) em tor-
no de 250 °C, demonstrando que a cera em questdo apresenta boa estabilidade térmica.
Além disso, a maior perda de massa (60%) se da entre os dois primeiros picos de maxima da
derivada (348,5 °C e 455,5 °C, respectivamente) que engloba a faixa indicada por Freitas et
al. (2016), entre 333,8 °C e 389,5 °C, correspondente a queima do PCO-C (p6 cerifero origi-
nal) que é formado por uma mistura de substancias, especialmente ésteres, que revestem as
células da epiderme das folhas da carnauba e dao origem a cera.

J4 o 6leo essencial mostra Ti em torno de 25,3 °C e temperatura final de degradacgao
(Tf) em 171,5 °C, com perda de massa de 96,9% neste intervalo que apresenta apenas um
patamar de perda, indicando que este dleo é altamente volatil. Além disso, os valores estdo
de acordo com o trabalho de Bezerra et al. (2016), que apresenta a faixa de variacdo de
massa entre 30 °C e 200 °C do 6leo essencial de citronela (Figura 50).

Por meio da andlise termogravimétrica, foi possivel indicar a presenga de dleo essen-

cial de citronela, de forma quantitativa, nas microcapsulas de cera de carnauba (Figura 51).

Figura 51 — TGA das microcapsulas —amostras MC_01 a MC_08
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Fonte: A autora (2023).

As curvas termogravimétricas das microcapsulas (Figura 51) revelam perdas de massa
distintas para cada componente, indicando decomposicao térmica em diferentes estagios.

A analise dos dados das curvas de TGA (Figura 50) mostrou um mecanismo de degra-
dacdo em dois grupos. O primeiro, no intervalo de 30 °C até 225 °C, indicando as proprieda-
des térmicas do OEC, e o segundo apontando a perda de massa da cera de carnauba no in-

tervalo de 225 a 550 °C.
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Com excecdo das amostras MC_04 e MC_05, todas as demais amostras apresenta-
ram, no primeiro grupo, dois eventos térmicos. O primeiro evento ocorreu na faixa de 20 a
100°C, que corresponde a perda de massa inicial do OCE e que pode ser decorrente de resi-
duo de 6leo ndo encapsulado, o que confirma os resultados das microscopias ou retencao de
agua. O segundo evento ocorre entre 100 e 225 °C e indica um retardamento para a libera-
¢do do dleo essencial e consequente encapsulamento do dleo essencial de citronela.

As amostras MC_04 e MC_ 05 apresentaram apenas um patamar de perda, préximo
ao do segundo evento térmico (entre 100 e 225 °C), indicando que a quantidade de material
residual foi menor, com encapsulamento mais efetivo.

A perda de massa nesse grupo variou entre 11 e 19%, enquanto no segundo grupo
variou entre 81 e 89% de massa. Sendo que a amostra MC_06 indicou maior percentual de
perda massa no primeiro grupo (18,53 %), o que pode indicar que esta amostra encapsulou
mais 6leo do que as outras ou pode ser indicacdo de retencdo de agua. Entretanto, a varia-
¢do do percentual de massa entre 100 e 225 °C foi pequena, indicando que ndo houve gran-

de influéncia na quantidade do material encapsulado devido ao aquecimento (Tabela 8).

Tabela 8 — Percentual de perda de massa — TGA

Percentual de perda de massa — TGA (%) Massa
Amostras Total re‘lfcl)(::fcleg )
304100 °C 100 & 225 °C 20 4225 °C 22534600 °C 600 °C
OEC = = 98,39 1,61 0
cc - - - 98,53 1,47
MC_01 6,24 10,11 16,35 82,94 0,71
MC _02 6,36 9,09 15,45 83,79 0,76
MC _03 5,70 9,58 15,28 84,60 0,12
MC _04 11,55 11,55 88,00 0,45
MC _05 11,10 11,10 88,18 0,72
MC _06 8,02 10,51 18,53 81,13 0,34
MC _07 6,98 9,97 16,95 82,27 0,78
MC _08 5,75 9,91 15,66 84,44 0

Fonte: A autora (2023).

4.6.2 Analise Termogravimétrica — amostras utilizadas nos ensaios com mosquitos

A Figura 52 apresenta os termogramas obtidos por TGA, retratando a perda de massa

e o padrao de degradacdo térmica das microparticulas (MP) e microcapsulas (MC_08).
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Figura 52 — TGA das microparticulas (MP) e das microcdpsulas MC_08.
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Fonte: A autora (2023).

A andlise dos dados das curvas de TGA (Figura 52) demonstrou um mecanismo de
degradacdo das microparticulas (MP) em dois grupos. Sendo o primeiro no intervalo de 30 °C
até 100 °C, indicando uma perda massa de, aproximadamente, 2 %, o que pode ser indicacdo
de umidade ou presenca residual dos surfactantes. O segundo grupo aponta a perda de
massa da cera de carnauba no intervalo de 100 a 550 °C.

Ja as microcapsulas revelaram perdas de massa distintas para cada componente, in-
dicando decomposicdo térmica em diferentes estagios (Figura 52). A andlise dos dados das
curvas de TGA mostraram um mecanismo de degradacdo em dois grupos. Sendo o primeiro
no intervalo de 30°C até 225°C, indicando as propriedades térmicas do OEC, e o segundo
aponta a perda de massa da cera de carnauba no intervalo de 225 a 550 °C.

Esse resultado indica que o OEC esta encapsulado na matriz de cera e que o encapsu-

lamento permite a retencdo deste dleo até, aproximadamente, 225 °C.

4.6.3 Analise Termogravimétrica —amostra MC_08 e MC_08 (60 dias)

A Figura 53 apresenta os termogramas obtidos por TGA, os quais foram realizados
para analisar e quantificar a diferenca de perda de massa entre as amostras de microcapsu-
las MC_08 e amostras de microcdpsulas MC_08 expostas em ambiente com temperatura

média de 26 °C.
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E possivel observar, por meio da Figura 53, as curvas de TGA, as quais mostraram um
mecanismo de degradacdao em dois grupos. Sendo que o primeiro indica as propriedades

térmicas do OEC e o segundo aponta a perda de massa da cera de carnauba.

Figura 53 — TGA — microcapsulas MC_08 e microcapsulas MC_08 (60 dias)
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Fonte: A autora (2023).

E possivel verificar ainda, na Figura 53 e na Tabela 8, um indicativo de encapsulamen-
to do 6leo essencial de citronela de 15,66% em cera de carnauba na amostra MC_08. O ter-
mograma da Amostra MC_08 (60 dias) (Figura 53) aponta um percentual de 8% de massa de
dleo essencial de citronela presente nas microcapsulas. Esse resultado indica uma liberagao
lenta do d6leo essencial microencapsulado em cera de carnauba, a uma temperatura média

de 26 °C, durante os 60 dias expostos.

4.6.4 Analise de DSC — CC, OEC e amostras MC_01 a MC_08

A curva de DSC (Figura 54) da cera de carnauba mostrou pico endotérmico com tem-
peratura de inicio de fusdo extrapolada (Tonset) aos 84,89 °C e entalpia de 217,4 J/g, resul-
tados similares aos apontados pelos estudos realizados por Villalobos-Hernandes e Miiller-

Goymann (2006), Zhang et al. (2011) e Meneses et al. (2019).
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Figura 54 — DSC - CCe OEC
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Fonte: A autora (2023).

A amostra do 6leo essencial de citronela (Figura 54), possivelmente pela oxidagdo e
vaporizacdo da amostra, apresentou um pico endotérmico atribuido a sua volatilizacdo, com
Tonset de, aproximadamente, 107 °C e entalpia de 343,9 J/g.

As curvas DSC para todas as misturas, em comparacao com a CC pura, apontaram
uma diminui¢do no ponto de fusdo e da entalpia de fusdo (Tabela 9 e Figura 55).

A alteracdo nos picos de fusdo é dada pela interferéncia do OEC na organizacdo cris-
talina da CC. Uma matriz menos ordenada favorece uma maior capacidade de carga de in-
gredientes ativos, pois uma estrutura em malha, com o aumento do numero de vazios, é

capaz de acomodar um nimero maior de outras moléculas (GALVAO et al., 2020).

Figura 55 — DSC (a) da cera de carnaulba e do dleo essencial de citronela e (b) das microcadpsulas — amostras
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Fonte: A autora (2023).
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Quanto maior a desorganizacao da estrutura da matriz da CC, maior sera a quantida-
de de dleo (ativo) incorporado na matriz e menor serd a energia de absor¢do de calor em-
pregada para que a fusdo aconteca — conforme pode ser observado com a diminuicdo da
entalpia das amostras, quando comparadas a entalpia de cera que varia em até 40,4%, de-
monstrando que houve formacdo das microcapsulas (PEREIRA et al., 2019). O que leva a
conclusdo de que as misturas mais efetivas sao as MC_06 e MC_07, pois apresentaram me-

nor valor de entalpia em comparacao as demais amostras.

Tabela 9 — Temperaturas extrapoladas de inicio de fusdo (Tonset), temperatura de final extrapolado de fusdo
(Tend), temperatura de transi¢do vitrea (Tg), entalpia de fusdo e percentual de cristalinidade das amostras
analisadas em DSC

Fusdo/fases de transi¢do

Amostras
T onset (°C) Tg (°C) T end(°C) AH (J/g)

OEC 48,08 106,65 145,65 343,9
cc 71,96 84,89 96,67 217,4
Mc_01 70,95 81,16 90,50 157,9
MC_02 68,89 80,99 88,71 171,6
MC_03 69,78 81,11 88,02 173,6
MC_04 71,33 80,59 88,13 168,2
MC_05 70,06 80,87 88,56 154,7
MC_06 70,66 80,77 88,45 142,2
MC_07 71,94 80,86 88,34 a2
MC_08 67,98 80,77 89,20 167,3

Fonte: A autora (2023).
A insercao de dleos essenciais em estruturas em cera, proteinas e gelatinas indicou

resultados semelhantes quanto a diminuicdo da Tg (temperatura de transicdo vitrea) das
misturas (PEREIRA et al., 2019), fato comprovado pela diminuicdo da transicdo vitrea das
amostras de MC_01 a MC_08 em, aproximadamente, 20%, em comparacao a CC pura (Tabe-

la 9).

4.6.5 DSC — amostras utilizadas nos ensaios com mosquitos

As curvas DSC das MP e MC_08, em comparacdao com a CC pura, apontaram uma di-

minuicdo no ponto de fusdo e da entalpia de fusao, possivel de verificar na Figura 56 e Tabe-

la 10.



101

Tabela 10 - DSC - CC, MP e MC_08

Fus3do/fases de transi¢do

Amostras
T onset (°C) Tg (°C) T end(°C) BH (J/g)
cC 71,96 84,89 96,67 217,4
MP 72,74 82,98 91,07 201,8
MC_08 67,98 80,77 89,20 167,3

Fonte: A autora (2023).

Figura 56 — DSC — cera de carnauba (CC), microparticulas (MP) e microcapsulas (MC_08)
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Fonte: A autora (2023).

A diminuicdo do pico de fusdao das MP, verificado na Figura 56, ocorre devido as alte-
ragOes da estrutura da cera de carnauba emulsificada e processada em microparticulas, pois

ocorrem pequenas alteragdo em sua estrutura cristalina.
A alteragdo nos picos de fusdao e a considerdvel diminuigao da entalpia de fusao da

MC_OEC, em relagdo as MP e CC, sdao dadas pela microencapsula¢dao do OEC na cera de car-

nauba.
4.6.6 DSC — amostras MC_08 e MC_08 (60 dias)

A curva de DSC da amostra MC_08 (60 dias), em compara¢do com a amostra MC_08,
apontou um aumento no ponto de fusdo e da entalpia de fusdo. Conforme pode ser verifica-

do na Figura 57 e na Tabela 11.
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Tabela 11 — DSC — MC_08 e MC_08 (60 dias)

Fus3do/fases de transicdo

Amostras AH ()/g)
T onset (°C) Tg (°C) T end(°C)
MC_08 67,98 80,77 89,20 167,3
MC_08 (60 dias) 68,72 82,74 92,14 177,2

Fonte: A autora (2023).

Figura 57 — DSC — microcdpsulas MC_08 e microcdpsulas MC_08 (60 dias)
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Fonte: A autora (2023).

O aumento do ponto de fusdo e da entalpia de fusdo da amostra MC_08 (60 dias), em
comparacdo com a amostra MC_08, é um indicativo de que parte do OEC microencapsulado
volatilizou das amostras. Pois, com uma menor quantidade de OEC na matriz das microcap-

sulas, maior é a energia de absorcdo de calor empregada para que a fusdo das microcdpsulas

aconteca.
4.7 GC-MS CROMATOGRAFIA GASOSA-ESPECTROMETRIA DE MASSA

Por meio da cromatografia gasosa foi possivel identificar os componentes majorita-

rios nas amostras, conforme demonstrado na Tabela 12 e na Figura 58.



Tabela 12 — GC-MS do OEC, MC_08 e MC_08 (60 dias)
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Cromatografia

Amostra Citronelol Citronelal
Area % Area % Area %
OEC 241,986 100,0 49,834 100,0 24,4 100,0
MC_08 213,017 88,0 45,415 91,1 * *
MC_08 (60 dias) 84,614 35,0 23,467 47,1 * *

Fonte: A autora (2023).

E possivel verificar, tanto na Tabela 12 quanto Figura 58, a identificacio dos compos-

tos majoritdrios do OEC utilizados na microencapsula¢cdo em cera de carnauba (CC), o citro-

nelol, o citronelal e o geraniol, também identificados em outros estudos (HAZARIKA et al.,

2020; BORGES et al., 2021; SAWADOGO et al., 2022).

Os resultados de GC-MS da amostra MC_08 identificaram somente os compostos de

citronelol e citronelal, o geraniol ndo foi detectado, indicando que ndo ocorreu a microen-

capsulacdo desse composto. E possivel verificar também que, com relagdo ao OEC puro, o-

correu uma perda de 12% de citronelol e 9% de citronelal durante o processamento das mi-

crocapsulas (Figura 58 e Tabela 12).

Figura 58 — CG-MS do 6leo essencial de citronela microcapsulas MC_08 e MC_08 (60 dias)

110

1 Geraniol

100 H B ]

90
80
Citronelal

70 Citronelol

60

Volateis (%)

50
) A B oec

40 4 MC_08

30

A A vc 08 0 dias)

T T T T T T T
0 50 100 150 200
Area
Fonte: A autora (2023).

T
250



104

A amostra MC_08 (60 dias) apresentou uma perda de 60,23% de citronelol e 48,30%
de citronelal, em comparagdao com a amostra MC_08. Esse resultado indica que estes com-
postos volatilizaram no periodo em que as microcdpsulas foram expostas ao ambiente, con-
firmando o que foi apontado nos resultados de TGA — que também demostraram a presenca

de OEC nas amostras MC_08 (60 dias).

4.8 RESULTADO ENSAIO VOLATILIZAGAO — OEC

Para analisar a volatilizacdo do OEC, foram realizadas quatro repeti¢cdes de ensaios de

volatilizacdo em temperatura média ambiente de 29°C, conforme Figura 59.

Figura 59 — Andlise de volatilizacdo do OEC - Célula de volatilizagdo
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Fonte: A autora (2023).

De acordo com a Figura 59, as amostras de OEC apresentaram perda de potencial e o
tempo médio para estabilizacao da reacao foi dada entre 120 e 150 min.

Neste experimento, a perda de potencial é dada pela reacdo entres eletrodos e o ele-
trélito. O tempo da perda de potencial corresponde ao tempo médio de volatilizacdo do OEC

apresentado em outros estudos (ATKOVSKA et al., 2021).
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N3o foi possivel caracterizar as microcdpsulas por meio desta analise, visto a libera-
¢do lenta do OEC microencapsulado em CC e, também, as propriedades isolantes de energia
da cera.

Para validar o ensaio de volatiliza¢do, foi realizada uma analise do OEC em FTIR com o
intuito de verificar a possivel identificacdo da perda de volateis em um periodo de seis horas.

Um papel filtro qualitativo, gramatura 80 g, espessura 185 mm, marca Unifil, com
dimensdes de 10 mm x 20 mm, foi utilizado como controle. A leitura dos espectros do con-
trole foi realizada por meio de FTIR. Ao controle foi adicionada uma gota do OEC e foram
feitas verificacGes dos espectros do OEC no controle em zero, duas, quatro e seis horas apds

a impregnacado do 6leo no papel filtro. Os resultados das afericdes podem ser verificados na

Figura 60.
Figura 60 — FTIR — analise de volatilizagdo do OEC
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Fonte: A autora (2023).

As bandas apresentadas para o 6leo essencial de citronela (OEC) (Figura 60) corres-
pondem a composicdao quimica de grupos funcionais das substancias naturais presentes nos
6leos, o pico de 1730 cm ' que se refere ao alongamento C = O, os picos de 1462 cm ' e 1376

cm ' correspondentes a deformacgdo do grupo C— O — H (AZIZ et al., 2016).
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A perda dos componentes volateis do dleo essencial de citronela é observada na Fi-
gura 60, por meio dela é possivel constatar a redu¢do da intensidade das bandas em 1724
cm-', quando se comparam aos registros da amostra controle.

E possivel observar que ocorre uma perda significativa do componente identificado
neste pico de absorc¢do nas duas primeiras horas de ensaio. Em quatro e seis horas esta ban-
da de absorgdo ndo é mais identificada nas amostras, indicando a volatilizagdo deste com-
posto do OEC. Em 1450 cm ' é verificado uma alteracdo no pico de absor¢do e em 1376 cm™’
um alongamento de pico, em comparagdao com a amostra controle, os quais apresentam

pequenas alterages durante as seis horas de periodo desse ensaio.

4.9 APLICACAO DAS MICROCAPSULAS NOS DISPOSITIVOS — MOSQUITOS COMO SENSORES E
ENSAIO DE OVIPOSICAO

4.9.1 Resultado dos dispositivos desenvolvidos para os ensaios

Os resultados quanto a utilizacdo do dispositivo denominado “CONFIGURACAO APLI-
CADA A/EM DISPOSITIVO PARA TESTES DE MATERIAIS EM BIOENSAIOS”, com certificado de
desenho industrial BR 302021003982-6, em bioensaios de oviposi¢ao, apresentaram um
excelente desempenho, pois, por meio desse dispositivo (utilizando os mosquitos como sen-
sores) foi possivel identificar de maneira qualitativa a microencapsula¢do do 6leo essencial
na cera de carnauba e sua volatilizacao.

Além disso, foi possivel verificar a acdo repelente dos volateis liberados pelas micro-
capsulas aos mosquitos Aedes aegypti, inibindo a postura de ovos por um periodo de 48 ho-
ras sem que estivessem imersas em agua dentro do recipiente de oviposi¢ao. Esses resulta-
dos indicam que as proximidades dos locais de oviposicdo também podem influenciar na
escolha dos criadouros de Aedes aegypti, e ndo somente a qualidade da dgua em que os o-
vos serdo depositados (HARIKARNPAKDEE e CHUCHOTE, 2018).

O duto desenvolvido para os ensaios com chance de escolha — denominado “CONFI-
GURACAO APLICADA A/EM DISPOSITIVO DE CONEXAO DE GAIOLAS PARA TESTES DE MATE-
RIAIS EM BIOENSAIOS”, certificado de desenho industrial BR 30 2022 001454-0, Apéndice C,

Figura 30 (p. 68)) — foi de extrema importancia para a sele¢do dos locais de oviposicdo pelas
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fémeas do Aedes aegypti sem que um tratamento interferisse no outro, disponibilizando
livre acesso de uma gaiola a outra para a sele¢ao do local adequado para a ovipostura.

Para os resultados dos ensaios de oviposicao, os papéis filtro foram retirados dos re-
cipientes de oviposicao e fotografados (Figura 61), a contagem dos ovos ocorreu no progra-

ma ImagelJ.

Figura 61 — Fotografias — papéis filtros MP e MC_08
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Fonte: A autora (2023).

A Figura 61 retrata o resultado de uma das triplicatas do ensaio com chance de esco-
Iha entre os tratamentos com microparticulas (MP) e com as microcdpsulas (MC_08). Nessa
imagem, é possivel observar grande numero de ovos, acima da linha d’agua, no ensaio com
o tratamento contendo as microparticulas e poucos ovos, acima da linha d’agua, no ensaio
com as microcapsulas, comprovando que a presenca do dleo essencial de citronela tem efei-
to para a dissuasao da oviposi¢ao e que a cera de carnauba ndo inibe a postura dos ovos.

Os ovos coletados nos ensaios foram analisados por lupa e MEV, e apresentaram as

caracteristicas descritas na literatura (Figura 62 e Figura 63).
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Figura 62 — Ovos mosquitos — lupa
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Fonte: A autora (2023).

Figura 63 — Ovos mosquitos — MEV
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Fonte: A autora (2023).

E possivel analisar as dimens&es dos ovos (que medem, aproximadamente, 0,5 mm),

a forma eliptica e a estrutura de casca — que é resistente a dessecacdo (Figura 63).

4.9.2 Ensaio oviposicao com chance de escolha

Estes experimentos consistem em analisar a preferéncia dos locais de oviposi¢ao, uti-
lizando duas gaiolas conectadas por um duto com uma amostra distinta em cada gaiola. Ca-
da experimento foi realizado em triplicata, para verificar a constancia durante os ensaios.

Para os ensaios de oviposicdao com chance de escolha, os resultados sdo apresenta-
dos conforme Tabela 13 e Figura 64. Por meio destas anadlises é possivel verificar a quantida-
de de ovos depositados nos recipientes de oviposicdo e a diferenca entre os tratamentos

testados.



Tabela 13 — Contagem dos ovos, ensaios com chance de escolha
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Teste de sem chance escolha

Tratamento
Réplica 01 Réplica 02 Réplica 03 Média Desvio Padrao
Experimento 01

Controle 103 127 131 120,33 12,89
MP 98 116 115 109,67 13,31

Experimento 02
MP 199 264 201 221,30 30,18
MC_08 12 10 13 11,67 1,23

Experimento 03
Controle 274 302 210 262 38,24
MC_08 0 5 2 2,33 2,05

4.9.2.1 Experimento 01 — Sem tratamento (controle) e microparticulas (MP)

Fonte: A autora (2023).

Este experimento foi realizado para verificar se a cera de carnauba teria interferéncia

negativa nos ensaios de preferéncia de oviposicdo. Foi possivel verificar pouca diferenca na

postura de ovos entre o local sem tratamento, o controle e o local com as microparticulas de

cera de carnauba (MP) (Tabela 13 e Figura 64).

Figura 64 — Experimento 01: grafico de preferéncia de oviposigdo com chance de escolha, controle (sem trata-
mento) e microparticulas
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Fonte: A autora (2023).

Por meio da Figura 64 é possivel verificar pequena preferéncia de oviposi¢cdo pelos

locais com o elemento controle. E possivel indicar também que a CC n3o exerce efeito repe-

lente em ensaios de oviposicdo das fémeas dos mosquitos Aedes Aegypt.
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Os recipientes contendo o elemento controle apresentram uma contagem média de
120,33 ovos, com desvio padrdo de 12,89 ovos. Ja recipientes contendo as microparticulas

apresentaram uma contagem média de 109,67 ovos, com desvio padrdo de 13,31 ovos.

4.9.2.2 Experimento 02 — Microparticulas de CC (MP) e microcdpsulas (MC_08)

Este experimento foi realizado para verificar a preferéncia de local de oviposicdo com
microparticulas de CC (MP) e local de oviposi¢do com microcdpsulas (MC_08). Foi possivel
verificar (Figura 65) que as fémeas do mosquito Aedes aegypti tiveram preferéncia em ovi-

positar no local com microparticulas.

Figura 65 — Experimento 02: grafico de preferéncia de oviposicdo com chance de escolha, microparticulas e
microcapsulas
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Fonte: A autora (2023).

Por meio da Figura 65 é possivel verificar grande diferenca de nimero de ovos entre
as duas amostras testadas nas triplicatas dos experimentos. E possivel indicar que o OEC
microencapsulado em CC, a amostra MC_08, exerceu efeito repelente em ensaios de ovipo-
sicao das fémeas dos mosquitos Aedes aegypti.

Os recipientes contendo as microparticulas apresentram uma contagem média de
221,30 ovos, com desvio padrdo de 30,18 ovos. Ja recipientes contendo as microcapsulas

apresentaram uma contagem média de 11,67 ovos, com desvio padrao de 1,23 ovos.
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4.9.2.3 Experimento 02 — Sem tratamento (controle) e microcdpsulas (MC_08)

Este experimento foi realizado para verificar o efeito repelente em ensaios de ovipo-
sicdo, por meio da analise do local com recipiente de oviposi¢ao sem tratamento (controle) e
do local com recipiente de oviposicdo com as microcapsulas de OEC (MC_08).

Foi possivel verificar o efeito dissuasor das microcdpsulas nos ensaios de oviposigao.
As fémeas dos mosquitos Aedes aegypti tiveram preferéncia em ovipositar no local onde o

recipiente de oviposi¢ao nao possuia nenhum tratamento (Figura 66).

Figura 66 — Experimento 03: grafico de oviposicdo com chance de escolha, controle e microcapsulas
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Fonte: A autora (2023).

Por meio da Figura 66 é possivel verificar grande diferenga de nimero de ovos entre
as duas amostras testadas nas triplicatas dos experimentos. E possivel indicar também que o
OEC microencapsulado em CC, a amostra MC_08, exerceu efeito repelente em ensaio de
oviposicdo das fémeas dos mosquitos Aedes aegypti.

Os recipientes contendo o elemento controle apresentram uma contagem média de
262 ovos, com desvio padrdo de 38,24 ovos. Ja recipientes contendo as microcdpsulas apre-
sentaram uma contagem média de 2,33 ovos, com desvio padrao de 2,05 ovos.

Na analise dos resultados dos experimentos realizados em triplicata ndo foi encon-

trada diferenca significativa (teste T: p = 0,1473, t = 2,308, df = 2) entre MP (x = 220,3 ovos) e
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controle (X = 242 ovos), demonstrando que a cera sozinha ndao desempenha papel repelente

para oviposigao.

Figura 67 — Grafico de oviposigdo com chance de escolha, andlise mediada triplicata dos trés experimentos
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Fonte: A autora (2023).

No entanto, uma diferenca significativa foi encontrada entre MC 08 (x = 11,67 ovos) e

MP (x = 221,3 ovos) (teste t: p = 0,0110, t = 9.458, df = 2) e MC_08 (x = 2, 33 ovos) versus

controle (x = 262 ovos) (teste t: p = 0,0104, t = 9.735, df = 2). O que demonstra que o impac-

to na diferenca do nimero de ovos durante a oviposicdo da-se pela presenca de citronela

microencapsulada na cera de carnauba (Figura. 67).

4.9.3 Teste sem chance escolha

Estes experimentos consistem em analisar os locais de oviposicdao sem chance de es-

colha. Em sua realizagdo foram utilizadas: uma gaiola com um unico elemento de analise,

uma gaiola com o recipiente de oviposicdo sem tratamento, uma gaiola com o recipiente de

oviposicdo com microparticulas e outra gaiola contendo o recipiente de oviposicdao com as
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microcapsulas. Os resultados destes experimentos realizados em triplicata sdo apresentados

na Tabela 14 e Figura 68.

Tabela 14 — Contagem dos ovos, ensaios com chance de escolha
Teste de sem chance escolha

Tratamento
Réplica 01 Réplica 02 Réplica 03 Média Desvio Padrdo
Controle 129 152 133 138 10,03
MP 122 158 122 134 16,97
MC 15 10 16 13,67 2,62

Fonte: A autora (2023).

Como mostra a tabela 14, foi possivel verificar o efeito dissuasor das microcapsulas
nos ensaios de oviposicdo sem chance de escolha. A Figura 68 apresenta o grafico dos ensai-
os realizados em triplicata pelo qual é possivel verificar que, mesmo sem chance de escolha,

as microcapsulas exercem um efeito repelente sobre as fémeas do mosquito Aedes aegypti.

Figura 68 — Grafico de oviposi¢cdo sem chance de escolha, controle, microparticulas e microcdpsulas
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Fonte: A autora (2023).

Os recipientes contendo o elemento controle apresentram uma contagem média de
138 ovos, com desvio padrdao de 10,03 ovos. Os recipientes contendo as microparticulas a-
presentaram uma contagem média de 134 ovos, com desvio padrdo de 16,97 ovos. Ja recipi-
entes contendo as microcdpsulas apresentaram uma contagem média de 13,67 ovos, com

desvio padrdo de 2,62 ovos.
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Por meio da analise estatistica dos resultados de oviposicao sem chance de escolha é

possivel observar que a média de ovos postos em cada tratamento foi: controle: x = 138;

MP: % = 134 e MC_08: = 13,67 (Figura 69).

Figura 69 — Grafico com analise estatistica de oviposicdo sem chance de escolha, controle, microparticulas e
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Fonte: A autora (2023).

Ao ser aplicado o teste ANOVA One-way (p = 0,0093, F = 101,0, DF = 2), foi identifica-

da uma diferenca significativa entre oviposicdo nos testes sem escolha. Ao fazer andlises

multiplas (teste de Tuckey), identificou-se que essa diferenca ndo foi significativa entre con-

trole versus MP (p = 0,7494), mas foi significativa entre controle versus MC_CEO (p = 0,0092)

e MP versus MC_08 (p = 0,0236), mais uma vez demonstrando que a presenca de citronela

microencapsulada foi responsavel pelas mudangas no comportamento de oviposicdo de Ae-

des aegypti fémeas (Figura 69).
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5 CONSIDERAGOES FINAIS

5.1 CONCLUSAO

Este estudo mostrou que a microencapsulacdo de éleo essencial de citronela em cera
de carnauba pode ser formulada empregando pares de surfactantes nao-idnicos (Tween,
Span) sob condicdes pré-estabelecidas de EHL. Assim, para a obtencdo de microcapsulas, o
EHL calculado das formulagdes da fase oleosa e dos surfactantes empregados nas emulsdes
é condicdo essencial.

Entre as amostras de referéncia, MC_01 e MC_08, houve significante alteracdo na
morfologia das microcdpsulas, bem como a presenca de agregados e aglomerados. Ademais,
as dimensoes, a rugosidade da casca das microcdpsulas e a reminiscéncia de CC sem encap-
sular também sdo afetadas pelo HLB e surfactantes.

O método de preparo (emulsificacdo a quente, seguindo os mesmos parametros de
processo para todas as formulagbes) para a obteng¢do das microcapsulas mostrou-se estavel
para todas as formulagdes testadas. No entanto, cada formulacdo apresentou caracteristicas
distintas de morfologia de casca, de tamanho das microcapsulas e da quantidade de éleo
encapsulado.

Por meio do FTIR, foi possivel verificar a incidéncia dos picos de OEC nas microcapsu-
las. O alongamento das bandas de absor¢do, em 730 cmi' e 719 cm’, podem ser atribuidos a
interacdo do OEC com a matriz de CC provocando altera¢do na estrutura cristalina da cera.

Por meio da andlise termogravimétrica, foi possivel indicar a microencapsula¢ao do
OEC, de forma quantitativa, pois foram observadas perdas de massa para todas as amostras
de microcapsulas dentro da faixa da porcentagem de OEC puro.

Os resultados de DSC registraram picos endotérmicos para todas as amostras. Foram
registradas temperaturas de fusdo e entalpia mais baixas em todas as microcapsulas, em
comparacdao com a CC pura, o que indica alteracdo na estrutura cristalina da cera que con-
firma os ensaios de FTIR e aponta a ocorréncia da microencapsulacao.

Por meio da cromatografia gasosa, foi possivel identificar a microencapsulac¢ado de ci-
tronelal e citronelol, compostos majoritarios do OEC, na amostra MC_08 que foi utilizada
nos ensaios com mosquitos. Foi possivel indicar que a perda do composto geraniol do OEC

pode ter ocorrido durante o processo de emulsificacdo a quente. Esta analise também cons-
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tatou que a referida amostra ainda possuia parte do OEC microencapsulado apés 60 dias em
contato com o ambiente, indicando que parte do OEC pode estar contido no centro protegi-
do pela cera.

A anadlise de volatilizagdo das microcapsulas, utilizando os mosquitos como sensores,
se deu de forma qualitativa. A utilizacdo dos dispositivos criados para esta andlise possibili-
tou a verificagao do efeito real da liberagdo lenta do OEC das microcdpsulas sobre as fémeas
de Aedes aegypti em ensaios de oviposicdo. Foi possivel indicar também que os dispositivos
criados para testar as microcdpsulas podem ser utilizados para testar diferentes materiais
em bioensaios com insetos voadores.

A aplicacdo da amostra MC_08, em bioensaios de oviposicdo de mosquitos da espé-
cie Aedes aegypti, indicou efeito dissuasor a oviposicdo durante o periodo de 48 horas de
ensaios. Indicou ainda que a cera de carnauba ndo possui efeito repelente a esses mosqui-
tos.

A transdisciplinaridade deste estudo possibilitou o desenvolvimento de microcapsu-
las com materiais naturais que podem contribuir com o controle dos mosquitos Aedes a-
egypti de uma maneira mais ecoldgica.

O desenvolvimento dos dispositivos, também de forma transdisciplinar, empregados
neste estudo, possibilitou ndo sé a analise das microcapsulas desenvolvidas, mas, também,
indicaram a possibilidade de estudar diferentes materiais para o controle deste inseto tao
pequeno e tdao temido: o mosquito Aedes aegypti.

Como indicacdo, para iniciar producGes em maior escala, pode-se sugerir que seja uti-
lizado o procedimento da amostra MC_08 que se mostrou mais promissora dentre os etu-

dos.

5.2 SUGESTOES PARA FUTUROS TRABALHOS

e Verificar o tempo real de permanéncia do éleo essencial nas microcapsulas
em diferentes condicdes de temperatura e umidade.

e Estudar demais potencialidades de aplicacdo das formulacdes quanto a repe-
Iéncia a picada de mosquitos.

e Avaliar a potencialidade de repeléncia em ouras classes de insetos.
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e Realizar estudos microbiolégicos com as microcdpsulas para avaliar a eficacia
dos componentes ativos em meio ao cultivo de plantas.

e Estudar diferentes meios de aplicacdo e impregnacao em superficies.
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APENDICE A - SISTEMA DE DETECCAO DE VOLATIZACAO

Os componentes do sistema sdo: Um Arduino Nano 328p (uma placa de acesso a pi-
nos com um microcontrolador Atmel ATmega328p), um adaptador para cartdes SD (que uti-
liza protocolo de comunicagao SPI), um display LCD 16x2 e um ADC ADS1115. O sistema ba-
sicamente efetua trés opera¢des: mede o ADC para obter varias medidas de tensdo da célula
e, assim, operar uma média; mostra o valor de cada medida no display LCD e, entdo, grava o
valor medido no cartdo SD em um arquivo CSV. O ciclo de medida do sensor/escrita no dis-
play/gravacdo no SD é efetuado uma vez por minuto. Apds 60 medidas (60 minutos), o mi-
crocontrolador calcula a média das medidas e grava o resultado. O sistema deverd continuar
a medir o valor de tensao da célula indefinidamente.

O Arduino Nano 328p é uma placa que contém um microcontrolador Atmel ATme-
ga328p de 16MHz, 20kB de memodria flash e 2kB de memdria SRAM. Serdo utilizadas as se-
guintes funcionalidades do microcontrolador: comunicacdo serial SPI para o cartdo SD, co-
municacdo serial 1°C para o ADC e pinos de saida digital para operag¢do do display LCD. No
Arduino Nano é gravado um programa que executa o algoritmo de medida/escrita/gravacao.
Para a escrita e gravagao do programa no microcontrolador foi utilizado o Arduino IDE, uma
plataforma gratuita e aberta. Para a escrita do cddigo a ser gravado no microcontrolador
foram utilizadas bibliotecas para a gravacdo no cartdo SD (SD.h) e operacdo do ADC (Adafru-
it ADS1015.h). As bibliotecas fornecem func¢des prontas que ja operam as comunicagées
seriais de cada dispositivo. Tudo o que resta para o nosso programa é chamar essas fungdes
guando necessario.

Conectado diretamente a célula fica o ADC ADS1115. Um ADC é um conversor analé-
gico-digital. Ele converte valores de tensdo analdgica e converte para um dado digital (neste
caso em 16 bits) e transfere este valor pelo protocolo serial 12C, quando solicitado. O algo-
ritmo gravado no microcontrolador converte este valor de 16 bits em uma medida de tensao
para ser gravada no cartdo e mostrada no display.

A placa de acesso SD serve como interface transparente ao cartdo SD utilizado para
gravacao do arquivo CSV através do protocolo serial SPI. O arquivo CSV é um arquivo no qual
os valores de uma tabela sdo guardados para posteriormente serem abertos no Microsoft
Excel ou Open Office Calc. Os dados sdo gravados da seguinte forma: valor da hora seguido

de uma virgula, seguido do valor de tensdo da célula e, por fim, um caractere de nova linha.
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O display LCD possui 16 colunas e 2 linhas para insercao de caracteres. O display é
controlado diretamente pelo microcontrolador e mostra os valores da contagem de tempo,

bem como o valor em milivolts da célula medido pelo sensor ADC.
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APENDICE B — GAIOLAS DE BIOENSAIO

Gaiolas de bioensaio

(a) Gaiola 30 cm x 30 cm x 30 cm para criagdo de mosquitos, (b) Gaiola 20 cm x 20 cm x 20 cm para bioensaios
de oviposigdo, (c) Gaiolas conectadas com o duto para ensaios com chance de escolha.
Fonte: A autora (2023).

As gaiolas foram projetadas em Software Cad, em material acrilico 3 mm de espessu-
ra (adquirido na empresa Acriloja) e recortadas em equipamento a laser, no laboratério LI-
FE/UFRGS, conforme figura acima.

As gaiolas possuem encaixe para facilitar a montagem e foram coladas com cola es-

pecial para acrilico (adquirida na empresa Acriloja).
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APENDICE C — CERTIFICADO DE DESENHO INDUSTRIAL BR 302021003982-6
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RELATORIO DESCRITIVO
Configuragdo aplicada a/em dispositivo para testes de materiais em

bioensaios

O presente relatorio descritivo faz referéncia as fotografias, anexas, assim
indicadas:

Figura 1.1 — Perspectiva

Figura 1.2 - Vista anterior

Figura 1.3 — Vista posterior

Figura 1.4 — Vista lateral direita

Figura 1.5 — Vista lateral esquerda

Figura 1.6 — Vista superior

Figura 1.7 - Vista inferior

142



143

17

Figura 1.1 = Perspectiva
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217

Figura 1.2 - Vista anterior
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37

Figura 1.3 - Vista posterior
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417

Figura 1.4 = Vista lateral direita
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Figura 1.5 - Vista lateral esquerda



148

Figura 1.6 - Vista superior
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77

Figura 1.7 - Vista inferior
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APENDICE D - CERTIFICADO DE DESENHO INDUSTRIAL BR 30 2022 001454-0

a IR
N, =

REPUBLICA FEDERATIVA DO BRASIL :.:':'_..
MINISTERIO Dus ECONOMIA
INSTITUTD NACKMNAL DA PROPRIEDADE INDUSTRIAL
DIRETORLA DE MARCAS, DESENHDS INDUSTRIAIS E IFIJIE.M:I:'EE GEOGRAFCAS
CERTIFICADD DE REGISTRO DE DESENHD INDISTRIAL
BR 302022014540
O INSTITUTD NACIIMAL DA FROPRIECADE INDUSTRIAL concede, autoemabcamesie,
sem exame de mérita, o presente CERTIFICADD DE REGISTRO, que oustorga ao seu bfular

peopriedade do desenho indusirial dscriminado neste findo, em iodo o ferncdno nacional, garantinda
o5 inefos dele decomentes, previsios na legisiacia em wgor.

& protecio confenda pelo regising de desenho industnal, em confosmidade com o que estabelece o &t
55 da Le 927996, & definida exclusivamente a partir da configuracio da foema plissca cemamental do
ohjeta ou do conpunio crnamental de inhas e cores reguenidos.

(21} MiEmero do Depdsito; B 3000220014540

{22) Data do Depésito; 22022022

[45) Data de Concessiio: 130472022

{52} Classificagio internacional de Desenhos Indusdriais: 24-01; 2402
{20} Prioridade Unionista:

(54} Titula: CEI'.IFE-I.IH.A.l.:.a.ﬂ APLICADA AEM DISPOSITIVD DE COMEXAD DE GAIOLAS PARA
TESTES DE MATERIAIS EM BIOEMNSANS

(73} Titular: UNNERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL, Instituicho de Ensing & Pesqusa
Endieregn: AV, PALILD GAMA N* 110, 5 ANDAR, CENTRO, PORTO ALEGRE. RS, BRASIL, PORTD
ALEGRE, RS, BRASIL(BR), S0040-060, Brazieira

(T2} Awior: JADUELINE DILLY; LIS HENRIQUE ALVES CANDIDD; OMILDE SANTOS DA SILVA;
HARRY LUIZ PILZ NNIOR.

Prazo de Validade: 10{dez] anos contados a partr de Z2032022, mediante o recolbimenio da o
munpuenal de manuencAo (Aregos 119 & 120 da LP1) e observadas as demais condipdes legais.

Regisiro Concedido smz 12042022

Expedido em: 12 de Abnl e 2022

Axsinado digiaimenie por:
Denise Thiengo Santos
Chefe de Secio - Portana N? 300014
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RELATORIO DESCRITIVO
Configuracédo aplicada em dispositivo de conexdo de gaiolas para testes de

materiais em bioensaios

O presente relatorio descritivo faz referéncia as fotografias, anexas, assim
indicadas:

Figura 1.1 — Perspectiva

Figura 1.2 - Vista anterior

Figura 1.3 - Vista posterior

Figura 1.4 - Vista lateral direita

Figura 1.5 - Vista lateral esquerda

Figura 1.6 - Vista superior

Figura 1.7 - Vista inferior
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17

Figura 1.1 = Perspectiva
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Figura 1.2 - Vista anterior
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37

Figura 1.3 - Vista posterior
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Figura 1.4 = Vista lateral direita
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Figura 1.5 - Vista lateral esquerda
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Figura 1.6 - Vista superior
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Figura 1.7 = Vista inferior



