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RESUMO

Os mosquitos Aedes aegypti e Aedes albopictus sdo considerados 0s
principais agentes causadores de doencas como dengue, febre amarela,
Zika virus e Chikungunya e séo os responsaveis pela morte de milhdes
de pessoas no mundo inteiro. Assim, formas eficientes de combate a
esses mosquitos precisam ser encontradas uma vez que 0 uso de
repelentes sintéticos pode causar problemas tanto para 0s seres
humanos, como para 0 meio ambiente, desta forma, é de extrema
importancia o desenvolvimento de novos produtos. O dleo de cravo
(Syzygium aromaticum) €& conhecido por apresentar diferentes
propriedades como antioxidante, antimicrobiana, larvicida, repelente
entre outras. Sua composicdo quimica é constituida principalmente de
eugenol, que apresenta anel aromatico, hidroxila e hidrocarbonetos em
sua estrutura. Devido sua natureza hidrofobica, torna-se dificil sua
incorporacdo em sistemas aquosos limitando seu uso na forma livre,
assim a técnica de encapsulacdo vem como solucdo para este problema.
Neste trabalho o 6leo de cravo foi encapsulado através da técnica de
miniemulsificacdo e polimerizacdo em miniemulsdo. As concentragdes
letais CLsg € CLgg do 6leo de cravo autoemulsificado e do 6leo de cravo
em sistema de nanoemulsdo foram determinadas em mosquitos da
espécie Aedes albopictus em 24 e 48 horas de exposicdo. O Gleo de
cravo autoemulsificado apresentou valores de CLs,60,0 + 3,5 ppm e
ClLypp885+ 61 ppm em 24horas e CLg53,7+31ppm e
ClLg75,4+54ppm em 48 horas de exposicdo. A nanoemulsdo
carregada com éleo de cravo apresentou valores de CLgg 99,6 £ 4,2 ppm
e Clg152,1 + 10,4 ppm em 24 horas e ClLsq87,3+3,8 ppm e
ClLgp139,5+ 10,0 ppm em 48 horas de exposicdo. Um teste de
eficiéncia da atividade larvicida ao longo do tempo foi realizado, o 6leo
de cravo autoemulsificado foi eficiente aproximadamente 100 % durante
13 dias e o 6leo em sistema de nanoemulsdo apresentou a mesma
eficiéncia durante 12 dias. O latex com nanoparticulas de dleo de cravo
obtido por polimerizagdo em miniemulsdo foi impregnado em substrato
téxtil de algod&o e sua atividade repelente foi avaliada. Ap6s 2 semanas
de impregnacéo, o substrato apresentou um indice de repeléncia inferior
a 20 %.

Palavras-chave: Oleo de cravo. Encapsulacéo. Aedes albopictus.






ABSTRACT

Aedes aegypti and Aedes albopictus mosquitoes are considered the main
agents causing diseases such as dengue, yellow fever, Zika virus and
Chikungunya and are responsible for the deaths of millions of people
worldwide. Thus, efficient ways to combat these mosquitoes need to be
found since the use of synthetic repellents can cause problems for both
humans and the environment, so developing new products is of the
utmost importance. Clove oil (Syzygium aromaticum) is known to have
different properties like antioxidant, antimicrobial, larvicide, repellent
among others. Its chemical composition consists mainly of eugenol,
which presents aromatic ring, hydroxyl and hydrocarbons in its
structure. Due to its hydrophobic nature, it becomes difficult to
incorporate it into aqueous systems by limiting its use in free form, so
the encapsulation technique comes as a solution to this problem. In this
work the clove oil was encapsulated through the technique of
miniemulsification and miniemulsion polymerization. The lethal
concentrations LCsy and LCy, of self-emulsifying clove oil and clove oil
in a nanoemulsion system were determined in Aedes albopictus
mosquitoes at 24 and 48 hours of exposure. The self-emulsifying clove
oil presented values of LCs, 60.0 £ 3.5 ppm and LCqo 88.5 £ 6.1 ppm in
24 hours and LCsy 53.7 £ 3.1 ppm and LCqq 75.4 + 5.4 ppm in 48 hours
of exposure. The clove oil-loaded nanoemulsion presented values of
LCs0 99.6 £ 4.2 ppm and LCgy 152.1 + 10.4 ppm in 24 hours and
LCs087.3 + 3.8 ppm and LCq 139.5 £+ 10.0 ppm in 48 hours of
exposure. A test of efficiency of larvicidal activity over time was
performed, self-emulsifying clove oil was approximately 100% efficient
for 13 days and the oil in the nanoemulsion system showed the same
efficiency for 12 days. Latex with clove oil nanoparticles obtained by
miniemulsion polymerization was impregnated in cotton textile
substrate and its repellent activity was evaluated. After 2 weeks of
impregnation, the substrate showed a repellency index less than 20 %.

Keywords: Clove oil. Encapsulation. Aedes albopictus.
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CAPITULO |
1 INTRODUCAO

Métodos eficazes na prevencdo de picada dos mosquitos
Aedes aegypti e Aedes albopictus precisam ser encontrados, uma vez
gue estes sdo potenciais agentes causadores de doencas tropicais, como
a febre amarela, dengue, Chikungunya e Zika virus e afetam milhdes de
pessoas no mundo inteiro. O uso de repelentes sintéticos pode causar
problemas tanto para os seres humanos, como para 0 meio ambiente.
Além disso, algumas espécies de mosquitos tém apresentado resisténcia
a esta classe de repelentes, desta forma, é de extrema importancia o
constante desenvolvimento de novos repelentes.

Os inseticidas naturais derivados de Oleos essenciais se
apresentam como alternativa por serem eficazes e ambientalmente
amigaveis. Entre eles, o dleo de cravo é conhecido por apresentar um
amplo espectro de acdo, desde antimicrobiano a larvicida e repelente.
Devido sua natureza hidrofdbica, torna-se dificil sua incorporagdo em
produtos ou matrizes e a técnica de encapsulacdo vem como solugdo
para este problema.

Com o Oleo de cravo encapsulado em sistemas
nanoparticulados, este pode ser utilizado como larvicida frente as larvas
de Ae. aegypti e Ae. albopictus em diferentes recipientes, que vao desde
pratos de plantas contendo agua até caixas d"agua. Também, de forma
inovadora, pode-se utilizar o 6leo encapsulado em formulagBes de
repelentes para incorporacdo em substrato téxtil como tecidos de
algoddo e sua avaliacdo contra picadas de mosquito.

Com a encapsulagdo do Oleo de cravo, este serd liberado
lentamente no ambiente proporcionando sua acdo larvicida e repelente
ao longo do tempo, o que é positivo, uma vez que larvas e mosquitos
estdo em constante desenvolvimento e reproducdo. Neste contexto, o
presente trabalho aborda a encapsulagio do O6leo de cravo
(Syzygium aromaticum) pelas técnicas de miniemulsificacdo com
posterior aplicacdo larvicida e a técnica de polimerizacdo em
miniemulsdo para obtencdo de latex polimérico e sua impregnacdo em
tecido de algoddo para avaliacdo da atividade repelente em Ae.
albopictus. Na literatura ndo sdo encontrados trabalhos que avaliaram as
atividades larvicida e repelente do 6leo de cravo em diferentes sistemas
de nanoencapsulacdo utilizando Ae. albopictus, desta forma, este
trabalho pode ser considerado inédito.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

Avaliar a atividade larvicida e repelente do dleo de cravo
encapsulado através das técnicas de miniemulsificacdo (nanoemulséo) e
polimerizacdo em miniemulséo.

1.1.2 Objetivos especificos

e Determinar as concentragdes letais CLsy € CLgg do 6leo
de cravo autoemulsificado em Aedes albopictus e
compara-las com os valores obtidos para a nanoemulsio
carregada com o 6leo essencial.

e Monitorar a atividade larvicida da nanoemulsdo ao longo
do tempo e comparar com o0 6leo autoemulsificado.

e Desenvolver um latex polimérico com éleo de cravo
encapsulado via polimerizagdo em miniemulséo.

e Caracterizar o latex carregado com 6leo de cravo no que
se refere ao tamanho de particula, eficiéncia de
encapsulacdo e estabilidade sob armazenagem.

e Caracterizar o polimero obtido via polimerizagcdo em
miniemulsdo em relagdo as massas molares, teor de gel e
conversdo utilizando diferentes mondmeros (estireno e
acrilato de butila).

e Avaliar ao longo do tempo a atividade repelente dos
tecidos impregnados com o latex e comparar 0S
resultados obtidos com o dleo ndo encapsulado.

1.2 ESTRUTURA DO TRABALHO

Este trabalho foi dividido em seis capitulos para facilitar o
entendimento. No Capitulo | sdo apresentados uma breve introducédo e
0S oObjetivos desta dissertacdo. O capitulo 1l compreende a
fundamentacdo tedrica necesséria para o desenvolvimento do trabalho.
O Capitulo 11l aborda o desenvolvimento da nanoemulsdo carregada
com 6leo de cravo e sua aplicacdo como larvicida. O Capitulo IV expde
a sintese do latex carregado com 6leo de cravo através de polimerizacdo
em miniemulsdo, assim como, a caracterizacdo dos polimeros obtidos, a
metodologia de impregnacdo do latex em tecidos de algoddo e sua
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aplicacdo como repelente. O Capitulo V relata as considerac@es finais
do trabalho e o Capitulo VI apresenta as referéncias bibliograficas
utilizadas nesta dissertacdo.
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CAPITULO Il
2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 DOENCAS TRANSMITIDAS POR VETORES

Doengas tropicais como febre amarela, dengue, Zika virus e
Chikungunya séo transmitidas por dois vetores principais, 0s mosquitos
Aedes aegypti e Aedes albopictus. Estas espécies de mosquitos séo
responsaveis pela morte de milhdes de pessoas no mundo inteiro
(GUBLER,1998; BHATT et al., 2013).

2.1.1 Aedes aegypti

E originario da Africa e acredita-se que foi inicialmente
introduzido nas regides tropicais (América) e subtropicais (Asia) do
planeta desde o século XVI, através de navios negreiros. No Brasil, os
primeiros relatos de dengue foram no final do século XIX e inicio do
século XX (WEBB, 2016; CONSOLI; OLIVEIRA, 1994).

Os criadouros preferidos desta espécie sdo pneus, latas, pratos de
vasos, bem como, cisternas, caixas d"agua, toneis e piscinas. O mosquito
se prolifera nos criadouros citados na condicdo de que a &agua
armazenada seja limpa e acumulada em recipientes de parede ou fundo
escuros. Na Figura 1 é mostrada a morfologia do Ae. aegypti.

Figura 1 — Aedes aegypti.

Fonte: Fiocruz.
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2.1.2 Aedes albopictus

Considerado o vetor secundario do virus da dengue, apresenta a
mesma capacidade de proliferacdo do Ae. aegypti bem como
caracteristicas morfoldgicas semelhantes. O Ae. albopictus é oriundo da
Asia e ocorre em areas de clima temperado e tropical. Foi relatado pela
primeira vez no Brasil em 1986. E um mosquito que escolhe lugares
para viver e se reproduzir com maior cobertura vegetal, por isso é mais
facilmente encontrado no ambiente rural e suburbano. A proliferacdo do
mosquito se da nos mesmos criadouros do Ae. aegypti. A morfologia do
mosquito Ae. albopictus pode ser observada na Figura 2.

Figura 2 — Aedes albopictus.

Fonte: Retratoshiodiversos.com.br.
2.1.3 Dengue

De acordo com a Organiza¢do Mundial da Saiude (OMS) estima-
se que 50 a 100 milh@es de infeccBes ocasionadas por dengue ocorrem
todos os anos. A dengue é considerada uma grande preocupacdo de
salde publica nas regiBes tropicais e subtropicais do mundo. A dengue é
uma arbovirose, e tem como agente um arbovirus do género Flavivirus,
pertencente a familia Flaviviridae e existem quatro sorotipos: DEN-1,
DEN-2, DEN-3 E DEN-4. Os sintomas da dengue sdo febre alta, fortes
dores de cabeca, dores nos musculos e articulacdes, nauseas e vomitos.
Ainda ndo existem medicamentos antivirais capazes de tratar a infeccdo
por dengue (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2012;
GUBLER, 1998).
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2.1.4 Febre amarela

A febre amarela é uma doenca infecciosa que causa febre aguda e
é imunoprevenivel, ou seja, pode ser prevenida por meio de vacinacéo,
os sintomas de febre amarela sdo manifestacdes de insuficiéncia renal e
hepatica, febre, dores de cabeca, nausea, vomitos e diarreia, nos casos
mais graves podem ocorrer manifestacdes hemorragicas (MINISTERIO
DA SAUDE, 2017).

2.1.5 Zika virus

A infeccdo causada por Zika virus € geralmente assintomatica ou
apresenta sintomas como febre, erupcdo cutanea, dores de cabeca e
dores nas articulacdes e pode provocar varios problemas neurolégicos
graves, debilitantes e até mesmo fatais, como por exemplo perda fetal,
microcefalia, crises convulsivas e problemas oculares. A doenca tem
afetado aproximadamente 4 milhGes de pessoas em todo 0 mundo, sendo
que o Brasil é o pais mais atingido (ANDERSON; THOMAS;
ENDY, 2016; ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2016).

2.1.6 Chikungunya

A palavra Chikungunya é utilizada para representar tanto o virus
como a doenca, 0 virus € o responsavel pela febre Chikungunya em
seres humanos. As dores articulares causadas pela Chikungunya podem
durar de semanas a meses, dores musculares, dor de cabeca, nauseas,
fadiga e erupcédo cutanea sdo outros sintomas (SOLIGNAT et al., 2009;
ORGANIZAQAO MUNDIAL DA SAUDE, 2014).

2.2 CARACTERITICAS DOS MOSQUITOS Aedes

Os mosquitos tém seu corpo segmentado e revestido pelo
exoesqueleto ou cuticula, que é formado principalmente por quitina. O
corpo dos mosquitos adultos é dividido em cabeca, térax e abdome. Na
cabeca estdo os olhos, antenas e palpos, no torax estdo as patas e asas €
no abdome a maior parte dos érgdos internos, aparelho reprodutor,
digestivo e excretor. (CONSOLI; OLIVEIRA, 1994).

As caracteristicas morfologicas dos mosquitos Ae. aegypti e
Ae. albopictus sdo muito parecidas, ambos apresentam corpo de cor
escura com manchas brancas e sao diferenciados pelo dorso do térax; na
espécie aegypti em formato de lira e na espécie albopictus desenho em
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linha reta. A diferenca entre as espécies pode ser visualizada na Figura
3.

Figura 3 — Torax de Aedes aegypti e Aedes albopictus.

Aedes albopictus

Aedes aegypti

Fonte: Adaptado de Sivanathan (2006).
2.2.1 Ciclo de vida

O inseto possui trés fases de vida, sdo elas; o0 ovo, a fase aquatica
(com as etapas de larva e pupa) e a fase adulta. Na Figura 4 esta

representado resumidamente o ciclo de vida dos mosquitos Aedes.

Figura 4 — Ciclo de vida dos mosquitos Aedes.

Fonte: Adaptado de Aradjo (2011).
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2.2.2 Ovos

Os ovos destes mosquitos podem ser elipticos ou ovais,
inicialmente sdo de cor clara e ap6s se tornam mais escuros, Sa0
depositados sobre a superficie da agua ou na parede Umida do recipiente.
Se deixados fora da agua, podem sobreviver por longos periodos; mais
de um ano. (CONSOLI; OLIVEIRA, 1994).

Figura 5 — Ovos de Aedes albopictus depositados em papel filtro.

Fonte: Autor (2017).
2.2.3 Larvas

S&0 aquaticas e em constante movimentacdo, sdo de coloragdo
gue varia do amarelo claro até levemente escuras, o corpo é dividido em
cabeca, térax e abdome e apresentam aproximadamente 222 pares de
cerdas, compreendem quatro estagios de desenvolvimento; L1, L2; L3 e
L4. Mesmo aquaticas respiram sempre 0 oxigénio do ar, necessitando
chegar a superficie da agua e se alimentam de qualquer particula de
matéria organica (CONSOLI; OLIVEIRA, 1994).
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Figura 6 — Larva do mosquito Aedes albopictus.

Fonte: Autor (2017).
2.2.4 Pupas

Nesta fase as pupas estdo em constante movimento e ndo se
alimentam, sdo as larvas do quarto estagio de desenvolvimento (L4) que
se transformam em pupas para posterior metamorfose para mosquito
(CONSOLLI; OLIVEIRA, 1994).

Figura 7 — Pupas do mosquito Aedes albopictus.

Fonte: Autor (2017).
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2.2.5 Mosquito adulto

Os mosquitos adultos se alimentam de carboidratos como glicose,
sacarose, maltose e frutose, além disso, as fémeas necessitam de repasto
sanguineo para maturar os ovos e sdo elas unicamente que picam em
funcéo desta necessidade (CONSOLI; OLIVEIRA, 1994).

2.3 MECANISMOS DE CONTROLE VETORIAL

O controle de vetores pode ser feito através de diferentes
estratégias, como o controle mecénico, que visa encontrar e eliminar
gualquer local ou recipiente que contenha agua parada, o controle
bioldgico que faz uso de microrganismos que afetem as populacGes dos
mosquitos e 0 controle quimico em que inseticidas afetam o
desenvolvimento de larvas e mosquitos adultos.

Atualmente o controle quimico é realizado através de repelentes
sintéticos formulados contendo diferentes compostos quimicos como
organofosforados, carbamatos e piretroides, estes compostos quimicos
sdo prejudiciais tanto para a satde dos seres humanos como para 0 meio
ambiente (NAQQASH et al., 2016).

Segundo a Organizacdo Mundial da Salde (2006) o inseticida
ideal deve ser eficaz, sustentavel, exibir baixa toxicidade para 0s
mamiferos, além de ndo alterar significativamente as caracteristicas da
agua ambiental.

Portanto, é de extrema importancia a pesquisa e desenvolvimento
de novos produtos inofensivos a salde humana e ambientalmente
amigaveis capazes de inibir o crescimento e a proliferagdo das larvas e
mosquitos de Ae. aegypti e Ae. albopictus devido estes serem potenciais
agentes causadores de doengas tropicais.

Os inseticidas naturais derivados de oOleos essenciais se
apresentam como alternativa por serem eficazes e ambientalmente
amigaveis. Entre os 6leos essenciais, o 6leo de cravo é conhecido por
apresentar um amplo espectro de acdo, desde antimicrobiano a larvicida
e repelente (CALOetal., 2015; BAKKALIletal., 2008; DIAS;
MORAES, 2014).

2.3.1 Oleos essenciais
Oleos essenciais s30 misturas bastante complexas, podendo

conter de 20 a 60 componentes e sdo caracterizados por dois ou trés
componentes principais em concentragBes mais elevadas, sdo estes
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componentes principais que determinam as propriedades bioldgicas dos
Oleos essenciais. Os Oleos essenciais apresentam compostos quimicos,
como hidrocarbonetos incluindo monoterpernos, diterpenos e
sesquiterpenos e constituintes alifaticos e aromaticos como aldeidos,
alcoois e fenois. Os monoterpenos sdo as moléculas mais representativas
na composicdo dos 6leos essenciais (aproximadamente 90%) e formam-
se a partir do acoplamento de duas unidades de isopreno (CsHg)
(PAVELA, 2015; RAILEANU et al., 2013; GRAYSON et al., 2000).

Oleos essenciais podem ser obtidos por métodos tradicionais,
como hidrodestilacdo, destilagdo a vapor, destilagdo seca e prensagem
mecanica de plantas a frio e por métodos mais avancados como extracdo
assistida por ultrassom, micro-ondas e fluido supercritico
(REGNAULT- ROGER; VINCENT; ARNASON, 2012; ASSAMI
etal., 2012; GAVAHIAN et al., 2015; DIMA; DIMA, 2015).

Dentre os 6leos essenciais destaca-se o 6leo essencial de Cravo-
da-india (Syzygium aromaticum) nativo das ilhas Maluku no leste da
Indonésia (CORTES-ROJAS; DE SOUZA; OLIVEIRA, 2014), este
6leo ganha destaque por apresentar inimeras propriedades devido sua
estrutura quimica, sendo assim utilizado em uma vasta gama de
aplicacOes.

2.3.2 Oleo de cravo

O oleo de cravo apresenta como composto majoritario o eugenol
(KAMATOU; VERMAAK; VILJOEN, 2012), Fayemiwo et al., (2014)
determinaram a composicdo quimica do dleo de cravo através de
GC/MS, em que, o componente majoritario encontrado foi o eugenol
(80,5 %), seguido de acetato de eugenila (5,01%) e B- cariofileno
(3,14%) entre outros em menores quantidades.

O eugenol (4-allyl-2-methoxyphenol) é conhecido por apresentar
diferentes propriedades como larvicida, repelente, biocida, antioxidante,
antiflngico, anticancer entre outros (FAYEMIWO et al., 2014; NERIO;
OLIVERO-VERBEL; STASHENKO, 2010; BHAT; KEMPRAJ, 2009;
SHAN et al., 2005; XIE et al., 2015; PISANO et al., 2007).

O o6leo de cravo é considerado pela United States Food and Drug
Administration (FDA) como uma substancia segura quando
administrada em niveis que ndo excedam 1500 ppm para todas as
classes de alimentos. Além disso, a Organizacdo Mundial da Salde
estabeleceu a ingestdo diéria aceitavel de 6leo de cravo em 2,5 mg.kg™
de peso corporal para humanos (GULCIN; ELMASTAS; ABOUL-
ENEIN, 2012).
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Na Figura 8 esta representada a estrutura quimica do eugenol, que
apresenta grupos funcionais como éter metilico, fenol e hidrocarbonetos.

Figura 8 — Estrutura quimica do eugenol.

o) CH,
Hae™ =

HO
Fonte: Adaptado de Bakkali et al. (2008).

2.3.3 Mecanismo de acéo dos 6leos essenciais

A relacdo entre o efeito larvicida e a composicdo quimica dos
6leos essenciais é dificil de ser determinada, uma vez que as interacfes
entre 0s compostos podem influenciar diretamente na atividade, bem
como, os resultados dos testes dependem de muitos fatores; condicGes
laboratoriais como temperatura e exposicdo a luz, material bioldgico,
solvente utilizado, entre outros (DIAS; MORAES, 2014; LAHLOU,
2004).

Em testes com larvas de Ae. aegypti Santos et al. (2010)
verificaram que moléculas aromaticas eram mais toxicas do que
moléculas alifaticas, devido a densidade eletrdnica do anel aromético
influenciar positivamente na eficiéncia dos 6leos essenciais. Também,
guanto maior o nimero de ligagdes duplas conjugadas no anel
aromatico, maior sera o potencial larvicida. Ja, um elevado nimero de
grupos hidroxila diminui a atividade larvicida, porque estes grupos
evitam a penetracdo de moléculas através da cuticula, o que impede o
composto de atingir seu alvo (SCOTTI et al., 2014; LOPEZ;
FERNANDEZ-BOLANOS; GIL, 2005).

Os compostos larvicidas podem agir por absorcdo através da
cuticula, sistema respiratério ou por ingestdo através do sistema
gastrointestinal. Com as substancias no interior da larva, estas podem
atingir o local de acdo ou podem causar efeitos sistémicos por difuséo
em diferentes tecidos (CANTRELL et al., 2010; SOUZA et al., 2012).
Segundo Enan (2001) e Isman (2005) o rapido efeito de alguns
larvicidas naturais € indicativo de seu modo de agdo neurotdxico e
neuromuscular.

Os insetos detectam odores, uma vez que este odor é volatil e é
detectado pelo receptor olfatério (localizado nas antenas) e desta forma
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sdo repelidos (MAIA; MOORE, 2011). Os 6leos essenciais podem
causar diferentes efeitos sobre os insetos, incluindo repeléncia, inibi¢éo
de oviposicdo e alimentagdo, distirbios no desenvolvimento e
mortalidade. A propriedade de repelente dos OGleos essenciais esta
associada a presenca de isoprenoides em sua estrutura como
monoterpenos, sesquiterpenos e alcoois (AGUIAR, 2011; REHMAN;
ALI; KHAN, 2014).

2.4 NANOTECNOLOGIA

A nanoencapsulacdo € um importante campo da nanotecnologia,
gue envolve o aprisionamento de agentes bioativos dentro de materiais
de suporte, com uma dimensdo em nanoescala (FATHI; MARTIN;
MCCLEMENTS, 2014). A nanotecnologia pode ser aplicada em
diferentes &reas, como na industria da construgdo civil (HANUS;
HARRIS, 2013), alimentos (SMOLKOVA et al., 2015), farmacos (LEE;
YEO, 2015), 0leos essenciais (XUE; MICHAEL DAVIDSON;
ZHONG, 2015), compostos antimicrobianos (XIE et al., 2014), entre
outros.

2.4.1 Encapsulagéo de 6leos essenciais

Devido a hidrofobicidade e baixa solubilidade em agua do 6leo
de cravo, ocorrem dificuldades de incorporagdo do mesmo em meios
aquosos, o que limita a sua incorporacdo na forma livre. Desta forma, a
técnica de nanoencapsulacdo surge como possibilidade para essa
incorporacdo. Isso porque favorece o armazenamento, aumento da sua
biodisponibilidade, e liberagdo do agente encapsulado ao longo do
tempo, o que possibilita a aplicacdo como agente larvicida em ambientes
aquosos propicios a serem reservatério de larvas, bem como, a aplicacédo
de nanoparticulas poliméricas carregadas com Oleo de cravo para
incorporacdo em diferentes superficies. Com o uso das técnicas de
encapsulacdo, o desempenho de repelentes naturais pode ser melhorado
e 0leos essenciais podem se tornar uma opg¢do mais vidvel para uso em
repelentes amigaveis e ao mesmo tempo duradouros (GARG; SINGH,
2011; ASBAHANI et al., 2015, GOODYER et al., 2010).

2.4.2 Nanoemulsoes

Nanoemulsdes sdo sistemas heterogéneos constituidos de duas
fases imisciveis (dgua e 0leo) e apresentam um didmetro médio de
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goticulas variando de 20 a 200 nanémetros (nm). Devido ao pequeno
tamanho das gotas, a nanoemulsdo pode parecer transparente ou
translicida, estas caracteristicas Unicas levaram a um aumento do uso de
nanoemulsées em diferentes aplicagbes como na &rea quimica,
farmacéutica e cosmética (FERNANDEZ et al., 2004; SOLE et al.,
2006). As gotas nas nanoemulsdes podem existir como éleo em agua
(O/A) ou agua em dleo (A/O), em que o nlcleo da particula é dleo ou
agua, respectivamente.

A utilizagdo de surfactante na formulacdo de nanoemulsdes é
fundamental para a formac&o de goticulas de tamanho pequeno, uma vez
gue diminui a tensdo interfacial, também atua na estabilizacdo da
nanoemulsdo através de interacBes eletrostaticas repulsivas e
impedimento estérico (MASON et al., 2006).

Nanoemulsbes podem ser obtidas através de diferentes métodos,
incluindo métodos de alta e baixa energia. Em métodos de alta energia
sdo empregados dispersores ultrassonicos em que as ondas de choque de
alta energia criam turbuléncia devido a cavitacdo, rompendo as goticulas
(DELMAS et al., 2011).

Na Figura 9 esta representado o preparo de nanoemulsdo por
método de alta energia.

Figura 9 — Esquema de preparo de nanoemulsdo utilizando método de alta
energia.
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Fonte: Adaptado de Gupta et al. (2016).

2.4.3 Nanoparticulas poliméricas

Os polimeros podem ser classificados como naturais e sintéticos,
dentre os sintéticos estd o poliestireno que é um polimero formado a
partir da polimerizacdo do seu mondmero estireno. O poliestireno pode
ser obtido por diferentes processos de polimerizacdo, incluindo o de
polimerizagdo em miniemulsdo; técnica utilizada neste trabalho. O
polimero é amplamente utilizado na fabricacdo de eletronicos, utensilios
domeésticos, embalagens de alimentos, entre outros (BEZERRA, 2015).
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Possui caractreristicas como estabilidade térmica, transparéncia e é um
polimero amorfo, apresenta baixa resisténcia sendo um sélido
quebradico, desta forma, neste trabalho é utilizado juntamente com o
mondmero acrilato de butila que confere propriedades de maleabilidade
e elasticidade ao seu polimero; o poliacrilato de butila.

As nanocdpsulas ou nanocarreadores podem proteger um
componente bioativo em condi¢Bes ambientais desfavoraveis como a
oxidacdo e o pH. Nanocarreadores fornecem uma area superficial maior
e tem potencial para aumentar a solubilidade, melhorar a
biodisponibilidade e melhorar a liberacdo prolongada dos compostos
encapsulados. (FATHI; MOZAFARI; MOHEBBI, 2012). Desta forma,
a escolha dos materiais adequados, bem como o método apropriado é de
extrema importancia, sendo essencial para garantir as propriedades e
aplicacBes pretendidas (CALDERO; GARCIA-CELMA;
SOLANS, 2011).

Os principais fatores que influenciam na liberagdo de substancias
encapsuladas sdo a volatilidade do nucleo, a relacdo entre o material do
ndcleo e da matriz, grau de viscosidade da matriz, difusdo, degradacéo,
uso de solvente, pH, tempetura e pressdo (SILVA et al., 2014).

2.4.4 Polimerizag&o via miniemulsdo

Utiliza-se a palavra miniemulsdo para descrever dispersdes
aquosas de goticulas de 6leo relativamente estaveis, com diametro entre
50 e 500 nm, a polimerizagdo em miniemulsdo envolve o uso de
mondmero, agua, iniciador, surfactante e coestabilizador. Miniemulsdes
podem ser produzidas através de alta energia de cisalhamento, em que a
tensdo de cisalhamento pode ser feita através de um sonicador ou
homogeneizador mecanico; quando uma emulsdo é submetida a esta
tensdo formam-se pequenas goticulas, e consequentemente tem-se uma
miniemuls&o.

O surfactante é necessario para retardar ou evitar a formacéo de
coalescéncia causada pelo movimento Browniano, a coalescéncia ocorre
guando duas ou mais gotas estdo proximas o suficiente para que elas se
choquem formando gotas de tamanho maior. O esquema da coalescéncia
esta representado na Figura 10. Ja, o coestabilizador tem como funcéo
impedir a degradagdo difusional ou Ostwald Ripening que ocorre na
presenca de diferenca de pressdo resultando em um fluxo de massa das
gotas de mondémero menores para as gotas maiores, dando origem a
gotas de didmetro maiores e, estd representado na Figura 11. O
coestabilizador deve ser altamente insolUvel na fase aquosa a fim de ndo
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difundir-se para fora das goticulas e altamente sollvel nas goticulas de
mondmero. (SCHORK et al., 2005; ASUA, 2002).

Figura 10 — Esquema da coalescéncia.
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Fonte: Do autor (2017).

Figura 11 — Esquema da degradag&o difusional.
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Fonte: Do autor (2017).

A miniemulsdo geralmente € preparada em trés etapas: primeiro,
0 agente tensoativo é dissolvido em &gua e o coestabilizador é
dissolvido na fase orgénica. Dependendo da natureza do iniciador, se
organossoltvel ou hidrossolvel, este sera respectivamente adicionado a
fase orgénica ou & aquosa. Na segunda etapa ocorre a formacdo da
emulsdo, a fase organica (mondmero + coestabilizador) é adicionada a
solucdo aquosa contendo o agente tensoativo e o sistema é agitado por
agitacdo magnética. Na terceira etapa a emulséo resultante da segunda
etapa é submetida a uma alta tensdo de cisalhamento por meio de uma
sonda de ultrassom ou de um ultraturrrax, formando a miniemulsdo
(ANTONIETTI; LANDFESTER, 2002). Na Figura 12 esta representado
0 esquema do processo de miniemulséo.
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Figura 12 - Esquema do processo de miniemulsdo.
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Fonte: Adaptado de Antonietti; Landfester (2002).

2.4.4.1 Polimerizacdo em miniemulsdo via radicais livres

A polimerizagdo em miniemulséo pode ocorrer via radicais livres
e é dividida em trés etapas: iniciacdo, propagacdo e terminacdo. Na
etapa de iniciagdo ocorre a decomposi¢do do iniciador em um par de
radicais livres. Um destes radicais livres é adicionado a primeira
molécula de monémero, formando um radical primario. Apos a etapa de
iniciacdo ocorre a etapa de propagacdo em que 0 crescimento das
cadeias poliméricas ocorre devido sucessivas adi¢des de uma nova
molécula de mondmero ao radical. Na etapa de terminacdo a cadeia
polimérica para de crescer e pode ocorrer por combinacéo,
desproporcionameto ou transferéncia de cadeia. Na terminagdo por
combinacdo, ocorre a combinagéo de dois radicais livres formando uma
Gnica molécula de polimero, na terminacdo por desproporcionamento
um &tomo de hidrogénio é transferido de uma cadeia em crescimento
para outra, originando uma ligacéo dupla e formando duas moléculas de
polimero. E na reacdo de terminacdo por transferéncia de cadeia uma
cadeia polimérica em crescimento é desativada e o radical livre é
deslocado para outra espécie presente no meio (BRESOLIN, 2013).
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2.4.5 Impregnacdo de nanoparticulas poliméricas em substrato
téxtil

Devido a proliferacdo dos mosquitos Ae. aegypti e Ae. albopictus
e suas consequéncias, faz-se necessario a utilizacdo de diferentes meios
de barreira como forma de protecdo individual ou coletiva, como por
exemplo a incorporacdo de agentes repelentes de insetos em téxteis.
Dentre os téxteis, a fibra de algoddo se destaca, sua produ¢do mundial
anual é estimada em 50 % da producdo mundial total de fibras e, a
China, América e India sdo os principais produtores (SAMPAIO;
BISHOP; SHEN, 2005).

De acordo com Katz et al. (2008) os repelentes devem ser
eficazes, seguros, atoxicos, ndo devem danificar a pele ou roupas e
devem apresentar um tempo de duracdo adequado.

Com o objetivo de se obter um substrato téxtil com atividade
repelente, 0 uso de produtos naturais, baseados em plantas tem ganhado
bastante atencdo, uma vez que sdo ambientalmente amigaveis e nédo
oferecem riscos & salde. Porém, uma desvantagem da utilizacdo de
repelentes a base de plantas como 6leos essenciais é a sua rapida
volatilizacdo, sendo assim efetivos por curtos periodos. A técnica de
encapsulacdo supera esta limitacdo e agentes repelentes encapsulados e
aplicados em substrato téxtil permitem sua atividade repelente por
periodos maiores (SAMPAIO et al.,, 2005; SHAHID-UL-ISLAM;
SHAHID; MOHAMMAD, 2013).

Rodrigues et al. (2008) realizaram a impregnacdo de
microcapsulas contendo limoneno em substrato téxtil, o equipamento
utilizado na impregnagdo foi do tipo Foulard. Specos et al. (2010)
impregnaram téxteis de algoddo com microcapsulas carregadas com
6leo essencial de citronela e avaliaram a repeléncia de mosquitos da
espécie Ae. aegypti. Pinho (2011) avaliou a eficacia de microcapsulas de
permetrina, DEET (N,N"-Diethyl-3-methylbenzamide) e citronela contra
a picada de mosquitos Anopheles stephensi Liston, 1901, apds serem
aplicadas em tecidos de algoddo. Na literatura ndo sdo encontrados
trabalhos sobre a encapsulacdo e impregnagdo de nanoparticulas
poliméricas contendo 6leo de cravo.
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CAPITULO 111

3 AVALIACAO DA ATIVIDADE LARVICIDA DO OLEO DE
CRAVO (Syzygium aromaticum) AUTOEMULSIFICADO E PELA
TECNICA DE MINIEMULSIFICACAO EM Aedes albopictus

3.1 INTRODUCAO

Neste capitulo sdo apresentados a metodologia de preparo da
nanoemulsdo carregada com Oleo de cravo pela técnica de
miniemulsificacdo e sua avaliagdo como agente larvicida. A
nanoemulsdo obtida por Meneses (2016) utilizou o método de alta
energia e apresentou estabilidade coloidal elevada ap6s 60 dias.
Também sdo apresentadas as metodologias utilizadas na criacdo dos
mosquitos Ae. albopictus e nos ensaios larvicida, determinacdo das
concentracdes letais capazes de matar 50 e 90 % das larvas do mosquito
teste quando expostas a diferentes concentracdes de dleo de cravo
autoemulsificado e encapsulado, bem como os resultados obtidos. No
teste de eficiéncia da atividade larvicida ao longo do tempo utilizou-se
duas vezes o valor CLgg do 6leo de cravo autoemulsificado uma vez que
0 objetivo era observar 100 % de mortalidade no primeiro dia de teste e
verificar por quanto tempo o 6leo autoemulsificado e encapsulado
apresentavam atividade larvicida. Uma observacdo importante é que o
6leo de cravo ndo pode ser utilizado na sua forma livre devido sua
hidrofobicidade, precisa estar disperso no meio para poder ser avaliado
em sistemas aquosos como neste trabalho. Neste trabalho serdo
utilizados somente mosquitos da espécie Ae. albopictus por ndo
oferecerem riscos, devido estes ndo serem agentes causadores de
doencas tropicais no continente Americano.

3.2 MATERIAIS E METODOS
3.2.1 Reagentes

Oleo essencial da folha de cravo foi obtido de Ferquima IndUstria
e Comércio de Oleos essenciais, Brasil. Pluronic® F-127 foi adquirido
de Sigma-Aldrich, Brasil e Crodamol™ GTCC foi obtido da Alpha
Quimica, Brasil. Dimetilsulféxido (DMSO), obtido de NEON, Brasil,
Tween 80. Agua destilada foi usada em todos os experimentos.
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3.2.2 Preparo da nanoemulsdo carregada com 6leo de cravo pela
técnica de miniemulsificacéo

A metodologia de preparo da nanoemulsdo foi descrita por
Meneses (2016), em que a fase organica da nanoemulsdo foi preparada
com 20 mg (0,42 % em relagdo a massa total de reagentes) de
Crodamol™ GTCC (coestabilizador, lipidio liquido que consiste em
uma mistura de &cido caprico e caprilico). (SEVERINO et al., 2011) e 7
mg. mL™ de 6leo de cravo (0,70 % em relacdo a massa total) e uma
solucdo aquosa composta de 20 mg de Pluronic® F-127 (surfactante
ndo-idnico, sendo 0,37 % em relacdo a massa total) e 6 mL de agua
destilada. A temperatura ambiente, as fases organica e aquosa foram
agitadas durante 30 minutos a 600 rpm, formando uma emulsdo, ap6s,
seguido de sonicacdo em dispersor ultrassdnico de alta energia durante 1
minuto (sonicacdo de 30 segundos e pausa de 10 segundos) a 50 % de
amplitude. Por fim, a nanoemulsdo foi arrefecida em banho de gelo para
dissipar o calor gerado durante a sonicagao.

3.2.2.1 Nanoemulsdo branco

Uma nanoemulséo branco foi utilizada como controle negativo no
teste larvicida para determinar as concentracOes letais CLsy € Clgy da
nanoemulsdo carregada com o6leo de cravo, a fim de comprovar que a
mortalidade das larvas ocorre devido & atividade larvicida do 6leo de
cravo, e ndo pelos reagentes utilizados na formula¢do da nanoemulséo.
O preparo da nanoemulsdo branco seguiu a mesma metodologia
utilizada no item 3.2.2 porém, sem a presenca de 6leo de cravo.

3.2.2.2 Nanoemulsdo com 6leo de cravo e corante fluorescente

Com o objetivo de comprovar que o dleo de cravo esta
aprisionado nas nanogotas da nanoemulsdo, preparou-se uma
nanoemulsdo como descrita no item 3.2.2 juntamente com a adigdo de
corante Coumarin 6 (corante hidrofébico de cor verde) na fase organica.
A nanoemulsdo preparada foi analisada em microscopio &ptico
(Olympus BX41) com sistema de epifluorescéncia e filtro verde, com
lente objetiva e magnificacdo de 400x. A analise foi realizada no
Laboratério Multiusuério de Estudos em Biologia (LAMEB) no Centro
de Ciéncias Bioldgicas (CCB) da Universidade Federal de Santa
Catarina.
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3.2.3 Medidas de tamanho de gota

O tamanho médio da intensidade das gotas (Dp) e o indice de
polidispersdo (PDI) foram determinados por Espalhamento Dinamico
de Luz (DLS) wusando um equipamento Zetasizer Nano S
(Malvern Instruments, Worcester, Reino Unido). As amostras foram
dispersas a 633 nm com um angulo de 173°.

3.2.4 Disperséo padréo de 6leo de cravo

Uma dispersdo de 6leo de cravo de 20 mg.mL™ foi utilizada no
ensaio larvicida. A metodologia utilizada com algumas modificagdes foi
descrita por Santos et al. (2011) e utiliza 2,0 % de 6leo de cravo, 30 %
de DMSO, e 0,7 % de Tween 80; todos em relacdo a massa total.
Devido a hidrofobicidade do 6leo de cravo, este precisa ser disperso em
DMSO e Tween 80, para evitar a formacdo de uma pelicula de 6leo
sobre a agua, 0 que, consequentemente asfixiaria as larvas e interferiria
nos resultados dos ensaios larvicida.

3.2.4.1 Dispersdo branco

Para comprovar que a mortalidade das larvas no ensaio larvicida
ocorre devido a atividade larvicida do 6leo de cravo, e ndo pelos
reagentes utilizados no preparo da dispersdo contendo o 6leo, uma
dispersdo branco foi utilizada como controle negativo. Esta dispersao
segue a mesma metodologia utilizada no item 3.2.4 porém, sem a
presenca de 6leo de cravo.

3.2.5 Criagdo de Aedes albopictus

Para a realizagdo deste trabalho, foram utilizados mosquitos da
espécie Ae. albopictus os quais apresentam morfologia e habitos
semelhantes aos do mosquito Ae. aegypti, o qual ndo pode ser utilizado
nos experimentos, por questdes de seguranga, uma vez que este vetor é o
principal agente causador de doengas como dengue, febre amarela,
Chikungunya e Zika virus.

Desta forma, neste trabalho serdo utilizados apenas mosquitos da
espécie Ae. albopictus, que ndo oferecem riscos, pois, no continente
Americano ndo sdo agentes causadores de doencas tropicais.
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3.2.5.1 Armadilha para deposicdo de ovos

Para iniciar a criacdo de mosquitos da espécie Ae. albopictus,
armadilhas foram colocadas em campo, na cidade de Floriandpolis —
SC. As armadilhas foram feitas com recipientes de plastico de cor
escura, e nos recipientes eram colocados palitos de madeira ou papel
filtro com aproximadamente 10 cm de altura de &gua. As armadilhas
eram monitoradas até a deposicdo ou aparecimento de ovos. Apés a
deposicdo dos ovos, os palitos ou papeis filtro eram colocados em novos
recipientes de pléstico e armazenados no Laboratdrio de Transmissores
de Hematozodrios (LTH) da Universidade Federal de Santa Catarina, no
Departamento de Microbiologia Imunologia e Parasitologia (MIP) até
eclosdo, quando eclodidos e transformados em larvas, estas eram
identificadas em microscopio.

Figura 13 — (a) Armadilha para deposicdo de ovos e (b) ovos de Aedes
albopictus em microscépio.

3.2.5.2 Coleta e identificacdo de mosquitos

Mosquitos da espécie de interesse foram coletados em campo
com o auxilio de um sugador, onde, 0 mosquito pousa sobre a presa e €
aspirado e armazenado em um recipiente fechado. Ap6s, os mosquitos
coletados sdo identificados em microscopio. Se 0 mosquito coletado for
da espécie Ae. albopictus (apresenta uma listra branca no térax) este é
colocado em uma gaiola prépria para criacdo de mosquitos.
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Na Figura 14 podem ser visualizados o aparato para coleta de
mosquitos, 0 mosquito Ae. albopictus em microscopio e a gaiola de
criagéo.

Figura 14 — (a) Aparato para coleta de mosquitos. (b) Mosquito Aedes
albopictus identificado em microscépio. (c) Gaiola para criacao.

Fonte: Autor (2017).
3.2.5.3 Complementag&o da criacéo

Para a complementacdo da criagdo, ovos de Ae. albopictus foram
gentilmente fornecidos pelo Nucleo Operacional Sentinela de Mosquitos
Vetores — NOSMOVE, DIRAC - I0C - VPAAPS, Fundagdo Oswaldo
Cruz, Rio de Janeiro, Brasil, e mantidos em laboratdrio no insetario da
UFSC. As condigdes do insetario e cuidados com a criagdo foram
seguidos de acordo com Consoli e Oliveira (1994). A criacdo foi
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mantida a uma temperatura de 24 +2°C e 60 = 10 % de umidade
relativa sob um ciclo de 12 horas de luz e 12 horas de escuro.

Os ovos fornecidos estavam fixados em tiras de papel, estes
papéis foram colocados em recipientes de plastico com agua destilada
(Figura 15) e o desenvolvimento dos ovos foi acompanhado até o
nascimento das larvas. Apo6s a eclosdo dos ovos, as larvas foram
alimentadas com racdo de peixe (Alcon basic®) para crescerem e se
desenvolverem normalmente. Depois de as larvas se transformarem em
mosquitos, estes eram alimentados com uma solugdo de acucar a 10 % e
repasto sanguineo uma vez por semana, pois, 0S mosquitos fémea
necessitam de sangue para colocar e maturar novos ovos.

Figura 15 — (a) Ovos fornecidos pela Fiocruz e (b) criagéo de larvas.

Fonte: Autor (2017).
3.2.6 Ensaio larvicida

O ensaio larvicida foi realizado de acordo com a metodologia
descrita pela OMS (2005) com algumas modificagcfes. Todos 0s
experimentos foram realizados em ftriplicata contendo 20 larvas do
mosquito Ae. albopictus no terceiro (L3) e inicio do quarto estagios (L4)
de desenvolvimento em cada amostra. Béqueres de vidro de 50 mL
foram utilizados a fim de facilitar a visualizacdo das larvas. Os béqueres
contendo as larvas e a amostra a ser testada foram mantidos em uma
caixa de plastico a uma temperatura de 24 + 2 °C, sob um ciclo de 12
horas de luz e 12 horas de escuro por 48 horas, sendo que em 24 e 48
horas de exposicdo os niveis de mortalidade das larvas eram verificados.
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Utilizou-se o tempo de teste maximo de 48 horas, uma vez que
em exposicdes mais longas, as larvas poderiam estar apresentando
mortalidade por razdes diversas, sendo necessario realimenta-las.

De acordo com a OMS (2005) larvas mortas, sdo aquelas que ndo
conseguem emergir até a superficie nem apresentam movimentos ou
reacdo quando estimuladas.

Se mais de 10 % das larvas utilizadas em cada amostra do
controle virarem pupa durante o experimento, o teste deve ser repetido.
E se a mortalidade de larvas no controle for entre 5 e 20 % a
mortalidade dos grupos tratados deve ser corrigida, utilizando-se a
Formula de Abbott, descrita abaixo.

Mortalidade (%) = == 100 (1)

Onde, X é o percentual de sobrevivéncia no controle ndo tratado e Y é 0
percentual de sobrevivéncia na amostra tratada.

3.2.6.1 Determinacédo da CLsg e CLg do 6leo de cravo autoemulsificado

Um ensaio larvicida foi realizado para determinar as
concentracdes letais (CLsy € Clgg) do 6leo de cravo autoemulsificado,
em que a dispersdo de 6leo de cravo de 20 mg.mL™ (descrita no item
3.2.4) foi utilizada. Diferentes concentracdes a partir da disperséo
padrdo foram preparadas, de 10 a 200 ppm para um volume final de 20
mL. Em um tubo de plastico do tipo falcon de 50 mL; 20 larvas foram
adicionadas, o volume de dispersdo padrdo correspondente para cada
concentracdo foi adicionado e completou-se até o volume final de 20
mL com agua destilada. Apds, transferiu-se para um béquer de vidro de
50 mL.

Controles negativos também com 20 larvas em cada amostra
foram preparados, um controle continha somente agua destilada e um
controle com a dispersdo branco (descrita no item 3.2.4.1), na maior
concentracdo testada (200 ppm). Apoés, 24 e 48 horas de exposicao da
dispersdo padréo e dos controles a mortalidade das larvas foi avaliada.

3.2.6.2 Determinacéo da CLsg e CLgo da nanoemulsdo de 6leo de cravo
Uma nanoemulsdo de 7 mg.mL™ de 6leo de cravo foi preparada

através da técnica de miniemulsificacdo (procedimento descrito no item
3.2.2) e diluigbes da nanoemulsdo foram realizadas. Dois controles
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negativos foram avaliados em triplicata contendo 20 larvas em cada
amostra, um controle de somente agua destilada e outro controle com a
nanoemulsdo branco (descrita no item 3.2.2.1). Ao término de 24 e 48
horas de exposicdo, a mortalidade das larvas foi avaliada.

3.2.7 Eficiéncia da atividade larvicida ao longo do tempo

Este teste pode ser considerado inédito, uma vez que ndo ha
relatos na literatura. O objetivo deste teste foi determinar por quanto
tempo a nanoemulsdo carregada com 6leo de cravo e a disperséo de dleo
de cravo autoemulsificado apresentam atividade larvicida. O ensaio foi
realizado utilizando-se em cada sistema duas vezes o valor da CLg, do
6leo de cravo, previamente determinado no ensaio larvicida. Este valor
foi utilizado, uma vez que, deseja-se verificar 100 % de mortalidade no
inicio do teste.

Os experimentos foram realizados em triplicata com 10 larvas do
mosquito  Ae. albopictus no terceiro e quarto estagios de
desenvolvimento em cada amostra. Apds 24 horas de exposi¢do, 0s
niveis de mortalidade das larvas foram registrados e a concentracdo de
6leo de cravo residual dos dois sistemas foi determinada por
espectrofotdbmetro UV-vis, retirando-se uma aliquota de 100 pL das
dispersBes remanescentes, as dispersdes teste contendo as larvas foram
filtradas em um tecido do tipo voil e a dispersdo restante foi transferida
para um novo béquer de vidro.

Dez novas larvas do mosquito foram adicionadas as dispersdes
remanescentes e, dia a dia, apds 24 horas de exposicao, as dispersdes
contendo as larvas eram filtradas e transferidas para um novo béquer e a
concentracdo de 6leo de cravo residual analisada.

Também, foram utilizados trés controles negativos em triplicata
com 10 larvas em cada amostra: um controle era a nanoemulsdo branco,
outro era a dispersdo branco, descritos anteriormente, e um controle com
somente agua destilada. Apds 24 horas de exposicdo das larvas aos
controles negativos, estas eram filtradas e, 10 novas larvas eram
adicionadas as dispersfes remanescentes.

Outro ensaio, contendo a nanoemulsdo carregada com 6leo de
cravo e uma dispersao de 6leo de cravo nas mesmas concentracdes (duas
vezes 0 valor da CLg do 6leo de cravo, previamente determinado) foi
realizado sem a presenca de larvas do mosquito Ae. albopictus e a cada
24 horas a nanoemulsdo e a dispersdo eram filtradas e transferidas para
novos béqueres de vidro, aliquotas de 100 pL eram retiradas da
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nanoemulséo e da dispersdo de dleo de cravo remanescentes. Apos, a
concentracdo de 6leo de cravo residual era determinada em UV-vis.

A eficiéncia da nanoemulsdo e da dispersdo de 6leo de cravo
autoemulsificado foram acompanhadas até que nenhuma amostra
apresentasse mortalidade de larvas. Para o céalculo da eficiéncia,
utilizou-se a Equagéo 2 descrita abaixo.

Eficiéncia (%) = Larvas mortas » 100 )]

Larvas totais

3.2.8 Analise de espectrofotometria de UV-vis

Aliquotas de 100 pL retiradas da nanoemulsdo contendo 6leo de
cravo e da dispersdo de 6leo de cravo autoemulsificado na presenca e
sem a presenga de larvas do mosquito, utilizadas nos ensaios de
eficiéncia da atividade larvicida foram diluidas em etanol e analisadas
em um espectrofotbmetro UV-vis, na faixa de 350 a 190 nm. A
concentracdo do dleo de cravo residual liberado pelas goticulas de
nanoemulsdo e a concentracdo residual de O6leo de cravo
autoemulsificado da dispersdo padrdo foram determinadas medindo-se a
absorbancia do pico caracteristico do eugenol (280 nm) e relacionando-
as a concentracdo através de uma curva de calibragcdo. Este
procedimento foi repetido todo dia apds 24 horas de exposicédo, até que a
mortalidade das larvas néo tenha sido observada.

A concentracdo de 6leo de cravo residual foi calculada usando
uma curva de calibracdo de acordo com a Equagéo 3.

Abs = (16,458 x Cco) + 0,0621 ©)

Onde, Abs ¢é a absorbancia e C,, € a concentragdo de Oleo de cravo
em mg.mL™. Com um coeficiente de correlacio de R? = 0,99.

3.2.9 Andlise estatistica

Testes de normalidade, homogeneidade de variancia e os valores
de CLsg e CLgg foram calculados utilizando o software BioStat Pro 5.9.8
(Analyst Soft Inc.). A analise de Probit foi realizada através de dados de
mortalidade das larvas, coletados apds 24 e 48 horas de exposicdo a
diferentes concentracbes de solugBes de teste para estabelecer a
concentracao letal 50 e 90%.
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Os desvios padrdo ou intervalos de confianca dos valores de
concentracdes letais obtidos devem ser inferiores a 25 % ou p < 0,05.
Também foram realizadas andlises de variancia ANOVA, seguidas de
teste Tukey num intervalo de confianca de 95% utilizando o software
Statistica.

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1 Visualizagdo das nanogotas de 6leo de cravo com corante
fluorescente

Na Figura 16 podem ser visualizadas as nanogotas de 6leo de
cravo da nanoemulsdo, utilizando microscopio optico e magnificacdo de
400x. As duas figuras sdo da mesma amostra de nanoemulsdo, porém,
de regides diferentes. A figura (a) foi tirada em fundo escuro e a figura
(b) em fundo verde.

Figuras 16 — Nanogotas carregadas com 6leo de cravo. (a) Nanoemulsdo em
fundo escuro e (b) nanoemulséo em fundo verde.

Fonte: Autor (2017).

A partir das imagens obtidas verifica-se a formacéo de nanogotas
contendo 6leo de cravo no sistema de nanoemulsao.
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3.3.2 Concentracdes letais do 6leo de cravo

Para determinar a CLsy e CLgy do 6leo de cravo, as larvas de
mosquito foram expostas a concentragfes de 10, 20, 30, 50, 80, 90, 100,
150 e 200 ppm da dispersdo de dleo de cravo autoemulsificado, e o
controle negativo foi testado na maior concentragcdo, 200 ppm. Esta
faixa de concentragdes foi testada, uma vez que, deve-se utilizar uma
concentracdo em que nenhuma mortalidade seja observada (10 ppm) e
uma concentragdo que todas as larvas apresentem mortalidade (200
ppm).

Na Figura 17 sdo apresentadas as mortalidades das larvas de
mosquito observadas nos tempos de 24 e 48 horas de exposicdo em
funcdo das concentragdes testadas.

Figura 17 — Mortalidade das larvas de Aedes albopictus nos tempos de 24 e
48 horas de exposicdo em funcdo das concentragdes testadas de 6leo de cravo
autoemulsificado.
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De acordo com os resultados obtidos, em 24 horas, a mortalidade
inicia na concentracdo de 50 ppm com uma mortalidade de 33,3% * 4,6
e somente numa concentracdo de 150 ppm a mortalidade total €
observada. Ja, em 48 horas, 0 a mortalidade iniciou em 30 ppm (5% =+
1,7) e a mortalidade total foi a mesma observada em 24 horas. No
controle negativo, nenhuma morte foi observada, o que indica que o
agente larvicida é o 6leo de cravo.
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3.3.2.1 Analise estatistica

A partir dos resultados obtidos, testes de normalidade,
homogeneidade de variancia e analise de variancia ANOVA foram
realizados. De acordo com o teste de normalidade por Kolgomorov-
Smirnov (p>0,05), os dados apresentam distribuicdo normal. E, de
acordo com o teste de homogeneidade de variancia (teste F), apresentou
p>0,05 indicando que a homogeneidade de variancia é igual. A fim de
se verificarem os efeitos do aumento da concentracdo e do tempo na
mortalidade das larvas, um teste de variancia ANOVA seguido de teste
Tukey foi realizado.

Tabela 1 — Andlise estatistica da mortalidade das larvas de Aedes albopictus em
funcdo da concentragdo de 6leo de cravo autoemulsificado.

Concentracdo Mortalidade média Mortalidade média
(ppm) 24 h 48 h
0* 0+0,0cA 0+£0,0cA
10 0+0,0cA 0+0,0cA
20 0+£0,0cA 0+£0,0cA
30 0+0,0cA 1+17cA
50 7+ 4,6 bA 86,1 bA
80 16 + 0,6 aA 19+0,0 aA
90 18+ 0,6 aA 19+ 0,00 aA
100 19+1,1aA 20+ 0,6 aA
150 20+ 0,0 aA 20+ 0,0 aA
200 20+£0,0 aA 20+0,0aA

* Mortalidade no controle negativo.
Médias com letras minusculas iguais na coluna, ndo diferem entre si

estatisticamente (p>0,05) pelo teste Tukey.
Médias com letras mailsculas iguais na linha, ndo diferem entre si

estatisticamente (p>0,05) pelo teste Tukey.

Segundo o teste Tukey, concentracGes inferiores a 50 ppm néo
tém efeito sobre a mortalidade das larvas. E concentra¢fes acima de 80
ppm, ndo tem diferenca estatistica (p>0,05) entre si, ou seja, a partir de
80 ppm o0 aumento da concentracdo de 6leo de cravo ndo aumenta a
mortalidade.
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Também, o tempo de exposicdo de 48 horas ndo apresenta
diferenca significativa. Desta forma, as concentra¢des limites do 6leo de
cravo para a mortalidade das larvas do mosquito Aedes albopictus foram
50 e 80 ppm em 24 horas de exposicao.

De acordo com o teste Tukey pode ser observado na Figura 18 o
comportamento sigmoidal da mortalidade das larvas em funcdo do
tempo e da concentragdo de Oleo de cravo. Este comportamento é
normalmente observado em analises bioldgicas.

3.3.2.2 Analise Probit

Figura 18 — Comportamento sigmoidal da atividade larvicida do 6leo de cravo.
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A partir dos resultados obtidos de mortalidade das larvas em
fungdo da concentracdo, as concentragdes letais CLsg € CLgg do 6leo de
cravo autoemulsificado foram determinadas através de uma anélise
Probit (analise de sobrevivéncia que fornece respostas do tipo sim ou
ndo).

De acordo com a analise, em 24 horas de exposicdo a CLsg do
6leo de cravo autoemulsificado em Ae. albopictus foi de 60,0 £ 3,5 ppm
e a ClLg foi de 88,5+ 6,1 ppm. E, para um tempo de exposicdo de 48
horas, a CLs, foi de 53,7 + 3,1 ppm e a CLgy, foi de 75,4 £ 5,4 ppm.

Bhat e Kempraj (2009) utilizando folhas de déleo de cravo
(Syzygium aromaticum) e larvas do mosquito Ae. albopictus no quarto
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estagio de desenvolvimento, encontraram valores de Cls, de
5,30 mg.mL"* (5.300 ppm) e CLgs de 7,03 mg.mL™ (7.030 ppm).

Barbosa e colaboradores (2012) utilizando larvas de Aedes
aegypti no terceiro estagio de desenvolvimento encontraram LCs, de
62,3 ppm para 0 6leo de cravo (Syzygium aromaticum). Nascimento
(2012) obteve LCg de 63,4 ppm utilizando botdes florais do dleo de
cravo (Syzygium aromaticum) em larvas de Ae. aegypti no terceiro
estagio. Fayemiwo et al. (2014), utilizaram 06leo de cravo (Syzygium
aromaticum) em larvas de Ae. aegypti e Culex quinquefasciatus e
obtiveram valores de CLs092,5 ppm e ClLgs 137,8 ppm para Aedes
aegypti, ja para Culex quinquefasciatus os valores foram de CLgg 124,5
ppm e CLgs173,8 ppm.

3.3.3 Concentracoes letais da nanoemulsdo carregada com 6leo de
cravo

Para determinar as concentracbes letais da nanoemulsdo
carregada com 6leo de cravo, a partir de uma nanoemulséo de 7 mg.mL’
! diluicbes foram preparadas até as concentracdes finais de 20, 30, 40,
50, 70, 90, 150 e 200 ppm. Um controle negativo testado na
concentracdo maxima usada, de 200 ppm também foi avaliado. A
nanoemulsdo utilizada apresentou um diametro de particula (Dp) de
146,5 £ 0,5 nm e indice de polidispersédo (PDI) de 0,2 £ 0,01.

Na Figura 19 sdo apresentadas as mortalidades observadas nos
tempos de 24 e 48 horas de exposicdo em funcdo das diferentes
concentracdes testadas.

Figura 19 — Mortalidade das larvas de Aedes albopictus nos tempos de 24 e 48
horas de exposi¢do em fungdo das concentrages de 6leo de cravo testadas em
sistema de nanoemulséo.
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Na Figura 19 pode-se observar que as mortalidades das larvas em
funcdo das concentracdes de nanoemulsdo carregada com 6leo de cravo
iniciam em 50 ppm para ambos os tempos de 24 horas (3 + 1,0 %) e
48 horas (8 £ 1,0 %). E, também a mortalidade maxima é observada em
200 ppm. Nenhuma morte foi observada no controle negativo.

3.3.3.1 Analise estatistica

A partir dos resultados obtidos para a nanoemulsdo, o teste de
normalidade por Kolgomorov-Smirnov (p>0,05), indicou que os dados
apresentam distribuicdo normal. E, de acordo com o teste de
homogeneidade de variancia (teste F), com p>0,05 indicou que a
homogeneidade de variancia é igual.

Para verificar os efeitos do aumento da concentracdo e do tempo
na mortalidade das larvas, para a nanoemulsdo carregada com dleo de
cravo, um teste de variancia ANOVA seguido de teste Tukey foi
realizado.

Tabela 2 — Andlise estatistica da mortalidade das larvas de Aedes albopictus em
funcdo da concentragdo de 6leo de cravo na nanoemulséo.

Concentracao (ppm) Mortalidade média  Mortalidade média
24 h 48 h
0* 0+0,0dA 0+0,0dA
20 0+0,0dA 0+£0,0dA
30 0+£0,0dA 0+0,0dA
40 0+0,0dA 0+£0,0dA
50 1+1,0cdA 2+1,0dA
70 3+2,0cB 7+20cA
90 7+2,0bB 10 £ 3,0 bA
150 18+2,0aA 18+ 3,0aA
200 20+ 0,0 aA 20+ 0,0 aA

* Mortalidade no controle negativo.

Mortalidades médias em fungdo da concentragdo da nanoemulsdo com 6leo de
cravo, com letras mindsculas iguais na coluna, ndo diferem entre si
estatisticamente (p>0,05) pelo teste Tukey em um mesmo tempo.

Mortalidades médias com letras maitsculas iguais na linha, ndo diferem entre si
estatisticamente (p>0,05) pelo teste Tukey para mesma concentragdo em tempos
diferentes.
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Através da analise de variancia seguida de teste Tukey, pode-se
concluir que em concentragdes inferiores a 50 ppm tanto para os tempos
de 24 e 48 horas de exposicdo, a mortalidade ndo é alterada de forma
significativa. Porém, com o aumento das concentracfes de 70 para 150
ppm, um aumento significativo na mortalidade é observado.

Em relagdio ao aumento do tempo de exposicdo, nas
concentragcBes de 70 e 90 ppm a mortalidade apresenta alteracfes
significativas. Assim, as concentraces limites da nanoemulsdo
carregada com Oleo de cravo para a mortalidade das larvas de Aedes
albopictus sdo 70 e 150 ppm.

3.3.3.2 Analise Probit

A partir da anélise Probit das mortalidades obtidas em fungdo da
concentracdo da nanoemulsdo carregada com Oleo de cravo, as
concentracOes letais CLsy € ClLgy do sistema nanoemulsionado em
24 horas de exposicdo foram de 99,6 = 4,2 ppm e 152,1 + 10,4 ppm
respectivamente, e para 48 horas de exposicao foram de 87,3 £ 3,8 ppm
e 139,5 + 10,0 ppm respectivamente.

Rodrigues et al. (2014) avaliaram a atividade larvicida do 6leo de
copaiba em sistema de nanoemulsdo com larvas do mosquito
Ae. aegypti. Na concentracdo de 250 ppm obtiveram mortalidades de
73,3 € 93,3 % em 24 e 48 horas de exposi¢do. Os autores relataram que
a LCsp do sistema ndo pode ser estimada devido a menor concentracdo
testada (200 ppm) apresentar mortalidade de 70 e 90 % em 24 e 48 horas
de teste.

Duarte et al. (2015) avaliaram a atividade larvicida da
nanoemulsdo contendo 6leo essencial de alecrim em Ae. aegypti, a
nanoemulsdo apresentou mortalidade de 80 % em 24 horas e 90 % em
48 horas de exposi¢do a uma concentragéo de 250 ppm.

Na literatura ndo sdo encontrados relatos da avaliacdo larvicida
do 6leo de cravo ou seu composto majoritario; o eugenol em sistemas de
encapsulacéo.

3.3.4 Comparacdo das mortalidades obtidas com o 6leo cravo
autoemulsificado e em nanoemulséo

Para fins de comparagdo entre os valores de mortalidade obtidos
no 6leo autoemulsificado e no sistema de nanoemulsdo, uma anélise de
varidncia seguida de teste Tukey foi realizada utilizando-se as
concentragcbes em comum nos dois sistemas, somente no tempo de
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exposicdo de 24 horas, uma vez que, no tempo de 48 horas, diferencas
estatisticas significativas ndo foram observadas.

Tabela 3 — Andlise estatistica comparando as mortalidades das larvas de
Aedes albopictus com 6éleo de cravo autoemulsificado e em nanoemulsdo, em
funcdo da concentragdo no tempo de 24 horas.

Concentracao Mortalidade média Mortalidade média
(ppm) OC autoemulsificado OC nanoemulséo

0* 0+00a 0+00a

20 0+00a 0+00a

30 0+00a 0+00a

50 7+t46a 2+10b

90 18+0,6a 8+20b

150 20+0,0a 19+20a

200 20+0,0a 21+0,0a

* Mortalidade no controle negativo.

Mortalidades médias em funcdo de diferentes concentracbes em um mesmo
tempo, com letras mindsculas iguais na coluna e na linha, ndo diferem entre si
estatisticamente (p>0,05) pelo teste Tukey.

Comparando a mortalidade das larvas obtidas com o 6leo de
cravo autoemulsificado e em nanoemulsdo, verifica-se que somente as
concentracbes de 50 e 90 ppm apresentam diferenca estatistica
significativa entre os sistemas avaliados. No sistema de nanoemulséo as
concentracBes de 50 e 90 ppm ndo tiveram diferenca significativa,
porém, acima de 90 ppm maiores mortalidades sdo observadas.

Nas concentragdes de 50 e 90 ppm as mortalidades observadas na
nanoemulsdo foram inferiores as observadas no 6leo autoemulsificado,
isto porque, no sistema de nanoemulsdo o dleo esta aprisionado nas
gotas, juntamente com o surfactante e o coestabilizador e sua liberagéo
ndao acontece de forma imediata, ja, no 6leo autoemulsificado a
concentracdo inicial de 6leo de cravo na fase aquosa é maior do que no
sistema de nanoemulsdo. Isto ocorre porque a estabilidade cinética e
termodindmica da dispersdo é menor, e isto resulta em uma maior
concentracdo do 6leo de cravo na fase aquosa e por consequéncia um
valor de CL menor.
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3.3.4.1 Comparacdo das concentragcbes letais do o6leo cravo
autoemulsificado e em sistema de nanoemulsdo

Apos, os valores das concentrac@es letais CLsy € Clgp tanto do
6leo de cravo autoemulsificado, como do 6leo em nanoemulsdo serem
calculadas através da analise Probit, uma analise de variancia seguida de
teste Tukey foi realizada, com o objetivo de avaliar e comparar 0s
efeitos da mortalidade das larvas em funcgdo da concentracdo de 6leo de
cravo nos dois sistemas.

Tabela 4 — Andlise estatistica comparando as concentragGes letais em funcéo
das mortalidades do 6leo de cravo autoemulsificado e em nanoemulsdo, nos
tempos de 24 e 48 horas em larvas de Aedes albopictus.

24 horas 48 horas
CL cLocC cLoC cLocC cLocC
(ppm)  Autoemulsificado Nanoemulsdo Autoemulsificado ~ Nanoemulséo
50* 60,0+3,5 bB 99,6+4,2 aB 53,7+3,1 bA 87,3+3,8 aB

90** 88,5+6,1 bA 152,1+10,4 aA 75,4%5,4 bA 139,5+10,0 aA

*CLsp = Concentragdo letal (ppm) que mata 50 % das larvas expostas.

** CLgo = Concentracdo letal (ppm) que mata 90 % das larvas expostas.

Letras mindsculas comparam na linha os diferentes sistemas (6leo de cravo
autoemulsificado e nanoemulsdo carregada com 6leo de cravo) ao longo do
tempo, (p>0,05) ndo diferem entre si estatisticamente pelo teste Tukey.

Letras maiGsculas comparam na coluna concentragdes letais para um mesmo
tempo e mesmo sistema. Letras mailsculas iguais na coluna, ndo diferem entre
si estatisticamente (p>0,05) pelo teste Tukey.

Comparando as concentracdes letais obtidas nos dois sistemas
verifica-se que tanto na CLsy como na CLg, dentro de cada sistema, estes
ndo apresentaram diferenga significativa com o aumento do tempo de
exposicdo. Porém, entre os sistemas ha diferenca significativa, em que,
o sistema de 6leo autoemulsificado apresentou os menores valores de
concentracdo letal quando comparados aos valores para o Oleo
encapsulado, devido sua disponibilidade imediata no meio. Quanto
menor o valor obtido para a concentracdo letal, mais eficiente é a
substancia testada.

3.3.5 Eficiéncia da atividade larvicida ao longo do tempo

Ap6s a Clg (88,5 ppm) em 24 horas do 6leo de cravo
autoemulsificado em mosquitos da espécie Ae. albopictus, ter sido
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determinada, utilizou-se duas vezes este valor (177 ppm) no teste de
eficiéncia da atividade larvicida ao longo do tempo tanto para o0 ensaio
com bleo de cravo autoemulsificado, (com e sem a presenca de larvas)
bem como para a nanoemulsdo (com e sem larvas). Controles negativos
contendo a dispersdo padrdo branco e a nanoemulsdo branco também
foram avaliados.

O valor de duas vezes a ClLg, foi utilizado com o intuito da
mortalidade inicial ser de 100 % e sua diminui¢do ser observada ao
longo do tempo. Para fins de comparacédo, ndo foi utilizado o valor da
CLgo da nanoemulsdo (152,1 ppm) para avaliar a eficiéncia da atividade
larvicida do sistema nanoemulsionado, devido seu valor ser superior ao
da concentracéo letal do 6leo autoemulsificado (88,5 ppm). Na Tabela 5
sdo apresentadas as mortalidades observadas para os diferentes sistemas,
sendo que a mortalidade foi acompanhada por 33 dias.

Tabela 5 — Eficiéncia da atividade larvicida do 6leo de cravo autoemulsificado e
em nanoemulsdo ao longo do tempo em Aedes albopictus.

. Mortali Mortali

0 0+0,0 0+0,0 0,0 0+0,0 0,0

1 0+0,0 30+0,0 100,0 30+0,0 100,0
2 0+0,0 30+0,0 100,0 30+0,0 100,0
3 0+0,0 30+0,0 100,0 30+0,0 100,0
4 0+0,0 30+0,0 100,0 30+0,0 100,0
5 0+0,0 30+0,0 100,0 30+0,0 100,0
6 0+0,0 29+0,6 96,7 28+0,0 93,3
7 0+0,0 23+1,2 76,7 26+15 86,7
8 0+0,0 29+0,6 96,7 28+0,6 93,3
9 0+0,0 30+0,0 100,0 20+5,8 66,7
10 30,6 29+0,6 96,7 29+0,6 96,7
11 00,0 27+0,0 90,0 28+0,6 93,3
12 00,0 30+0,0 100,0 29+0,6 96,7
13 30,6 29+0,6 96,7 20+0,6 66,7
14 0+0,0 16+25 53,3 22+21 73,3
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15
16
17
18
19

o0

21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33

0+0,0
0+£0,0
3+0,6
0+£0,0
0+0,0
0+£0,0
0+0,0
0+£0,0
0+0,0
0+£0,0
0+0,0
0+0,0
3+0,6
0+0,0
0+£0,0
3+0,6
0+£0,0
0+£0,0
0+£0,0

19+15
19+31
17+£0,6
6+26
4+1.2
4+0,6
2+0,6
12+35
9+52
2+0,6
2+0,6
61,0
2+0,6
0+0,0
2+12
1+0,6
0+£0,0
0+£0,0
0+00

63,3
63,3
56,7
20,0
13,3
13,3
6,7
40,0
30,0
6,7
6,7
20,0
6,7
0,0
6,7
3,3
0,0
0,0
0,0

19+12
10+21
3+£1,7
0+£0,0
0+0,0
3+x1,0
4+15
8+0,6
0+0,0
0+£0,0
1+0,6
1+0,6
2+0,0
0+0,0
0+£0,0
0+£0,0
1+0,6
0+£0,0
0+£0,0

63,3
33,3
10,0
0,0
0,0
10,0
13,3
26,7
0,0
0,0
33
33
6,7
0,0
0,0
0,0
3,3
0,0
0,0

tratamento, ndo pode ser aplicado como larvicida.

O 6leo de cravo autoemulsificado apresentou aproximadamente
100 % de mortalidade das larvas por 13 dias e o éleo encapsulado por
12 dias. A partir do 18° dia de teste, os valores de mortalidade foram
inferiores a 50 % para os dois sistemas avaliados. O teste foi realizado e
acompanhado até o dia em que nenhuma morte foi verificada.

Uma observacdo importante é que o 6leo de cravo em sua forma
livre ndo pode ser utilizado em sistemas aquosos em funcdo da sua
hidrofobicidade, assim, precisa estar disperso no meio para ndo formar
uma pelicula e asfixiar as larvas. Assim, o 6leo de cravo sem nenhum
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3.3.5.1 Oleo de cravo residual

Para quantificar a concentracdo de dleo de cravo residual no teste
de eficiéncia da atividade larvicida ao longo do tempo em cada sistema,
aliquotas de 100 pL foram retiradas dia a dia em triplicata de cada
amostra do teste, sendo elas, 6leo de cravo autoemulsificado com e sem
larvas e nanoemulsdo carregada com éleo de cravo com e sem larvas.

Apos diluicho das aliquotas, as amostras foram lidas em
espectrofotdbmetro UV-vis e relacionou-se a concentragdo com a
absorbancia através de uma curva de calibracdo descrita no item 3.2.8.

Pode-se verificar através da eficiéncia de mortalidade obtida para
0s dois sistemas e a quantificacdo de 6leo de cravo residual (os valores
obtidos estdo descritos no Apéndice A) que a curva de calibracdo
utilizada ndo pode ser a mesma para 0s dois sistemas, uma nova curva
de calibracdo nas condi¢des da nanoemulsdo carregada com 6leo de
cravo deve ser realizada a fim de que a quantificacdo do 6leo residual
possa ser feita de forma precisa, também, o equipamento utilizado
(espectrofotdmetro UV- vis) ndo foi o mais adequado, uma vez que as
larvas estdo em constante crescimento e liberam seus exoesqueletos e
excrecBes na agua, 0 que acaba aumentando a turbidez e modificando a
coloragdo do meio, consequentemente prejudicando a quantificacdo de
6leo de cravo.

3.4. CONCLUSOES

As concentracbes letais CLsy € ClLgy do Oleo de cravo
autoemulsificado e em sistema de nanoencapsulagdo foram obtidas. Os
valores para o 6leo de cravo autoemulsificado foram
CLsp60,0£35ppm e ClLgy 885 *+ 6,1 ppm em 24horas e
CLs053,7 £ 3,1 ppm e ClLgo 75,4 £ 5,4 ppm em 48 horas de exposi¢do. A
nanoemulsdo carregada com Oleo de cravo apresentou valores de
CL5p99,6 = 4,2 ppm e ClLg152,1 = 10,4 ppm em 24 horas e
CLs0 87,3 £ 3,8 ppm e ClLgy 139,5 + 10,0 ppm em 48 horas de exposicao.

Segundo andlise estatistica ndo houve diferenga significativa
entre os tempos de exposicdo de 24 e 48 horas do teste larvicida.

Os valores das concentragbes letais para o sistema de
nanoemulsdo carregada com Oleo de cravo foram maiores em
comparagdo ao 6leo de cravo autoemulsificado, uma vez que o 6leo de
cravo estd aprisionado nas gotas da nanoemulsdo e nédo disponivel de
forma imediata.
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No teste de eficiéncia da atividade larvicida ao longo do tempo o
6leo de cravo autoemulsificado foi eficiente aproximadamente 100 %
durante 13 dias e o 6leo em sistema de nanoemulsdo apresentou a
mesma eficiéncia durante 12 dias.
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CAPITULO IV

4 DESENVOLVIMENTO DE LATI§X POLIMERICO _COoMm
IMPREGNACAO EM SUBSTRATO TEXTIL E AVALIACAO DA
ATIVIDADE REPELENTE EM Aedes albopictus.

4.1 INTRODUCAO

Neste capitulo € apresentada a sintese de nanoparticulas
poliméricas carregadas com 6leo de cravo através de polimerizacdo em
miniemulsdo. O latex obtido (nanoparticulas dispersas em agua) foi
caracterizado quanto ao tamanho de particula, eficiéncia de
encapsulacdo e estabilidade sob armazenagem.

O polimero obtido por polimerizagdo em miniemulsdo através
dos mondmeros estireno e acrilato de butila foi caracterizado em relacdo
as massa molares, teor de gel e conversdo. A incorporacdo do 6leo de
cravo na estrutura do polimero foi verificada por FTIR.

O latex obtido foi impregnado em substratos téxteis de algodao e
sua atividade repelente foi avaliada em mosquitos da espécie
Ae. albopictus e comparada ao Gleo de cravo ndo encapsulado. A
concentracdo final de dleo de cravo impregnada nos tecidos de algoddo
foi de 0,5 % para os dois sistemas avaliados.

4.2 MATERIAIS E METODOS
4.2.1 Reagentes

Estireno (Sty), acrilato de butila (BuA), iniciador organossoltvel
AIBN (Azobisisobutironitrila), surfactante anidnico lauril sulfato de
sodio (SLS), coestabilizador (Crodamol™ GTCC), 6leo essencial da
folha de cravo (Ferquima), tensoativo aniénico (EM 8007), carbonato de
sodio (Na,CO3) e agua destilada.

4.2.2 Disperséo padréo de 6leo de cravo

Uma dispersdo padrdo com concentracdo final de 0,5 % de 6leo
de cravo foi utilizada na impregnacéo do substrato téxtil, com o objetivo
de avaliar a atividade repelente do 6leo de cravo autoemulsificado. A
metodologia de preparo utilizada com algumas modificagdes foi descrita
por Santos et al. (2011).
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4.2.3 Polimerizag&o via miniemulséo

A fase aquosa foi preparada com o surfactante anibnico SLS
(lauril sulfato de sddio) e agua destilada. A fase organica foi preparada
com 0s mondmeros estireno (Sty) e acrilato de butila (BuA), iniciador
organossolivel AIBN, coestabilizador (Crodamol™ GTCC) com ou
sem 6leo de cravo. A fase organica foi agitada em agitador magnético
por 30 minutos a 300 rpm para solubilizar completamente o iniciador.
Apos a solubilizagdo, a fase aquosa foi vertida na fase orgénica e
agitadas com agitador magnético por 30 minutos a 500 rpm formando
uma emulsdo. A emulsdo formada foi sonicada em um dispersor
ultrassdnico (Fischer Scientific) por 4 minutos a uma amplitude de 60%
em um regime de pulso de 15 segundos on e 5 segundos off em banho
de gelo. A miniemulsdo obtida (em um béquer de 25 mL) foi distribuida
em tubos de vidro com tampa de rosca, aproximadamente 10 mL em
cada tubo, e estes foram imersos em um banho termocriostatico a
temperatura de reacdo de 70 °C durante 6 horas. Na Tabela 6 estdo
descritos os reagentes utilizados nas formulacdes dos latices produzidos
via polimerizacdo em miniemulsdo. O esquema do procedimento da
polimerizacdo em miniemulsdo pode ser visualizado na Figura 20.

As reacOes de polimerizagdo em miniemulsdo foram realizadas
no Laboratério de Controle e Processos de Polimerizacdo (LCP),
localizado na Universidade Federal de Santa Catarina.

Figura 20 — Esquema do procedimento de polimerizagdo em miniemulséo.
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Fonte: Adaptado de Hoelscher (2016).
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Tabela 6 — Formulagdes dos latices obtidos via polimerizagdo em miniemulséo
a 70 °C durante 6 horas de reacdo. Formulagbes com 25 % de teor de sélidos e
10 % de 6leo de cravo em relagdo a massa total de reagentes.
Formulagdes

Reagentes () FC1I __ FCo~ FC3 __ Fca
Fase organica
Estireno (Sty) 2,5 1,25 2,5 1,25
Acrilato de butila (BuA) - 1,25 - 1,25
AIBN 0,05 0,05 0,05 0,05
Crodamol 2,45 2,45 0,45 0,45
Oleo de cravo (OC) - - 2 2
Fase aquosa
SLS 0,025 0,025 0,025 0,025
Agua destilada 15 15 15 15

* A formulago FC2 também serd chamada de latex branco.
4.3 CARACTERIZACAO
4.3.1 Conversao gravimétrica

Para calcular a conversdo, 1 g de latex foi pesada e armazenada
por 48 horas em uma estufa de convecgdo forcada a 60 °C para a
completa evaporagdo do mon6émero ndo polimerizado.

4.3.2 Tamanho médio de particulas

O tamanho médio da intensidade das gotas (Dp) e o indice de
polidispersdo (PDI) foram determinados por Espalhamento Dindmico de
Luz (DLS) usando um equipamento Zetasizer Nano S (Malvern
Instruments, Worcester, Reino Unido). As amostras foram dispersas a
633 nm com um angulo de 173 °. Uma gota de latex foi colocada em
uma cubeta de quartzo e diluida em agua destilada antes da medida.

4.3.3 Eficiéncia de encapsulacéo (EE)

A eficiéncia de encapsulacdo do 6leo de cravo nas formulagdes
dos latices foi calculada como a relacdo entre a quantidade de 6leo preso
e a quantidade inicial adicionada a emulsdo. A quantificacdo de 6leo
livre na dispersdo foi feita por ultracentrifugacdo utilizando filtro de
limite de peso molecular nominal de 100 kDa (Amicon® Ultra,
Millipore) acoplado a um Eppendorf. A analise foi realizada pela adicéo
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de 300 pL de latex no Amicon® Ultra e centrifugado a 13,400 rpm por
10 minutos.

O latex com o 6leo carregado foi retido pelo filtro e 4gua e éleo
livre foram permeados. Uma aliquota do permeado foi diluida em
etanol, transferida para uma cubeta e analisada a 280 nm em
espectrofotdmetro UV-vis. Para o calculo da eficiéncia de encapsulacéo
do 6leo de cravo carregado, foi utilizada a Equacao 4.

EE 6leo carregado (%) = Cintetal=Clvre 4 100 4)
Cinicial

Onde, Ciniciar € @ quantidade inicial (mg) de éleo de cravo adicionado a

miniemulsdo e Cy,r. € a quantidade (mg) de 6leo de cravo livre presente

na aliquota filtrada e determinada por UV-vis.

4.3.4 Latex com corante fluorescente

Com o objetivo de comprovar que o 6leo de cravo esta
aprisionado nas nanoparticulas poliméricas do latex, preparou-se uma
miniemulsdo como descrita no item 4.2.3 juntamente com a adicdo de
corante Coumarin 6 (corante hidrofébico de cor verde) na fase organica.
Apo0s a etapa de polimerizacdo, o latex foi analisado em microscépio
optico (Olympus BX41) com sistema de epifluorescéncia e filtro verde,
com lente objetiva e magnificacdo de 400x.

A andlise foi realizada no Laborat6rio Multiusuario de Estudos
em Biologia (LAMEB) no Centro de Ciéncias Bioldgicas (CCB) da
Universidade Federal de Santa Catarina.

4.3.5 Cromatografia de permeacdo em gel (GPC)

As massas molares médias ponderais (Mw) e numérica (Mn)
foram determinadas por analise de GPC. O preparo das amostras
consistiu em diluir 0, 02g de polimero em 4 mL de tetraidrofurano
(THF), a solucéo obtida foi filtrada em um filtro de nylon, com poro de
0,45 micrometros (um). O equipamento utilizado foi um cromatégrafo
de alto desempenho (HPLC, modelo LC 20-A, Shimadzu) equipado com
trés colunas Shim Pack GPC 800 Series (GPC 801, GPC 804, GPC
807). Tetraidrofurano foi utilizado como eluente com vazdo de 1
mL.min™ a 40 °C. Padrbes de poliestireno com massas molares entre
580 a 9,225x10° g.mol™ foram utilizadas na calibracdo do
equipamento.
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A anélise foi realizada no Laboratério de Controle e Processos de
Polimerizacdo (LCP — UFSC).

4.3.6 Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de
Fourier (FTIR)

As andlises de FTIR foram realizadas no equipamento
IRPrestige - 21 (Shimadzu), com transmitancia na faixa de 4000 a
400 cm™, resolugdo de 4 cm™ e 32 varreduras. Os polimeros obtidos
foram macerados e misturados em pastilha de brometo de potassio
(KBr) e posteriormente analisados. Esta andlise permite detectar os
grupos funcionais de cada composto.

4.3.7 Teor de gel

Para quantificar o teor de gel dos polimeros formados 0,02 g de
cada formulacdo de latex (FC1, FC2 FC3 e FC4), previamente secas em
estufa a 50 °C foram diluidas em 4 mL de THF. A solucéo obtida foi
filtrada em um filtro de nylon com poro de 0,45 pum e este foi deixado
em estufa a 50 °C até peso constante. O teor de gel foi calculado pela
Equagdo 5. O gel é o produto formado em reagdes de reticulacdo das
cadeias poliméricas, a reticulagdo ocorre quando cadeias lineares ou
ramificadas sdo interligadas por ligagdes covalentes e produzem
polimeros com elevada massa molar.

polimero reticulado

Teor de gel (%) =

x 100 (5)

massa de polimero

Onde, polimero reticulado é a diferenca entre o peso do filtro apds
evaporagdo e o filtro vazio.

4.4 SUBSTRATO TEXTIL PARA IMPREGNAGCAO EM FOULARD

O substrato téxtil utilizado na avaliacdo da repeléncia foi tecido
100 % algodao. Cada amostra de tecido foi confeccionada nas medidas
de 25 cm por 33 cm. Para posterior teste de repeléncia utilizando os
substratos téxteis, nas amostras de tecido, foram feitos 20 furos de 1 cm
de didmetro cada, com distancia de 5 cm entre cada furo (Figura 21),
segundo metodologia adaptada da Organizagdio Mundial da
Saude (2013).
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Figura 21 — Tecido 100 % algodéo confeccionado para teste de repeléncia.

Fonte: Do autor (2017).
4.4.1 Purga

As amostras de tecido de algoddo, j& com os furos
confeccionados, foram submetidas ao processo de purga em banho de
canecos, com a finalidade de fazer a degomagem do tecido, eliminar
gorduras, sujidades e demais impurezas e também deixar o tecido
suficientemente hidrofilico para posterior etapa de impregnacdo. A
purga foi realizada com tensoativo anidnico (EM 8007) na concentracdo
de 10 g.L™ e carbonato de sédio (Na,CO3) na concentragdo de 2 g.L™
em um banho de canecos (Mathis - ALT), a uma temperatura de 70 °C
durante 40 minutos sob agitacdo. A metodologia utilizada foi a descrita
por Oliveira (2015).

Na Figura 22 podem ser visualizados os equipamentos utilizados
no processo de purga.

Figura 22 — Equipamento utilizados no processo de purga. (a) Canecos e
(b) banho de canecos.

o

Fonte: Do autor (2017). §
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4.4.1.1 Impregnacdo em Foulard

A impregnacéo dos tecidos foi realizada em um foulard (Mathis -
FVH). Apbs a impregnacdo, os tecidos foram secos em um forno de
termofixacdo (rama), marca Mathis, modelo LTE-S. A metodologia
utilizada foi semelhante & de Rodrigues et al. (2008). Depois de
impregnados, os tecidos foram armazenados em sacos plasticos e
mantidos a temperatura ambiente. Na Tabela 8 estdo descritas as
condi¢des da impregnacdo e os equipamentos utilizados podem ser
visualizados na Figura 23.

Tabela 7 - CondicOes do processo de impregnagdo dos tecidos.

Substrato Tecido 100% algodéo
Equipamento Foulard

Pressao 1 bar

Velocidade do rolo 1 m/minuto

Volume de banho 02L

Concentracdo de 6leo de cravo 0,5%

Pick-up 100 %

CondicOes de secagem 80 °C, por 5 minutos

Figura 23 — Equipamentos utilizados no processo de impregnacdo. (a) Foulard
e (b) rama.

Fonte: Do autor (2017).

O processo de purga e impregnacdo dos tecidos foram realizados
no Laboratdrio de Transferéncia de Massa (LabMASSA) localizado na
Universidade Federal de Santa Catarina.
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4.4.1.2 Pick-up
O termo pick-up refere-se em porcentagem quanto o tecido

arrastou em massa do seu peso seco em banho e pode ser calculado
através da Equacdo 6. (Oliveira, 2015).

peso tecido umido—peso tecido seco

Pick —up (%) = ( )x 100 (6)

peso tecido seco
Onde, peso tecido seco € o peso do tecido antes da rama.
4.4.1.3 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

O substrato téxtil com e sem impregnacao de latex contendo dleo
de cravo foi analisado em microscopia eletronica de varredura (MEV), o
equipamento utilizado foi o JEOL JSM-6390LV, com voltagem de
aceleracdo de 10 kV, em diferentes magnificacdes. As amostras foram
previamente recobertas com ouro pela técnica de sputtering. O
equipamento esta localizado no Laboratério Central de Microscopia
Eletronica (LCME) da Universidade Federal de Santa Catarina.

45 AVALIACAO DA ATIVIDADE REPELENTE EM Aedes
albopictus

No teste de avaliagcdo da atividade repelente, foram utilizados 15
mosquitos fémea da espécie Ae. albopictus sem alimentacdo prévia com
repasto sanguineo. Os mosquitos utilizados no teste pertencem ao grupo
de mosquitos descrito na secdo 3.2.5 do Capitulo 3.

4.5.1 Substratos avaliados no teste de repeléncia

No teste de repeléncia, foram avaliados 0s seguintes substratos:
tecido 100 % algoddo somente com processo de purga (tecido branco),
tecido impregnado com dispersdo padrdo de dleo na concentragdo final
de 0,5 % de 6leo de cravo, tecido impregnado com latex branco
(formulacdo FC2) e tecido impregnado com latex na concentracao final
de 6leo de cravo de 0,5 % (formulagéo FC4).
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4.5.1.1 Teste de repeléncia

Na Figura 24 é mostrado o aparato experimental utilizado no teste
de repeléncia. O aparato consiste em duas caixas de isopor com medidas
de 29 cm por 21 cm, com dois orificios, um para colocar 0s mosquitos
na caixa e outro para colocagdo da méo (estimulo). Na Figura 23b é
mostrado o tecido pronto para avaliacdo da repeléncia, que é colocado
entre as duas caixas de isopor e unidas com fita adesiva.

Cada substrato foi avaliado em triplicata, durante 45 minutos de
exposicdo. Os testes de repeléncia foram realizados no dia 0 (dia da
impregnagdo dos substratos), 7; 14 e 21 dias ap6s impregnagdo. A
metodologia utilizada no teste foi adaptada da Organizacdo Mundial da
Saude (2013).

Figura 24 — (a) Aparato para realizagdo do teste de repeléncia e (b) tecido para
teste.

Fonte: Do autor (2017).

Para o calculo do indice de repeléncia a Equacéo 7 foi utilizada.

Indice de repeléncia (%) = % x 100 7
Onde, X é o nimero de mosquitos repelidos nos tecidos tratados, Y é o

nimero de mosquitos repelidos nos brancos e Z é o nimero total de
mosquitos utilizados no teste.
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4.6 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.6.1 Conversao dos mondmeros em polimeros

A conversdao dos monémeros em polimeros pode ser observada
na Figura 25.

Figura 25 — Conversdo dos mondmeros em polimeros através de reagao
de polimerizacdo em miniemuls&o a 70 °C por 6 horas.
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A partir dos resultados de conversdo obtidos por reacdo de
polimerizacdo em miniemulsdo; quando o dleo de cravo foi incorporado
na formulagdo observa-se uma diminuicdo da conversdo. Isto ocorre
porque o eugenol, composto majoritario do 6éleo de cravo, apresenta
atividade antioxidante e captura radicais livres presente no meio
reacional, inibindo a reagdo de polimerizacdo via radicais livres
(FUJISAWA; KADOMA, 1997). Para o processo de impregnacdo do
substrato téxtil e avaliacdo da atividade repelente as formulagdes
contendo poliestireno, poliacrilato de butila e 6leo de cravo foram
utilizadas devido as propriedades adquiridas dos polimeros, como
maleabilidade, elasticidade e aderéncia.
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4.6.2 Diametro de particula (Dp), estabilidade e eficiéncia de
encapsulacdo (EE)

O tamanho de particula (Dp), dispersdo (PDI) e eficiéncia de
encapsulacdo (EE) dos latices obtidos com diferentes monémeros via
polimerizacdo em miniemuls&o estdo descritas na Tabela 9.

Tabela 8 — Tamanho de particula (Dp), dispersdo (PDI) e eficiéncia de
encapsulacdo (EE) dos latices obtidos por miniemulsdo utilizando diferentes
mondmeros.

Formulagdo
Dia Sty Sty/BuA Sty/OC Sty/BUA/OC
0 129,6 +0,6 138,9+2,1 144,8+0,5 142,9+0,6
Dp 7 128,7+0,4 138,4+0,9 144,5+0,1 142,5+ 1,3
(nm)
60 128,3+0,2 136,7+0,2 141,3+0,3 143,6 £ 0,6
0 0,105+0,002 0,091 + 0,008 0,090 + 0,009 0,098 + 0,024
PDI 7 0,114+0,002 0,115 + 0,035 0,103 + 0,013 0,112 +0,014
60 0,086+0,011 0,087 + 0,007 0,105 + 0,001 0,102 + 0,003
0 ) i 84,0 87,7
EE(%) 7 ) i 82,6 84,1
60 - - 82,9 85,9

Observa-se que o tamanho de particulas ndo sofre alteracdes com

0 passar do tempo, assim como o indice de polidispersdo também ndo ¢
alterado e ap6s a polimerizacao altos niveis de encapsulacdo do 6leo de
cravo sdo obtidos, os quais se mantém constantes ao longo do tempo.
Estes dados estdo relacionados a alta estabilidade coloidal do latex, o
qual n&do sofreu modificagBes no periodo avaliado.

4.6.3 Nanoparticulas poliméricas fluorescentes
Na Figura 26 podem ser visualizadas as nanoparticulas de 6leo de

cravo presentes no latex, utilizando microscopio dptico e magnificacdo
de 400x. As duas figuras sdo da mesma amostra de latex, porém, de
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regides diferentes. A Figura (a) foi tirada em fundo escuro e a Figura
(b) em fundo verde.

Figuras 26 — Nanoparticulas carregadas com 6leo de cravo. (a) Latex em fundo
escuro e (b) latex em fundo verde.

Fonte: Do autor (2017).

A partir das imagens obtidas pode-se afirmar que as
nanoparticulas carregadas com déleo de cravo estdo presentes na
formulagdo do latex.

4.6.4 Cromatografia de permeacéo em gel (GPC)

Na Tabela 10 estdo descritos os valores de pesos molecular dos
polimeros obtidos.

Tabela 9 — Peso molecular numérico médio e ponderal dos polimeros
obtidos via miniemulséo.

Formulacdo Mn* (kDa) Mw** (kDa)
Sty 68,5 438,6
Sty/BuA 75,5 294,4
Sty/OC 16,6 30,6
Sty/BuA/OC 17,8 34,9

Mn* = peso molecular numérico médio
Mw** = peso molecular ponderal médio

De acordo com a andlise, nas formulagfes sem a presenca de 6leo
de cravo altos valores de peso molecular dos polimeros séo obtidos, ja,
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nas formulages com o 6leo de cravo, por este apresentar insaturagdes
em sua estrutura, o0 eugenol age como um agente terminador de cadeia
no processo de polimerizagdo em miniemulsdo via radicais livre levando
assim a baixas massas molares dos polimeros formados
(STEINMACHER et al., 2010; BRESOLIN, 2013).

4.6.5 Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de
Fourier (FTIR)

Os espectros de FTIR obtidos para os polimeros e para o eugenol
podem ser visualizados na Figura 27.

Figura 27 — Espectros de FTIR obtidos. (a) Espectro do poliestireno e
poliacrilato de butila. (b) Espectro do Oleo de cravo. (c) Espectro do
poliestireno, poliacrilato de butila e 6leo de cravo.

a)

Intensidade
?
o=
=
£

V4 ™ ‘\“ f\ s o
/' .\ \ J ) \y“"(\ W /“M"‘A -

3533 3417 C-H

—1TT—Tr—r T T T
4000 3600 3200 2800 2400 2000 1600 1200 800 400

Numero de onda (cm™)

Com os espectros dos polimeros obtidos via polimerizacdo em
miniemulso a partir do estireno, acrilato de butila e 6leo de cravo, na
Figura (c) pode-se confirmar a presenca de grupos quimicos funcionais
do eugenol (Figura b).

O espectro de FTIR obtido para o eugenol mostra as bandas para
0s modos vibracionais de alongamento dos grupos hidroxila (OH) e dos
anéis aromaticos que séo tipicos no intervalo de 3100 cm™ a 3600 cm™ e
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se fazem presentes na estrutura quimica do eugenol. A banda em
3535 cm™ e 3417 cm™ estdo associadas aos modos de vibragdo do anel
aromatico e grupos OH respectivamente, estas bandas sdo sinais
caracteristico das moléculas de eugenol. O conjunto de bandas préximo
de 3000 cm™ correspondem aos modos vibracionais de estiramento das
ligagdes de hidrocarbonetos (C-H) presente nas moléculas de eugenol
(GARG et al., 2010; PILETTI et al., 2017).

Na Figura (c) o espectro de FTIR obtido para os polimeros
poliestireno e poliacrilato de butila confirmam a presenca da
incorporacao do 6leo de cravo na sua estrutura quimica.

4.6.6 Teor de gel

O teor de gel foi calculado de acordo com a Equacdo 5 e 0s
valores obtidos foram abaixo de 5 % e encontram-se dentro da faixa de
erro da medida.

4.6.7 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A fim de verificar a presenca das nanoparticulas poliméricas
carregadas com 6leo de cravo no substrato téxtil apos o processo de
impregnacao, micrografias do tecido seco em rama apds impregnagéo do
latex foram realizadas e podem ser visualizadas na Figura 28.
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Figura 28 — Micrografias dos tecidos de algoddo sem tratamento e impregnados
com nanoparticulas de 6leo de cravo. (a) e (c) Tecidos de algoddo sem
tratamento nas magnificagcbes de 500 e 2000x. (b) e (d) Tecidos de algodao
impregnados com nanoparticulas de 6leo de cravo com magnificacdes de 500 e
2000x.
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Através das micrografias pode-se verificar a presenca das
nanoparticulas de 6leo de cravo impregnadas no tecido de algodao apds
secagem do tecido em rama a 80° C. Observam-se aglomerados de
nanoparticulas no tecido em funcéo da evaporacdo da agua do latex.

4.6.8 Atividade repelente em Aedes albopictus
Os substratos descritos no item 4.5.1 foram submetidos a um teste

de repeléncia com 15 mosquitos fémea de Ae. albopictus, cada substrato
foi avaliado em triplicata durante 45 minutos de exposicao, os testes de
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repeléncia foram realizados no dia da impregnacéo (dia 0) e 7; 14 e 21
dias apds a impregnacdo. No teste eram contabilizados quantos
mosquitos fémea passavam de um compartimento do aparato
experimental para o outro através dos furos nos substratos avaliados. A
média de mosquitos repelidos e os indices de repeléncia estdo descritos
na Tabela 11.
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A partir dos resultados obtidos pode-se observar que o tecido
impregnado com OGleo de cravo autoemulsificado foi mais eficiente
como repelente em comparagdo ao 6leo de cravo encapsulado (latex).
Porém, quando se avalia separadamente a média de mosquitos nos
controles (tecido branco e latex branco) em alguns dias de teste o
controle apresentou maior atividade repelente do que o sistema com o
agente repelente (6leo de cravo).

Alguns fatores podem ter contribuido para este resultado, como
por exemplo: os testes ndo foram realizados sempre na mesma sala, a
temperatura da sala de testes ndo era controlada, o aparato experimental
(caixas de isopor) eram as mesmas utilizadas tanto para os tecidos
brancos como para os sistemas com 6leo de cravo, isto, pode ter levado
a uma contaminacdo do sistema com dleo de cravo, devido ser volatil e
apresentar odor marcante, uma vez que o tecido contendo o 6leo entrou
em contato com a caixa, esta pode permanecer com o cheiro de 6leo de
cravo, e qualquer indicio de 6leo pode afetar nos testes seguintes,
porque é através dos receptores olfatérios (antenas) que 0s mosquitos
capturam odores e este 0s repele. Também, a criagdo de mosquitos Ae.
albopictus usada nos testes ja estava sendo utilizada e mantida ha
praticamente um ano, novos mosquitos eram introduzidos na criagdo
para evitar a homozigose e garantir a variabilidade genética dos
mosquitos, mas a criagdo utilizada poderia j& estar debilitada ou
susceptivel e os resultados ndo podem ser relacionados somente ao
efeito repelente do 6leo de cravo. Desta forma, os dados obtidos no
indice de repeléncia para cada sistema ndo podem ser validados,
consequentemente, Novos ensaios com carater investigativo precisam ser
realizados e as condicOes de testes e varidveis devem ser controladas e
minimizadas para que interferéncias ndo ocorram.

4.4 CONCLUSOES

Nanoparticulas poliméricas carregadas com 6leo de cravo foram
obtidas através de polimerizagdo em miniemulsdo, apresentando
didmetro médio entre 120 e 150 nm. Elevada eficiéncia de encapsulagéo,
maior que 80 % e o latex obtido apresentou estabilidade coloidal durante
0 periodo avaliado de dois meses.

O o6leo de cravo foi encapsulado como pode ser visualizado nas
imagens de microscopia e incorporado na cadeia polimérica.

O latex obtido foi eficientemente impregnado em substratos
téxteis de algoddo, sendo confirmado nas micrografias de microscopia
eletronica de varredura.
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Os indices da atividade repelente dos substratos téxteis avaliados
foram baixos, devido o tecido de algoddo sem tratamento ter
apresentado repeléncia, devido possivel contaminagdo do aparato
experimental, desta forma novos ensaios com maior controle das
variaveis que podem ter levado a este resultado precisam ser controladas
e minimizadas.
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CAPITULO V
5 CONSIDERACOES FINAIS

Neste trabalho, as concentracdes letais CLsy € CLgg do Oleo de
cravo em diferentes sistemas de encapsulacdo foram determinadas,
sendo que o sistema de nanoemulsdo apresentou os maiores valores
devido o 6leo estar aprisionado nas gotas.

A partir da CLgy do Oleo de cravo autoemulsificado ter sido
determinada, um teste para verificar a eficiéncia da atividade larvicida
do dleo de cravo nos diferentes sistemas ao longo do tempo foi realizado
utilizando-se duas vezes o valor da CLgg com 0 objetivo de se verificar
inicialmente a mortalidade de 100 % das larvas do mosquito
Ae. albopictus. O 6leo de cravo autoemulsificado apresentou eficiéncia
de aproximadamente 100 % durante 13 dias e 0 6leo de cravo em
nanoemulsdo apresentou a mesma eficiéncia por 12 dias. O teste foi
acompanhado durante 33 dias, em que nos Gltimos dois dias nenhuma
mortalidade foi verificada.

A concentracdo de 6leo de cravo residual nas dispersbes
remanescentes do teste de eficiéncia de atividade ao longo do tempo nédo
pode ser eficientemente determinada por UV-vis, devido ser necessario
a realizacdo de uma curva de calibracdo nas condi¢fes da nanoemulséo
e porque as larvas estdo em constante desenvolvimento liberando seu
exoesqueleto e excregBes, 0 que aumenta a turbidez do meio,
prejudicando a leitura da absorbéncia. Um método de quantificacdo
alternativo poderia ser feito através de Cromatografia Liquida de Alto
Desempenho (HPLC).

Também foi desenvolvido um latex carregado com éleo de cravo
por polimerizacdo em miniemulsdo, este apresentou didmetro de
particula entre 120 e 150 nm, eficiéncia de encapsulacdo maior que 80
% e manteve sua estabilidade coloidal no periodo avaliado de dois
meses.

Através dos espectros de FTIR verificou-se a incorporacdo do
6leo de cravo na estrutura do polimero obtido através dos mon6émeros
estireno e acrilato de butila.

O latex com nanoparticulas de 6leo de cravo foi eficientemente
impregnado em substratos de algodao utilizando-se um equipamento do
tipo foulard, a partir das micrografias do tecido com o tratamento
verifica-se a incorporacdo das nanoparticulas poliméricas e a formacédo
de aglomerados em func¢éo da evaporagdo da gua presente no latex.
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Como etapa final deste trabalho, o substrato téxtil de algodao
impregnado com o latex obtido foi avaliado quanto a sua atividade
repelente e comparado ao 6leo de cravo autoemulsificado impregnado.
Os resultados da atividade repelente ndo foram validados, devido o
tecido sem tratamento ter apresentado repeléncia, devido provavel
contaminacdo do aparato experimental, desta forma, novos ensaios de
carater investigativo precisam ser realizados bem como a minimizacao e
controle das variaveis presentes durante o teste.

5.1 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS
Como sugest@es para trabalhos futuros, destacam-se:

e Encapsular diferentes compostos e 6leos essenciais com agdo
larvicida, repelente e ovicida pela técnica de polimerizacdo em
miniemuls&o.

e Avaliar a atividade repelente de outros Oleos essenciais e
compostos quimicos ap6s impregnacdo em diferentes substratos
téxteis.

e Incorporar nanoparticulas poliméricas contendo agente
larvicida e repelente em formulacGes de tinta para revestimento.

e Avaliar a atividade repelente das tintas obtidas em diferentes
superficies.

e Avaliar a liberagdo dos agentes encapsulados.
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APENDICE A — Concentracdo de 6leo de cravo residual

Tabela 6 — Concentragao residual de 6leo de cravo em diferentes sistemas.
Concentracéo de OC residual (mg.ml™) nos diferentes sistemas

oC oC Nano OC Nano OC
Dia autoemulsificado autoemulsificado  sem larva com larva
sem larva com larva
0 0,177 0,073 0,046 0,038
! 0,200 0,091 0,048 0,042
2 0,210 0,119 0,052 0,038
3 0,216 0,112 0,039 0,021
4 0,325 0,242 -0,110 -0,086
S 0,312 0,239 -0,110 -0,077
6 0,260 0,231 -0,039 -0,048
! 0,261 0,232 0,041 0,055
8 0,271 0,234 -0,041 -0,039
9 0,266 0,240 -0,039 -0,042
10 0,167 0,239 -0,039 -0,047
1 0,273 0,253 -0,042 -0,049
12 0,269 0,252 -0,048 -0,045
13 0,273 0,260 -0,041 -0,041
14 0,271 0,255 -0,042 -0,052
15 0,266 0,260 -0,045 -0,049
16 0,273 0,245 -0,033 -0,043
17 0,263 0,244 -0,036 -0,039
18 0,261 0,250 -0,037 -0,040
19 0,274 0,250 -0,036 -0,041
20 0,271 0,261 0,037 0,043
21 0,269 0,263 -0,039 -0,045
22 0,276 0,263 -0,045 -0,037
23 0,261 0,265 -0,047 -0,054
24 0,258 0,268 -0,047 -0,037
25

0,258 0,276 -0,043 -0,033
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Continuagdo Tabela 6 — Concentracéo residual de 6leo de cravo em diferentes
sistemas.

26 0,263 0,263 -0,043 -0,024
27 0,264 0,261 -0,042 -0,023
28 0,266 0,255 -0,043 -0,024
29 0,263 0,265 -0,040 -0,026
30 0,260 0,276 -0,031 -0,050
3 0,268 0,268 -0,025 -0,020
22 0,255 0,274 -0,028 -0,046

0,258 0,276 -0,032 -0,039





 
 
    
   HistoryItem_V1
   AddNumbers
        
     Range: From page 27 to page 102; only odd numbered pages
     Font: Times-Roman 10.5 point
     Origin: top right
     Offset: horizontal 43.20 points, vertical 43.20 points
     Prefix text: ''
     Suffix text: ''
     Use registration colour: no
      

        
     1
     0
     
     TR
     
     1
     27
     TR
     1
     0
     494
     121
     0
     1
     10.5000
            
                
         Odd
         27
         SubDoc
         102
              

       CurrentAVDoc
          

     43.2000
     43.2000
      

        
     QITE_QuiteImposingPlus3
     Quite Imposing Plus 3.0j
     Quite Imposing Plus 3
     1
      

        
     26
     102
     100
     38
      

   1
  

    
   HistoryItem_V1
   AddNumbers
        
     Range: From page 27 to page 102; only even numbered pages
     Font: Times-Roman 10.5 point
     Origin: top left
     Offset: horizontal 43.20 points, vertical 43.20 points
     Prefix text: ''
     Suffix text: ''
     Use registration colour: no
      

        
     1
     0
     
     TL
     
     1
     27
     TR
     1
     0
     494
     121
     0
     1
     10.5000
            
                
         Even
         27
         SubDoc
         102
              

       CurrentAVDoc
          

     43.2000
     43.2000
      

        
     QITE_QuiteImposingPlus3
     Quite Imposing Plus 3.0j
     Quite Imposing Plus 3
     1
      

        
     27
     102
     101
     38
      

   1
  

    
   HistoryItem_V1
   DelPageNumbers
        
     Range: current page
      

        
     1
     494
     235
            
                
         1
         CurrentPage
         445
              

       CurrentAVDoc
          

      

        
     QITE_QuiteImposingPlus3
     Quite Imposing Plus 3.0j
     Quite Imposing Plus 3
     1
      

        
     29
     102
     29
     1
      

   1
  

    
   HistoryItem_V1
   DelPageNumbers
        
     Range: current page
      

        
     1
     494
     235
    
            
                
         1
         CurrentPage
         445
              

       CurrentAVDoc
          

      

        
     QITE_QuiteImposingPlus3
     Quite Imposing Plus 3.0j
     Quite Imposing Plus 3
     1
      

        
     45
     102
     45
     1
      

   1
  

 HistoryList_V1
 qi2base



