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RESUMO

EVALDT ROSSA, Guilherme. Extragao e fracionamento de 6leo essencial de
Piper hispidinervum e produgcao de nanoemulsido e nanocapsulas:
experimentos e modelagem. Porto Alegre. 2019. Tese. Programa de Pos-
Graduacdo em Engenharia e Tecnologia de Materiais, PONTIFICIA UNIVERSIDADE
CATOLICA DO RIO GRANDE DO SUL.

A pimenta-longa (Piper hispidinervum) é um arbusto da familia Piperaceae
encontrada em grande quantidade no vale do rio Acre. Estudos com o 6leo essencial
desta planta comprovam sua atividade amebicida diante do Acanthamoeba
polyphaga, atividade nematicida frente a Meloidogyne javanica e atividade
carrapaticida frente a larvas de Rhipicephalus (Boophilus) microplus. Apesar destas
propriedades promissoras, a alta volatilidade, a baixa solubilidade em agua e a
suscetibilidade a degradacao por agentes fisicos e quimicos podem comprometer a
atividade biologica dos o6leos essenciais, fomentando assim o estudo sobre novas
formas de aplicagado, encapsulagéo e liberagdo controlada, e de protegcao dos seus
constituintes ativos. O objetivo geral deste trabalho é realizar a extracdo e o
fracionamento do extrato volatil da Piper hispidinervum e a producdo de
nanoemulsao e nanoencapsulas com posterior estudo de liberacdo. A etapa
extracdo por arraste a vapor concluiu que o efeito da variacdo da pressao de
operagao nao variou significativamente o rendimento do processo e a composi¢ao
do dleo essencial e o fracionamento do 6leo essencial teve como resultado a
obtencao de fracbes com diferentes composi¢ées dos compostos majoritarios safrol
e terpinoleno. As nanoemulsdes preparadas apresentaram uma boa estabilidade e
as nanocapsulas de policaprolactona contendo o OE de pimenta-longa obtiveram
resultados satisfatorios quanto ao indice de polidispersao, tamanho de particula e
eficiéncia de encapsulagdo. Os perfis de evaporagdao da nanoemulsido e das
nanocapsulas indicaram que a alteragéo na volatilidade do éleo essencial promovida
pelo revestimento fisico das nanocapsulas foi muito pequena e a modelagem

matematica proposta apresentou uma boa representacdo dos dados experimentais

Palavras-Chaves: Piper hispidinervum, nanoencapsulagéo, nanoemulsao.



ABSTRACT

EVALDT ROSSA, Guilherme. Extraction and fractionation of essential oil of
Piper hispidinervum and production of nanoemulsion and nanocapsules:
experiments and modeling. Porto Alegre. 2018. Tese. Programa de Pods-
Graduacdo em Engenharia e Tecnologia de Materiais, PONTIFICIA UNIVERSIDADE
CATOLICA DO RIO GRANDE DO SUL.

The Piper hispidinervum is a shrub of the family Piperaceae found in great
quantity in the valley of the river Acre. The essential oil of this plant demonstrate its
amebicidal activity against Acanthamoeba polyphaga, nematicidal activity against
Meloidogyne javanica and carrapaticidal activity against Rhipicephalus (Boophilus)
microplus larvae. Despite these promising properties, high volatility, low solubility in
water and susceptibility to degradation by physical and chemical agents can
compromise the biological activity of essential oils, thus promoting the study of new
forms of application, encapsulation and controlled release, and protection of its active
constituents. The objective of this work is to perform the extraction and fractionation
of the volatile extract of Piper hispidinervum and the production of nanoemulsion and
nanocapsules with subsequent release study. The extraction step concluded that the
effect of the change in operating pressure did not significantly change the yield of the
process and the composition of the essential oil. The fractionation of the essential oil
resulted in the obtaining of fractions with different compositions of the safrol and
terpinolene. The nanoemulsions had good stability and the polycaprolactone
nanocapsules obtained satisfactory results in terms of particle size and encapsulation
efficiency. The evaporation profiles of the nanoemulsion and nanocapsules indicated
that the change in the volatility of the essential oil promoted by the physical coating of
the nanocapsules was very small and the proposed mathematical model presented a

good representation of the experimental data

Key-words: Piper hispidinervum, nanoencapsulation, nanoemulsion
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1. INTRODUGAO

A pimenta-longa (Piper hispidinervum C. DC) é um arbusto da familia
Piperaceae encontrado em abundancia no vale do rio Acre. O seu 6leo essencial
(OE) apresenta comprovada atividade antifungica diante de fungos fitopatogénicos
como Bipolaris sorokiniana, Fusarium oxysporum e Colletotrichum gloeosporioides
(Zacaroni et al., 2009), bem como atividade inseticida, diante de larvas do Tenebrio
molitor e Spodoptera frugiperda. (Fazolin et al., 2007; Lima et al., 2009; Nascimento
et al, 2008) atividade amebicida diante do Acanthamoeba polyphaga (Sauter et al.,
2012), atividade nematicida contra Meloidogyne javanica (Andrés et al., 2017) e
atividade ixodicida frente a larvas de Rhipicephalus (Boophilus) microplus (Cassel et
al., 2016).

Rhipicephalus (Boophilus) microplus € considerado o mais importante
ectoparasita pela industria agropecuaria mundial, encontrado em zonas tropicais e
subtropicais dos paises da America Latina, Africa, Asia e Oceania, sendo
responsavel no Brasil por uma perda anual de estimados 7,11 bilhdes de dolares
(Grisi et al., 2014; Calligaris et al., 2013; Cruz et al., 2015). O uso exagerado de
produtos ixodicidas sintéticos, com diferentes mecanismos de agao, gerou a selegao
natural de carrapatos resistentes para diferentes classes destes produtos, tornando
promissor o uso de métodos para o controle de carrapatos no setor agropecuario
sem a utilizagdo de produtos ixodicidas sintéticos. Diante deste contexto, os
compostos acaricidas fitoquimicos, como, por exemplo, 6leos essenciais, pode

representar uma ferramenta util para o controle deste ectoparasita.

De maneira geral, os 0leos essenciais sdo misturas complexas de compostos
volateis, lipofilicas, geralmente odoriferas e liquidas, apresentando instabilidade na
presenca de ar, luz, calor, umidade e metais. Pela capacidade de conservacio e

conhecida acédo antibacteriana, antifungica e antiviral, os OEs sao utilizados nas
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industrias de alimentos, de perfumaria e cosméticos, na agricultura e também em

tratamentos de patologias (Bakkali et al., 2008).

Apesar destas propriedades promissoras, a alta volatilidade, a baixa
solubilidade em agua e a suscetibilidade a degradacao por agente fisicos (luz UV,
temperatura, pH) e quimicos (ar, umidade) podem comprometer a atividade biolégica
dos Oleos essenciais. Portanto, processos que envolvem a producdo de
nanoemulsao ou nanoencapsulagdo dos OEs vém sendo investigada a fim de
promover a protecdo contra degradagdo e modulacdo da liberagdo dos seus
constituintes ativos, prolongando o tempo de permanéncia destes compostos no
meio de acao por evitar sua volatilizacao e proporcionando uma melhor distribuicdo

quanto a sua concentragao (Asbahani et al., 2015).

Nanoemulsido pode ser caracterizada como uma dispersdo coloidal de
goticulas de 6leo com tamanho inferior a 500 nm, as quais estdo dispersas em um
meio aquoso. A formulacdo de nanoemulsdes de o6leos essenciais € realizada
objetivando aprimorar a estabilidade dos seus constituintes ativos, tornando-os
dispersos em agua de maneira homogénea e em concentracbes adequadas para
sua aplicacao (Prakash et al., 2018), enquanto que a micro ou nanoencapsulagao é
um processo de revestimento fisico no qual substancias chamadas de nucleo ativo
(pequenas particulas sélida, goticulas liquidas ou um gas) sao cercadas por um
agente encapsulante com o objetivo de isolar parcialmente ou completamente os
nucleos ativos na forma de capsulas. As principais metas desse procedimento séo
controlar o nucleo ativo quanto a sua liberacao, evitar reagcdes de oxidagao, reduzir
sua volatilidade e reatividade e aumentar sua estabilidade sob condigdes ambientais
adversas, como a presenca de luz, oxigénio ou em meios com pH extremos (Silva et
al., 2014).

Neste contexto, este trabalho tem como proposta realizar a hanoemulséo e
nanoencapsulagao do 6leo essencial de pimenta-longa a fim de avaliar a liberagéo
de seus constituintes ativos presente no OEs com atividade carrapaticida e assim
viabilizar sua aplicagdo. Além disso, o trabalho visa percorrer as etapas de obtengao
do dleo essencial por destilagdo por arraste a vapor, aprimorando o estudo da

extracdo para o 6leo essencial da pimenta-longa, bem como realizar o fracionamento
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do 6leo obtido por destilacdo em batelada, visando a obtencédo de fracbes com
diferentes composigdes, ja que foi demonstrado em estudos prévios que a proporg¢ao
dos componentes majoritarios do o6leo essencial da pimenta-longa (safrol e
terpinoleno) é uma variavel que influi na atividade biolégica deste extrato volatil
(Andres et al., 2017).
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2. OBJETIVOS

O objetivo geral deste trabalho é a extragdo e o fracionamento do extrato
volatil da Piper hispidinervum e a producdo de nanoemulsao e nanoencapsulas com
posterior estudo de liberagao.

2.1. Objetivos Especificos

Os objetivos especificos deste trabalho séo:

. Obter o oleo essencial de pimenta-longa por arraste a vapor em diferentes

condicbes de pressdo e realizar a modelagem matematica do processo

extrativo.
° Identificar os compostos presentes nos OEs obtidos por CG/EM.
. Obter fragdes do 6leo essencial da pimenta-longa por destilacdo a vacuo em

batelada e realizar a simulacdo computacional do processo de fracionamento.

o Preparar uma nanoemulsdo contendo o o6leo essencial de pimenta-longa
através da metodologia de dispersédo e evaporagao de solvente e avaliar sua

estabilidade.

. Realizar o processo de nanoencapsulacdo do 6leo essencial de pimenta-
longa com policaprolactona através da metodologia de nanoprecipitacdo e
caracterizar as particulas obtidas quanto sua morfologia e tamanho por

microscopia eletrbnica de varredura e Zetasizer.
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Analisar a eficiéncia de encapsulacao por espectrofotometria e estabelecer

a melhor proporgao dleo essencial/polimero no processo de nanoprecipitagao.

Avaliar o perfil de liberagao e realizar a modelagem matematica do processo
de evaporagao do 6leo essencial da pimenta-longa nanoemulsionado e para o

produto nanoencapsulado em policaprolactona.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Oleos Essenciais

Os o6leos essenciais sdo compostos presentes no metabolismo vegetal e sédo
constituidos geralmente por hidrocarbonetos terpénicos, podendo estar associados a
outros componentes como alcoois simples e terpénicos, aldeidos, cetonas, fendis,
ésteres, éteres, oOxidos, peroxidos e até compostos com enxofre. Podem ser
extraidos de folhas, cascas, flores, frutos e rizomas, apresentando uma solubilidade
limitada em agua e totalmente soluvel em solventes organicos (Czepak e Bandoni,
2008; Simbes, 2007). De forma geral, os OEs sdo misturas complexas de compostos
volateis, lipofilicas, geralmente odoriferas e liquidas, apresentando instabilidade na

presenca de ar, luz, calor, umidade e metais (Simdes, 2007).

A estrutura quimica base dos constituintes presentes nos 6leos essenciais
parte da molécula do isopreno [(CsHs)n], onde o subindice n representa o numero de
moléculas do isopreno que forma o esqueleto dos terpenos. A Figura 3.1 apresenta
alguns tipos de terpenos comumente encontrados em 6leos essenciais, onde em
sua grande maioria possui menos que 20 carbonos. Estes podem ser classificados
quanto ao numero de unidades de isopreno, como apresentado na Tabela 3.1
(Marriot et al., 2001).

Na natureza, os 6leos essenciais apresentam papel importante na protecéo
das plantas, agindo contra herbivoros, como agentes antimicrobianos e como
inseticidas. Pela capacidade de conservacdo e conhecida ac¢do antibacteriana,
antifungica e antiviral, os 6leos essenciais séo utilizados nas industrias de alimentos,
de perfumaria e cosméticos, na agricultura e também em tratamentos de patologias
(Bakkali et al., 2008).
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Tabela 3.1. Classificagdo dos terpenos de acordo com o numero de unidades de isopreno (Marriott et

al., 2001).

Atomos de Carbono Unidade de Isopreno Classificagao
10 2 Monoterpenos
15 3 Sesquiterpenos
20 4 Diterpenos
25 5 Sesterpenos
30 6 Triterpenos
40 8 Tetraterpenos

Al - Mirceno A2 - a—Pineno AJ - Carvona

~AH

\re

Ad - Limoneno B - Cariofileno B2- Famnesal

G P

- Geranilgeraniol 01 - Lanosterol

ﬁ/j[;%xaf%ﬂf%ﬁﬁ)';

- B-Caroteno

Figura 3.1. Estrutura molecular de alguns tipos de terpenos encontrados em o6leos essenciais: (A1,
A2, A3, A4) Monoterpenos; (B1, B2) Sesquiterpenos; (C1) Diterpeno; (D1) Triterpeno;
(E1) Tetraterpeno (Marriott et al., 2001).

Apesar destas propriedades promissoras, a alta volatiidade e baixa
solubilidade em agua podem afetar a eficacia na aplicagédo dos éleos essenciais,

devido ao reduzido tempo de permanéncia destes compostos ativos e distribuicao
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heterogénea de sua concentragdo no meio a ser aplicado. Portanto, muitos estudos
estdo sendo realizados sobre técnicas de  micro/nanoemulsdo ou
micro/nanoencapsulacao, a fim de promover a protecdo e a modulacao da liberacao
de constituintes ativos presentes nos 6leos essenciais, transformando produtos

liquidos e volateis em forma sdlida ou gel (Castangia et al., 2015).

3.2. Pimenta-Longa e seu Oleo Essencial

O género Piper (Piperaceae) possui mais de 700 espécies distribuidas em
regides tropicais e subtropicais. Muitas dessas espécies possuem alto valor
comercial devido as propriedades do seu 6leo essencial, caracterizado como uma
fonte de metabdlitos secundarios bioativos com aplicabilidade no setor alimenticio e

farmacéutico (Sauter et al., 2012).

A pimenta-longa (Piper hispidinervum C. DC) é€ um arbusto da familia
Piperaceae, encontrada em abundéancia no vale do rio Acre (Figura 3.2). Esta
espécie possui uma capacidade alta de regeneragéo, podendo rebrotar apds o corte.
O interesse por esta planta foi despertado por parte das industrias de cosméticos e

inseticidas devido ao safrol presente no 6éleo essencial (Wadt, 2004).

Estudos realizados por Sauter e colaboradores (2012) indicam que o 6leo
essencial possui uma composicdo com aproximadamente 85% em safrol. Essa
substancia concentra-se principalmente nas folhas € nos ramos secundarios,
podendo ser extraida por processo de hidrodestilacdo, assim como por arraste a
vapor. Terpinoleno é o0 segundo composto majoritario presente, com
aproximadamente 6% da composi¢ao. A Figura 3.3 apresenta a estrutura molecular

e férmula quimica desses compostos.
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Figura 3.2. Piper hispidinervum

S OPN
(0] =
Safrol (CigHie03) Terpinoleno (CyHys)

Figura 3.3. Estrutura e formula quimica dos compostos majoritarios do 6leo essencial da pimenta-

longa

Na literatura, o 6leo essencial (OE) da pimenta-longa é apresentado em
estudos que comprovam sua atividade antifungica diante de fungos fitopatogénicos
como Bipolaris sorokiniana, Fusarium oxysporum e Colletotrichum gloeosporioides
(Zacaroni et al., 2009), bem como atividade inseticida, diante de larvas do Tenebrio
molitor e Spodoptera frugiperda (Fazolin et al., 2007; Lima et al., 2009; Nascimento
et al., 2008) atividade amebicida diante do Acanthamoeba polyphaga (Sauter et al.,

2012) e atividade nematicida contra Meloidogyne javanica (Andrés et al., 2017).



23

Um estudo realizado por Cassel e colaboradores (2016) avaliou o efeito do
oleo essencial da pimenta-longa na atividade ixodicida frente a larvas de
Rhipicephalus (Boophilus) microplus, utilizando o 6éleo essencial extraido em
diferentes pressdes (1,0 bar, 1,5 bar e 2,0 bar), bem como o padrédo puro dos
compostos majoritarios presentes no 6leo (safrol e terpinoleno). Além disso, avaliou-
se o efeito sinergético entre safrol e terpinoleno a partir da preparacao de solugdes
com diferentes propor¢des massicas destes compostos. Como controle positivo foi
utilizado Acibelte®, um produto ixodicida sintético comercial, e como controle
negativo foi utilizado solvente (metanol ou acetona). Os resultados obtidos estédo
apresentados na Tabela 3.2, comprovando a atividade ixodicida frente a larvas de

Rhipicephalus (Boophilus) microplus.

Ademais, a partir dos resultados apresentados na Tabela 3.3 é possivel
observar um forte sinergismo entre os componentes, visto que a variagdo da
concentracdo da mistura proporcionou uma variacdo da toxicidade da mesma. A
mistura que apresentou os melhores resultados € a mistura 1 (Tabela 3.3), porém as
misturas 2 e 3 também apresentaram resultados compativeis com um produto
ixodicida. Ja o resultado apresentado pela mistura 4 corrobora esta justificativa de
sinergismo, visto que uma variagdo na concentragdo dos compostos inviabiliza o uso

da solugdo como ixodicida frente ao Rhipicephalus (Boophilus) microplus.

Tabela 3.2 — Resultados obtidos para atividade ixodicida frente a larvas de Rhipicephalus (Boophilus)

microplus (Cassel et al., 2016).

Oleo Essencial — pressdo Quantidade
" Mortalidade das larvas (%)
de eXtraan (pgamostra/”gsolugéo)
40 100.0 £ 0.0
20 95.7+1.0
OE 2 atm
15 326+0.3
10 46+0.3
40 100.0 £ 0.0
20 90.3+1.2
OE 1,5 atm
15 60.4 £ 3.7
10 50+0.8
40 97.6 £ 0.57
OE 1,0 atm
20 46.8 + 2.1
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10 24+21
Compostos Puros

Safrol (S) 20 88.4+1.18
10 553+1.9
4 21.2+1.0

Terpinoleno (T) 20 93.8 0.9
10 100 £ 0.0

5 86.6 +1.6

25 63.813.0

1.2 25,6+0.4

0.6 20.412.4
Acibelte® 40 100.0+ 0.0
20 100.0 £ 0.0
10 100.0 £ 0.0

Solvente 0.0+£0.0

Tabela 3.3 — Analise do efeito sinérgico dos composto majoritarios presente no 6leo essencial da

Piper hispidinervum (Cassel et al., 2016).

) Mortalidade das larvas
Quantidade de produto

Safrol(S): Terpinoleno(T):a- de Rhipicephalus
Pineno(P)* (mg extrato/mg de (Boophilus) microplus
celulose)
(%)
Mistura 1 40 100 £ 0.0
S:T:P 20 84.0+2.0
9:1:1 10 21,3+0.6
Mistura 2 40 100 £ 0.0
S:T:P 20 46,5+1.2
16:1:2 10 17.0+0.8
Mistura 3 40 91,7+0,6
S:T:P 20 22,5+1,1
75:1:15 10 7,0£0,8
Mistura 4 40 0.0+0.0
S:T:P
1:9:3

* 0 a-pineno somente é usado como veiculo e na concentragdo de 5% nao interfere na

atividade carrapaticida do safrol + terpinoleno.

Os resultados apresentados no estudo (Cassel et al., 2016) indicam que o

oleo essencial de pimenta-longa, bem como seus compostos majoritarios (safrol e
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terpinoleno), apresentam potencial de uso como matéria-prima na formulacéo de

estratégias de controle de carrapatos no setor agropecuario.

3.3. Métodos de Extragio de Oleos Essenciais

Existem diversas técnicas para obter 6leos essenciais de plantas aromaticas,
cada um com diferentes especificacdes e necessidades de uso. A definicdo do
método de extracao a ser utilizado parte do tipo de compostos que se deseja obter,
da quantidade de extrato volatil presente e de sua possivel localizagao na planta. O
metodo mais empregado € a destilagdo por arraste a vapor, entretanto outros
processos como hidrodestilacdo, extracdo por fluido supercritico, prensagem,
extracdo com micro-ondas e extracdo com solventes organicos também s&o

empregados (Asbahani et al., 2015).

A destilacado por arraste a vapor é o método mais utilizado para obtencao de
Oleos essenciais devido a sua simplicidade e economia. O método é baseado nos
mesmos principios da hidrodestilacao, com a diferenca de nao haver o contato direto
do material vegetal com a agua liquida em ebulicdo e sim com vapor d’agua,
reduzindo assim possiveis alteracdes quimicas das moléculas terpénicas. Durante a
extragdo, agua e moléculas do OE formam uma mistura heterogénea no qual os
compostos da mistura sdo destilados simultaneamente. A imiscibilidade da agua
com a maioria das moléculas terpénicas € uma vantagem na sua utilizagdo como
solvente, pois possibilita a separacdo do OE obtido por uma simples etapa de
decantacdo apds a condensacdo da mistura. Este processo consiste basicamente
na passagem de um fluxo de vapor d’agua pelo material vegetal, carregando consigo
os compostos volateis. Em seguida, a mistura vapor/6leo € introduzida em um
condensador onde a mistura é liquefeita. Por fim, devido a imiscibilidade entre o OE
€ a agua, a separacao do 6leo essencial pode ser realizada por decantagéo
(Asbahani et al., 2015; Cassel et al., 2009; Guenther, 1976).

Uma unidade de destilacdo por arraste a vapor € constituida basicamente por
uma caldeira geradora de vapor, um vaso extrator, onde é depositado o material
vegetal como um leito fixo o qual deve ser depositado de forma homogénea para

evitar a criacdo de caminhos preferenciais, um condensador para liquefazer a
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mistura éleo/agua e um separador liquido-liquido para separar o OE da agua. O
fluxograma do processo de destilagcdo por arraste a vapor esta apresentado na
Figura 3.4 (Rossa et al., 2018).

/J_\

I |

Figura 3.4. Fluxograma de processo da destilacéo por arraste a vapor: [1] — Caldeira; [2] — Vaso

Extrator; [3] — Condensador; [4] — separador liquido-liquido.

Andrés et al. (2017) utilizaram o processo de destilacdo por arraste a vapor
para obter 6leo essencial de Piper hispidinervum em diferentes pressdes (1,0 bar,
1,5 bar e 2 bar), avaliando o efeito desta variavel de processo quanto ao rendimento
de OE e quanto a sua composicao quimica. O estudo conclui que o melhor
rendimento foi obtido na presséo de 1,5 bar, ndo existindo diferenga significativa na

composig¢ao dos Oleos essenciais obtidos.
3.4. Modelagem Matematica do Processo Extrativo de Oleos Essenciais

Em unidades industriais, a modelagem matematica € de suma importancia
para permitir a simulacdo e otimizacdo de processos fisico-quimicos. Portanto, a
representacido matematica adequada do processo de extragao de 6leos essenciais é
fundamental para permitir predizer o comportamento dos fenémenos envolvidos no
processo, reduzindo assim a necessidade de procedimentos experimentais, além de
permitir estratégias alternativas para o calculo das condigbes das varidveis de

processo (Cassel et al., 2009).

Benyoussef et al. (2002) utilizaram um modelo matematico que considera o

processo extrativo como uma dessorgao irreversivel do 6leo essencial em agua. O
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modelo possui cinética de primeira ordem e assume que a difusao do 6leo essencial
em agua € a etapa controladora e que a vaporizagao do 6leo essencial é instantanea
devido ao equilibrio de fases formado. Entretanto existem algumas limitagbes
associadas ao modelo proposto: s6 é aplicado para frutos com geometria esferoide;
a difusao do 6leo essencial em agua se aplica para matéria-prima moida e o termo
empirico estimado relacionado ao equilibrio do 6leo essencial na superficie da planta
e o vapor & definido como um coeficiente de particdo, sem nenhum uso de uma
relacéo termodinamica, sendo independente da solubilidade e da volatilidade do 6leo

essencial em agua.

O modelo proposto por Sovova e Aleksovski (2006) considera o dleo
essencial como um pseudo-componente, a difusdo controla o processo e tem como
parametro o tamanho das particulas. E assumido que o soluto possui uma
distribuicao inicial igual em todo o leito e que o 6leo essencial esta depositado na
célula vegetal protegida por uma parede vegetal na qual € rompida pela passagem
do solvente, deixando o 6leo essencial exposto ao fluido. A temperatura e pressao
sdo mantidas constantes ao longo do processo e o solvente é livre do soluto na
entrada do extrator. Uma constante de particao € estabelecida para o equilibrio entre
0 Oleo essencial superficial e o vaporizado, independente da composicao das fases,

temperatura e da difusao.

Cassel e colaboradores (2009) desenvolveram um modelo baseado na
segunda lei de Fick para transferéncia de massa de 6leos essenciais de espécies de
alecrim, manjericdo e lavanda, considerando o transporte unidimensional com
geometria retangular, onde os componentes presentes nos 6leos essenciais a serem
extraidos estdo distribuidos uniformemente no interior da planta e a resisténcia
superficial & negligenciada. O modelo matematico possui um parametro ajustavel
relacionado ao coeficiente de difusdo, sendo dependente da estrutura e natureza da
planta aromatica (espessura da planta e quantidade inicial de 6leo essencial) e

assume-se que todo o 6leo essencial presente na planta é extraido.

O modelo proposto por Xavier et al. (2011) dividiu o processo extrativo por
arraste a vapor em duas etapas: uma etapa inicial que esta associada a extragao do

soluto livre presente em células rompidas da planta e uma etapa final que
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corresponde a difusdo a partir de células intactas. Na etapa inicial é considerado que
a resisténcia de transferéncia de massa por difuséo € desprezivel e o fator limitante
do fendmeno se da pelo equilibrio de fases. Ja a etapa final é controlada pelo

processo de difusdo do soluto a partir de células internas da estrutura vegetal.

O modelo matematico apresentado por Reverchon (1996) utiliza duas
equacdes diferenciais vinculadas ao balango material realizado na fase solvente e
outro na fase sdélida que constitui o leito de extragéo, associando este conjunto de
equacdes diferenciais parciais a transferéncia de massa nessas fases. Assume-se
como hipotese que a dispersdo axial € negligenciavel, densidade e vazéo de
solvente sdo constantes e o 6leo essencial € um pseudo-componente. O modelo foi
desenvolvido para estudos de extracao supercritica, mas por se tratar de um balango
material em um leito fixo, pode ser estendido ao processo de destilagao por arraste a
vapor. Sartor e colaboradores (2011) utilizaram o modelo e obtiveram éxito no ajuste
do modelo matematico a dados experimentais relacionados a extragao do dleo
essencial de alecrim em escala industrial, considerando a porosidade constante ao

longo de todo o processo extrativo.

3.5. Destilagdo em Bateladas de Oleos Essenciais

O processo de destilagdo em bateladas é possivelmente o mais antigo
metodo de separacdo de misturas liquidas. Este processo é essencialmente aplicado
para producédo de pequenos volumes, entretanto com alto valor agregado que

represente um nicho de mercado associada a quimica fina (Mujtaba, 2004).

O processo de destilagdo consiste na separagcao de misturas fundamentada
pela diferenga de volatilidade entre os compostos presentes. O aquecimento do
fundo da coluna e o resfriamento no topo promovem um gradiente de temperatura
ao longo dela, onde o contato entre as fases liquida e vapor proporciona a
transferéncia de massa e energia entre as fases, concentrando o componente mais

volatil na fase vapor.

A destilagao fracionada em batelada difere do processo continuo por

vaporizar ininterruptamente uma carga liquida da mistura inicial, onde o vapor de
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topo €& condensado e retirado. Desta forma, a mistura original € consumida
dinamicamente, alterando consequentemente as composigdes ao longo da coluna
conforme o consumo de cada componente. Um esquema genérico da destilagao

fracionada em batelada é apresentado na Figura 3.5 (Almeida, 2016).
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Figura 3.5. Diagrama genérico do processo de destilagdo em batelada. (Almeida, 2016).

Esse tipo de processo proporciona a obtencao de diferentes fragdes de uma
determinada mistura com apenas uma operacao unitaria, sendo que a composicao
de topo varia com o tempo, possibiltando uma serie de “cortes” e tornando o
processo dinamico. A Figura 3.6 apresenta curvas que representam a variagao da
composicao de topo de um processo hipotético, onde os numeros representam

cortes hipotéticos para diferentes composigdes de destilados (Almeida, 2018).
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Figura 3.6. Perfil da composicao de topo de um processo de destilacao hipotético (Almeida, 2016).

A realizacdo deste processo a pressao reduzida, proxima ao vacuo, € para
evitar a degradacdo de compostos termolabeis como os compostos presentes nos
OEs. Com a redugao da pressao os pontos de ebuligdo dos compostos presentes na
mistura sao reduzidos em relacdo aos mesmos a pressao atmosférica, reduzindo a

temperatura de operacao necessaria para o processo de separacgao.

Os 6leos essenciais sao constituidos por multiplos compostos, que possuem
grupos funcionais e aplicagdes diferentes. O uso da destilagédo batelada ganha
importancia ja que a composi¢cdo do destilado ao longo do processo em batelada
varia com o tempo, possibilitando cortes enriquecidos com os compostos de
interesse, podendo-se obter, em uma mesma operacido, cortes com mais de um
produto desejado. O fracionamento ainda pode gerar cortes com composigao
especifica em que a relagdo entre componentes demonstra uma sinergia que
potencializa sua aplicacdo (Andres et al.,, 2017). Andres e colaboradores, por
exemplo, apresentaram um estudo do efeito sinérgico entre os compostos
majoritarios presente no 6leo essencial da Piper hispidinervum (safrol e terpinoleno)
na atividade nematicida contra Meloidogyne javanica, onde comprovam que a
proporcao entre esses dois componentes afeta diretamente na atividade bioldgica

investigada.

A elaboracdo e validagcdo de modelos matematicos que simulam o processo

de destilacdo em batelada foram inicialmente baseadas em misturas de
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hidrocarbonetos derivados do petrdleo, posteriormente estendida a compostos
organicos presentes na industria da quimica fina. Entretanto, no que diz respeito ao
processo de fracionamento em batelada de dleos essenciais, a simulacao
matematica € pouco investigada, onde a natureza quimica dos compostos que
constitui os OEs é o maior complicador por nao existir na literatura referéncias
quanto dados de equilibrio de misturas que envolvam componentes presentes nos
OEs, fundamental para aplicagao dos conhecimentos em engenharia relacionados a

este processo (Almeida et al., 2018).

Almeida et al. (2018) implementou um modelo matematico para simulagcéo da
destilacdo em batelada de 6leos essenciais, onde as propriedades necessarias para
calculo do equilibrio da mistura a ser fracionada sao obtidos por modelos preditivos
baseados tanto em quimica computacional como contribui¢des de grupos e relagéo
da termodindmica classica. Ainda, segundo o autor, com a simulagdo é possivel
realizar a otimizagdo do processo, sendo que, para algumas misturas, uma pequena
reducdo no tempo total da batelada corresponde a uma consideravel redu¢cao nos

custos operacionais, tendo vista a alta demanda energética vinculada.

O simulador do processo de destilacdo de 6leos essenciais elaborado por
Almeida (2016) é baseado num modelo matematico composto basicamente pelos
balangcos de massa do sistema e suas relacbes de equilibrio de fases, tendo as
seguintes consideragdes: acumulo molar constante de liquido em cada prato;
acumulo de vapor negligenciavel; equilibrio entre as fases; operacdo adiabatica;
mistura perfeita nos pratos; condensacdo total e sem sub-resfriamento no

condensador.

Segundo Almeida (2016), a simulacdo do processo de destilagao fracionada
de Oleos essenciais € realizada seguindo as etapas apresentadas na Figura 3.7,
onde as trés primeiras etapas estdo relacionadas a obtencdo de propriedades
estaticas, sendo estas fungcédo apenas da temperatura e executadas apenas uma vez
para cada substincia envolvida. Ja as duas Ultimas etapas, calculos das

propriedades da mistura e simulagdo dindmica, ocorrem simultaneamente ao longo
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da simulacdo de maneira dindmica, pois as propriedades sao funcdo da composicao

que varia com o tempo (Almeida, 2016).

Criacdo de Geracao dos

moléculas _ perfis-o

(Avogadro) (MOPAC)

(e
Edicdo do
pacote
termodindmico
(iiSE)
-

Calculo Simulagdo

propriedades de - - dindmica
mistura (iiSE) (EMSO)

Figura 3.7- Etapas para simulagdo do processo de destilagdo fracionada de 6leos essenciais
(Almeida, 2016).

3.6. Nanoemuls3o de Oleos Essenciais

Nanoemulsédo consiste em uma disperséo coloidal de goticulas de 6leo com
tamanho inferior a 500 nm, dispersas em um meio aquoso e estabilizado por um
tensoativo. Diferentemente de emulsdes, as quais sido termodinamicamente
instaveis e naturalmente tendem a separagcdao das fases, as nanoemulsdes
apresentam uma condigdo fisica de metaestabilidade, induzida pelo movimento
browniano das goticulas de 6leo dispersas no meio aquoso. Além disso, forgas
atrativas entre as goticulas tendem a diminuir em sistemas nanométricos, reduzindo

a propensao ao fendmeno de coalescéncia (Donsi et al., 2016).

Nanoemulsbes de Oleos essenciais sdo empregadas para produzir sistemas
que contém o OE disperso de maneira homogénea em concentragées adequadas
para sua aplicagdo. Em escala nanométrica, algumas propriedades do OE podem

ser aprimoradas devido a melhor difusdo dos compostos ativos através de
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membranas bioldgicas, além de minimizar o impacto em propriedades

organolépticas (Prakash et al., 2018).

Diversos estudos envolvendo nanoemulsdes que utilizam diferentes 6leos
essenciais sdo encontrados na literatura, sendo, na sua grande maioria, direcionado
ao setor de alimentos. O uso de nanoemulsdo contendo limoneno, um composto
terpénico presente maijoritariamente no o6leo essencial de frutas citricas, € um
exemplo de estudo realizado para avaliar a atividade in vitro da nanoemulsao
preparada em micro-organismos patdgenos (Zahi et al., 2017). Outro exemplo a ser
citado é o estudo realizado por Amrutha e colaboradores (2017), onde foi avaliada a
atividade antimicrobiana in vitro em Escherichia coli e Salmonella entérica de uma
nanoemulsao contendo o 6leo essencial do cominho (Prakash et al., 2018; Donsi et
al., 2016).

Diferentes metodologias utilizada na preparagdo de nanoemulsdes contendo
6leo essencial sdo encontradas na literatura, podendo ser separadas em duas
abordagens distintas, chamadas de top down e bottom up. As metodologias
baseadas na abordagem top down consistem na redugédo do tamanho de goticula do
6leo por agdo mecanica, necessitando fornecer uma grande quantidade de energia
ao sistema para a producdo da nanoemulsdo. Cita-se como exemplo a
homogeneizagéo a alta pressao e a ultrasonicagao. Ja as metodologias baseadas na
abordagem bottom up produzem nanoemulsdes a partir da associacdo espontanea
dos surfactantes ao redor das moléculas do dleo essencial, como, por exemplo, o
método por dispersao e evaporagao de solvente e o método por inversdo de fases
(Prakash et al., 2018; Donsi et al., 2016).

3.7. Nanoencapsulagdo de Oleos Essenciais

Micro/nanoencapsulacdo € um processo de revestimento fisico no qual
substancias chamadas de nudcleo ativo (pequenas particulas soélidas, goticulas
liquidas ou um gas) sao cercadas por um agente encapsulante com o objetivo de
isolar parcialmente ou completamente os nucleos ativos na forma de capsulas. As
principais metas desse procedimento sdo controlar o nucleo ativo quanto a sua

liberagdo, evitar reacbes de oxidacdo, reduzir sua volatilidade e reatividade e
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aumentar sua estabilidade sob condicbes ambientais adversas como a presenca de

luz, oxigénio ou em meios com pH extremos (Silva et al., 2014).

A micro/nanoencapsulagdo € um procedimento empregado no setor
farmacéutico, visando a produgdo e o desenvolvimento de sistemas que possam
auxiliar na biodisponibilidade de farmacos. Sistemas de liberagdo controlada utilizam
agentes encapsulantes para modular a liberacdo do farmaco, proteger os agentes
terapéuticos contra a degradagéao, superar barreiras biolégicas e serem vetorizados
a sitios de acao especificos, melhorando assim algumas propriedades consideradas
nao ideais dos medicamentos no organismo, como a baixa solubilidade, rapida

decomposicao e baixa biodistribuicao (Lepeltier et al., 2014; Allen et al.,2004).

Os odleos essenciais possuem componentes ativos de caracteristica volatil e
de facil degradacao, quando esses estao expostos a alta temperatura ou em contato
com a luz ultravioleta, comprometendo assim sua atividade bioldgica. Portanto, de
maneira analoga a estudos de sistemas de liberacdo controlada de farmacos, a
micro/nanoencapsulagdo dos EOs vem sendo investigada atualmente a fim de
promover a protegcdo contra degradagdo e modulacdo da liberagdo dos seus
constituintes ativos, prolongando o tempo de permeancia destes compostos no meio
de agao por evitar sua volatilizacdo e proporcionar uma melhor distribuicao quanto a

sua concentracdo (Asbahani et al., 2015).

Melhorar a atividade antimicrobiana e estabilidade do o6leo essencial de
Mentha piperita encapsulada em quitosana e prolongar a liberacdo do 6leo essencial
de Lippia sidoides sao exemplos de trabalhos que utilizaram técnicas de
encapsulacao de OEs (Beyki et al., 2014; De Oliveira et al., 2014). Na Tabela 3.4
sdo apresentados trabalhos relacionados a este procedimento, descrevendo o

método aplicado e finalidade do estudo.

Um conjunto de metodologias que consistem na produg¢ao de particulas com
dimensdes nanométricas encontra-se na literatura, onde substancias sdo revestidas
por um agente encapsulante, geralmente polimeros — polietilenoglicol — ou

biopolimeros — quitosana, gelatina e goma-arabica (De Oliveira et al., 2014). As
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principais metodologias aplicadas a Oleos essenciais s&o nanoprecipitagao,

coacervacgao simples ou complexa e spray drying.

Tabela 3.4 — Publicagdes cientificas relacionadas ao processo de encapsulagéo de OE

Oleo essencial

Agente ] Finalidade e o
ou composto Método L Referéncia
. Encapsulante Aplicacao
terpénico
Prolongar a
o Quitosana e Coacervacao liberacdo e
Lippia sidoides Abreu et al., 2012
goma Complexa melhorar a
atividade bioldgica
Aprimorar a
o Gelatinizagéo atividade bioldgica .
Mentha piperita Quitosana Beyki et al., 2014

I6nica

antimicrobiana e

maior estabilidade

Schinus molle

Maltodextrina e

goma arabica

Spray Drying

Prolongar o efeito

inseticida

Lopez et al., 2014

Promover maior

Lippia sidoides | Policaprolactona Nanoprecipitagcao - Pinto et al., 2016
estabilidade
Zanthoxylum ) o Aprimorar a Christofoli et
Policaprolactona | Nanoprecipitagéo o . .
rhoifolium atividade bioldgica al.,2015
Ocimum Coacervagao Promover Sutaphanit e
Gelatina . )
sanctum Simples estabilidade Chitprasert, 2014
Promover
Gelatinizagao Woranuch e
Eugenol Quitosana . estabilidade
I6nica L Yoksan, 2013
térmica
Aprimorar atividade lannitelli et al.,
Carvacrol PLGA Nanoprecipitacao
antimicrobiana 2011
Cymbopogom ) ] Coacervagao Prolongar a Leimann et al.,
Alcool Polivinilico )
citratus Simples liberagéo 2009
Avaliar o perfil de ]
Origanum ) ) Beirdo-da-Costa
Inulina Spray Drying liberagao do OE
vulgare etal., 2013

encapsulado
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3.7.1. Nanoprecipitagao

A técnica de nanoprecipitagdo, patenteada por Fessi e colaboradores (1989),
€ uma metodologia simples e reprodutiva que possibilita a obtengdo de
nanoparticulas monodispersas, sendo adequada para nanoencapsulacdo de
compostos hidrofébicos, como os 6leos essenciais. A técnica consiste na formagao
de duas fases misciveis: uma fase organica, a qual contém o agente encapsulante
em um solvente organico juntamente com o 6leo essencial, e outra fase aquosa. As
nanoparticulas sao formadas instantaneamente pela rapida difusdo do solvente
organico na fase aquosa, o qual é despejado lentamente e sob forte agitagcdo de
maneira a proporcionar a sua maxima dispersdo, sendo posteriormente eliminado
por uma etapa de volatilizagcdo a pressdo reduzida. Os agentes encapsulantes
utilizados nesta técnica sdo geralmente polimeros como policaprolactona (PCL), poli-
lactico-co-glicélico (PLGA) e poliacido lactico (PLA) (Asbahani et al., 2015; Khoee e
Yaghoobian, 2009; Quintanar-Guerrero et al., 1996).

Pinto e colaboradores (2016) utilizaram o método para formular nanocapsulas
em suspensdo aquosa contendo o 6leo essencial de Lippia sidoides e utilizando
policaprolactona (PCL) como agente encapsulante. Segundo os autores, estudos
prévios relacionados a nanoencapsulagcdo de o6leos essenciais utilizaram como
material encapsulante polimeros de origem natural, como alginato, quitosana e goma
arabica, os quais apresentaram origem duvidosa e viabilidade econdmica incerta.
Ainda, segundo os autores, estes polimeros de origem natural apresentam
limitagbes quanto a sua utilizacdo para este fim por apresentar qualidade irregular,
tornando os resultados n&o reprodutivos. Por outro lado, polimeros sintéticos, como
a PCL, sao testados e utilizados amplamente em diversas aplicagdes industriais, o

que garante sua padronizacao.

Christofoli e colaboradores (2015) também utilizaram o método de
nanoprecipitagdo para produzir nanocapsulas contendo Oleo essencial de
Zanthoxylum rhoifolium em policaprolactona, obtendo particulas com morfologia

esférica e homogéneas com uma eficiéncia de encapsulagao superior a 96%.



37

3.7.2. Coacervagao simples ou complexa

A técnica de coacervacao é definida pela separagao de duas fases liquidas
em uma solucao coloidal, sendo classificada como simples ou complexa se um ou
dois materiais poliméricos forem utilizados, respectivamente. A fase rica em polimero
€ chamada de fase coacervada e a que nao contém o polimero é chamada de
solucdo de equilibrio. A coacervacdo simples utiliza um solvente para induzir a
separacao das fases, como acetona ou solucido de sulfato de sodio. Ja a
coarcevacido complexa utiliza outro polimero de carga oposta para neutralizar as
cargas, sendo resultado da interagdo eletrostatica atrativa dos polimeros a indugéo
da formacao de duas fases. A encapsulagcao ocorre pela deposi¢cao da fase rica em
polimero ao redor das goticulas do material hidrofébico, induzido pelo resfriamento
abaixo da temperatura de gelificagdo, seguido por uma etapa de endurecimento do
material encapsulante através da adicdo de um agente que promove a ligagéo
cruzada entre as moléculas do polimero. Gelatina, goma arabica e quitosana sao os
principais polimeros empregados nesta técnica (Asbahani et al., 2015; Lemetter et
al., 2009).

Sutaphanit e Chitprasert (2014) utilizaram o método de coacervagédo simples
para encapsular o Oleo essencial de Ocimum sanctum em gelatina, utilizando
glutaraldeido para promover a ligagado cruzada entre as moléculas poliméricas. As
particulas obtidas tiveram uma morfologia porosa e nao uniforme, com tamanho na

ordem de 300 um.

3.7.3. Spray Drying

Spray drying € um método tipico de produgédo de particulas na forma de pé
aplicavel a escala industrial e também a processo de encapsulagéo. O principio
funcional dessa técnica possui trés componentes principais: um atomizador ou
nebulizador, que converte a solugdo em gotas; uma fonte de calor, que vaporiza o
solvente, difunde o soluto e precipita o produto final; e um coletor de particulas. As
vantagens principais dessas técnicas sado o baixo custo, a condigcdo de ser um

processo continuo e a aptidao de produzir nanoparticulas esféricas, quimicamente
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homogéneas e de diversos tipos de materiais (Nandiyanto e Okuyama, 2011;
Iskandar, 2009).

A selecdo do agente encapsulante apropriado é uma das principais etapas
para o processo de micro ou nanoecapsulacédo por spray drying. Os mais comuns
empregados, por exemplo, para industria de alimentos, sdo a goma arabica e a
maltodextrina (Rajabi et al., 2015).

Fernandes e colaboradores (2016) utilizaram o método para encapsular 6leo
essencial de Zingiber officinale em goma arabica (Gm), uma mistura de goma
arabica maltodextrina (Gm/Ma) e goma arabica com insulina (Gm/In). O processo
parte da formagdo de uma emulsdao de uma solugcdo que contém estes agentes
encapsulantes com o 6leo essencial, utilizando uma sonda ultrassénica. A emulséo
preparada € processada no spray drying para formagao das particulas na forma de
po seco. As particulas obtidas pelos autores tiveram uma eficiéncia de encapsulacao
de 93% para a mistura (Gm/Ma), entretanto ndo apresentaram homogeneidade

quanto ao tamanho e morfologia.

3.8. Atividade ixodicida e sua importancia no setor agropecuario

O carrapato é um ectoparasita responsavel por um grande impacto
econdmico no setor agropecuario. Sua agao parasitaria proporciona consequéncias
diretas em bovinos, como perda de peso por toxinas e irritacdo, anemia e danos na
pele causada pela succdo de sangue e diminuicdo na fertilidade e na producéo de
leite (Mapholi et al., 2014). Grisi e colaboradores (2014) estimaram que as perdas
anuais associadas a estas consequéncias eram de pelo menos 13,96 bilhdes de

dolares no Brasil.

Rhipicephalus (Boophilus) microplus ¢é considerado o mais importante
ectoparasita da industria agropecuaria mundial, encontrado em zonas tropicais e
subtropicais dos paises da Ameérica Latina, Africa, Asia e Oceania, sendo
responsavel no Brasil por uma perda anual de estimados 7,11 bilhdes de dodlares
(Grisi et al., 2014; Calligaris et al., 2013; Cruz et al., 2015).
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Os Estados Unidos iniciou em 1906 o Cattle Fever Tick Eradication Program
(CFTEP) que eliminou o Rhipicephalus (Boophilus) microplus em 1941 em treze
estados, através do uso de acaricidas quimicos. Entretanto, o uso exagerado de
produtos ixodicidas sintéticos, com diferentes mecanismos de agao, gerou a selegao
natural de carrapatos resistentes para diferentes classes quimicas destes produtos,
incluindo os organofosforados (Guerrero et al., 2012; Miller et al., 2008), piretroides
sintéticos (Li et al., 2007; Miller et al., 2007) e os formamidinas (Corley et al., 2013; Li
et al.,, 2007). Em muitos paises, o crescimento da populagdo de carrapatos com
resisténcia chegou ao ponto que poucos acaricidas sintéticos continuaram a

apresentar eficiéncia superior a 75% (Graf et al., 2004; Gross et al., 2015).

Neste contexto, o uso de métodos para o controle de carrapatos no setor
agropecuario sem a utilizagdo de produtos ixodicidas sintéticos se tornou promissor.
Compostos acaricidas fitoquimicos, como, por exemplo, 6leos essenciais, pode
representar uma ferramenta util para o controle de ectoparasitas (de Oliveira Cruz et
al., 2013).
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Preparo da Matéria Prima

A matéria-prima base do estudo consiste em partes aéreas da Piper
hispidinervum cultivada no centro de agricultura EMATER localizado em Porto
Alegre, Rio Grande do Sul. As sementes foram obtidas da Pirisa Pireto Industrial
Ltda e cultivadas sob irrigacdo, onde a quantidade de agua utilizada é equivalente
ao registro médio de chuva anual da regido, em torno de 1350 mm (Cassel et al.,
2016).

Para padronizacdo da matéria-prima, as partes aéreas da pimenta-longa
passaram por uma etapa de secagem em uma estufa a 40° C e sua umidade foi
determinada utilizando uma balanga termogravimétrica a 60° C. Considerou-se
adequado para a continuidade dos experimentos valores de umidade que variaram
entre 2% a 8%. A justificativa para utilizagdo da matéria-prima seca se da pela
grande variacdo da umidade quando a mesma se encontra in natura, sendo
dependente de fatores externos, como temperatura e umidade do ar,
impossibilitando a sua padronizacdo e prejudicando a reprodutibilidade dos

resultados.

4.2. Obtencao do Oleo Essencial

A obtencao do 6leo essencial de Piper hispidinervum foi realizada em uma
unidade piloto de destilagcido por arraste a vapor, localizada no Laboratério de
Operagdes Unitarias da Pontificia Universidade Catélica do Rio Grande do Sul. A
unidade consiste basicamente de uma caldeira que gera o vapor, um vaso de
extragdo onde é depositado o material vegetal, um condensador para liquefazer a

mistura 6leo essencial-agua e um separador liquido-liquido que promove a formagao
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de duas fases, fase Oleo e fase agua. A caldeira possui sensores de niveis (tanto
superior como inferior), pressao e temperatura, e o vapor é gerado por uma
resisténcia elétrica de 2kW/h. O vaso extrator possui uma capacidade de 10 L de
volume util e sensores de temperatura e pressdo. O condensador € do tipo
multitubular casco-tubo refrigerado com agua a aproximadamente 1° C. As Figuras

4.1 e 4.2 apresentam a unidade piloto e seu fluxograma, respectivamente.

Figura 4.1. Unidade Piloto de Destilagao por Arraste a Vapor

O equipamento foi projetado com o objetivo de obter dados experimentais
adequados para o scale up, visando ao projeto e a operagao de unidades industriais
de producdo de dleos essenciais por arraste a vapor. As varidveis de processo
medidas pelos sensores sdo monitoradas através de uma interface com o usuario
(Figura 4.3), utilizando um software de controle com graficos de tendéncias e
displays.
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Figura 4.2. Fluxograma da unidade de destilagao por arraste a vapor: [T] — Sensor de temperatura; [P]
— Sensor de pressao; [N] — Sensor de nivel; [1] — Caldeira; [2] — Vaso Extrator; [3] —Trocador de calor;

[4] — Separador liquido-liquido.
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Figura 4.3. Software de monitoramento da unidade piloto de destilagao por arraste a vapor.

As extracbes na unidade piloto por arraste a vapor foram realizadas
utiizando 400 g das partes aéreas da pimenta-longa seca, o suficiente para

preencher todo o leito do vaso extrator. Os experimentos foram realizados em trés
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diferentes pressdes (1 atm, 2 atm e 3 atm) com o objetivo de avaliar o efeito deste
parametro no rendimento do processo, bem como na cinética da extracdo e na
composicao do 6leo essencial obtido. Os experimentos foram realizados em ftriplicata
para cada condi¢ao, sendo mensurada a quantidade de 6leo essencial extraido de 5
em 5 min, partindo da percepcdo da primeira gota de condensado gerado até o
momento onde ndo houve uma variagao significativa no volume de d6leo extraido.

Com estes dados foram gerados as curvas de extragdes rendimento versus tempo.
4.2.1. Avaliacao da porosidade do leito ao longo do processo extrativo

A porosidade do leito extrativo € um parametro necessario para aplicagcdo do
modelo matematico baseado num balanco material (Reverchon, 1996). Para
determinacao deste parametro, primeiramente é preciso determinar o volume real
ocupado da planta, sendo possivel assim estabelecer o valor de sua massa

especifica.

O volume real da planta foi determinado utilizando a técnica de picnometria a
gas (Ruggieri et al., 2009), com o uso de multipicndmetro (Quantachrome). O gas
utilizado foi o nitrogénio e a massa da amostra utilizada foi de 10 g. A partir da
queda de pressdo estabelecida no experimento, € possivel calcular o volume

ocupado pela amostra, aplicando a Equacgao 4.1.
Vs = Ve = Va((2) - 1) (4.1)

onde Vs é o volume da amostra, V¢ € o volume da célula, Vx € um volume de
referéncia do equipamento, P1 € a presséao inicial e P, € a pressao final. A massa
especifica é entao determinada pela razdo entre a massa da amostra e o seu volume
(V).

A avaliagdo da variacdo da porosidade ao longo do processo extrativo foi
realizada através da interrupcao do processo de extracao em diferentes tempos (40,
80 e 120 min) para assim avaliar a altura do leito, que pode variar devido a sua

compactagéo ao decorrer do processo. O estudo também avaliou a variagado deste
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parametro em trés diferentes pressdes (1 atm, 2 atm e 3 atm). Os experimentos
foram realizados em ftriplicatas para cada tempo de interrupcdo e pressao,

totalizando 27 extracoes.

Uma equagdo para porosidade em fungdo do tempo (g(t)) pode ser

determinada, portanto, como funcgéo da altura do leito (Equacao 4.2).

mS
VoV o (4.2)
W=y =1-y=1"Zno

onde Vy é o volume de vazios, V: € o volume total, Vs € o volume da planta, ms &
massa de planta, ps € massa especifica da planta , A € a area da segao transversal

do leito e e H(t) € a altura do leito.

4.2.2. Modelagem matematica do processo de extragao

A modelagem matematica do processo de extragdo por arraste a vapor do
O0leo essencial da Piper hispidinervum foi realizada baseada no modelo de
Reverchon (1996). Este modelo considera que a dispersao axial € negligenciavel, a
densidade e vazao de solvente sdo constantes e o 6leo essencial € um pseudo-
componente. As equacdes diferenciais estdo vinculadas ao balanco material
realizado na fase solvente e outro na fase sélida que constitui o leito de extracao,
associando este conjunto de equacgbes diferenciais parciais a transferéncia de
massa nessas fases. As Equacdes 4.3 e 4.4, que representam o modelo, estido

descritas abaixo:

Balangco de massa na fase fluida:

aC(z,t) aC(z,t) 1—¢ dq(zt)
= —7p —_

4.3
ot oz e ot 4-3)
Balango de massa na fase sdlida:
q(z,t) i

= —krulq(z,t) — q(z,)"] (4.4)

ot
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onde C(z,t) é a concentragdo de Oleo na fase vapor, ¢(z,t) é o teor de 6leo na
planta em geeo/kgpianta, € a velocidade intersticial do vapor, ¢ € a porosidade do
leito, k,, € o coeficiente global de transferéncia de massa e p, € a massa

especifica da planta. A relagao de equilibrio entre as fases é descrita pela Equacao
4.5.

q(z,t)" = KC(z,t) (4.5)
onde K é a constante de equilibrio entre as fases. A resolucdo do sistema de
equagdes diferenciais parciais segue ainda as seguintes condi¢des de contorno e
inicial:

Condigdes iniciais (em t=0):

t=0-C(z,t)=0; q(z,t) = q, emtodo z

Condigdes de contorno (z=0)

z=0-C(z,t) =0emtodo ¢

A incorporagdo ao modelo proposto por Reverchon (1996) do paréametro
porosidade como uma variavel temporal representa um aprimoramento do modelo
matematico quando aplicada a extragao por arraste a vapor, pois se aproxima mais
da condicdo real, onde ocorre a compactacdo do leito extrativo ao longo do

processo. Assim, a modificagdo no modelo utilizado neste estudo se da no balancgo

material para fase fluido (Equacao 4.6).

aC(zt)  aC(zt) 1—e) 0q(z0)
ot U a9z e P ae

(4.6)
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onde o termo de porosidade como uma variavel temporal (g(t)) € inserida no modelo
através da determinagdo de uma equacdo empirica fungcdo da altura do leito,

apresentado na Equacéo 4.7.

H(t) — Hy
71— Bt

H; — Hq (1 —expP") (4.7)
onde H(t) é a altura do leito variavel com o tempo, Ho € a altura inicial do leito, Hr é
altura final do leito, B € o parametro ajustavel aos dados experimentais da variagao

da altura do leito.

O sistema de equagbes diferenciais parciais € resolvido numericamente
utilizando o simulador dinamico de equagdes EMSO (Environment for Modeling,
Simulation and Optimization), onde os parametros coeficiente global de transferéncia

de massa (k,,, ) e a constante de equilibrio entre as fases (K ) sdo estimados a partir

do ajuste dos dados experimentais da curva de extragcdo pelo método de minimos

quadrados, usando o algoritmo otimizador de Nelder-Mead.
4.3. Analise da Composigido Quimica do Oleo Essencial

A analise da composicdo quimica do o6leo essencial de pimenta-longa foi
realizada em um cromatografo a gas (CG), acoplado a um espectrdmetro de massa
(EM); equipamento Hewlett Packard — Agilent sistema CG/EM (GC/MS em inglés),
CG modelo 7890A e EM modelo 5975C. As amostras foram preparadas contendo 30
mg do 6leo essencial diluidas em 50 mL de metanol. A coluna utilizada foi uma HP-
5MS, 30 m x 250 um de didmetro interno com espessura de filme de 0,25 pm. O gas
de arraste utilizado foi hélio ultra puro com fluxo de 0,8 mL/min, temperatura do
injetor 250 °C, volume de inje¢ao 1 pL, no modo split, razdo de split 1:10. O método
de analise inicia a uma temperatura de 60 °C, que se mantém durante 08 min,
aumentando a 03 °C/min até 180 °C, mantendo esta temperatura por 1 min,
aumentando a 20 °C/min até 250 °C e mantendo essa temperatura por 10 min. A

temperatura da interface entre o cromatografo e o EM foi de 230 °C, a voltagem de
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ionizagao por impacto de elétrons foi 70 eV e a faixa de massa analisada foi de 40 a
450 u.

Os compostos foram identificados através dos seus indices de retencao,
determinados a partir de uma série de n-alcanos (C8-C20), com aqueles reportados
na literatura (Adams, 2007). A comparagao dos espectros de massas também foi

realizada para a confirmacgao da identidade dos compostos.

Padrées de safrol (>96%) e terpinoleno (>90%) foram utilizados para
obtencdo de uma curva de calibracdo destes compostos, seguindo a metodologia
supracitada, variando a razado de split (1:20; 1:10; 1:5; 1:3; 1:2; 1:1), permitindo
assim obter o percentual em massa destes compostos presentes em cada amostra.
O padrao de safrol foi obtido a partir do fracionamento do 6leo essencial da pimenta-
longa, seguindo a metodologia relatada na secéo 4.4 deste trabalho. Ja o padrao de

terpinoleno foi adquirido da empresa Sigma-Aldrich (Alemanha).

4.4. Fracionamento do 6leo essencial da pimenta-longa

O processo de fracionamento por destilagao fracionada a vacuo em batelada
do éleo essencial de pimenta-longa tem como objetivo principal obter safrol com alto
grau de pureza, bem como recuperar fragbes que contém diferentes proporgdes
massicas dos compostos majoritarios do 6éleo essencial, safrol e terpinoleno, devido
a comprovada agao sinérgica entre estes dois compostos referentes a atividades
biologicas. Para isso, a metodologia aplicada a este processo foi separada em

quatro etapas, como apresentado na Figura 4.4.

Metodologiae

Projeto e montagem ) Simulacdo Fracionamento do dleo
estrutural da coluna de | — ob:cengao de — computacional do _- | essencial da pimenta
destilacdo parametros de processo longa
processo

Figura 4.4. Metodologia aplicada para o processo de fracionamento do 6leo essencial de pimenta-

longa por destilagdo fracionada a vacuo em bateladas.

4.4.1. Projeto e montagem estrutural da coluna de destilagao
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A montagem da coluna de destilagdo em batelada tem por objetivo obter um
equipamento capaz de fracionar 6leos essenciais, operando a vacuo, com controle
de razdo de refluxo e monitoramento da temperatura de topo e fundo. O
equipamento foi projetado em escala laboratorial (Figura 4.5 a), utilizando um balao
volumétrico de 250 mL como refervedor, o qual é aquecido por uma manta de
aquecimento da marca Fisatom. A coluna é de vidro com 15 mm de didmetro e 20
cm de altura com recheios cilindricos de vidro com diametro interno de 5 mm e altura
de 7 mm. Uma vidraria projetada para realizar a fungéo de tanque de acumulo foi
acoplada ao topo da coluna (Figura 4.5 b), a qual permite a passagem do vapor
ascendente e direciona o liquido resfriado para uma valvula solenoide, que por sua
vez é responsavel por alternar o fluxo ora para coluna ora para coleta do produto.
Um temporizador NT240 e um controlador N1040, ambos da NOVUS, foram
utilizados para atuar na valvula solenoide, estabelecendo uma razdo de refluxo
constante ao longo do processo e as temperatura de topo e fundo foram

monitoradas utilizando termopares do tipo Pt-100.

O equipamento foi projetado em escala laboratorial devido a disponibilidade
de pequena quantidade de d6leo essencial de pimenta-longa, visto que este extrato
volatil ndo é comercializado, sendo assim obtido na unidade piloto de extragao por

arraste a vapor.

Muitos compostos terpénicos presentes em 6leos essenciais sdo termolabeis,
portanto o processo de destilagdo deve ocorrer em pressdes reduzidas, proximo ao
vacuo. Uma linha de vacuo conectada a uma bomba de vacuo da marca TECNAL
modelo TE-058 foi acoplada no topo do condensador e no sistema de coleta do
produto destilado. O sistema de coleta (Figura 4.6) consiste em uma vidraria de duas
pontas, uma ponta é conectada com a linha de vacuo e outra é utilizada para o
transporte do produto destilado; e uma vidraria composta por um jogo de valvulas, o
qual permite restringir o vacuo e permitir que o baldo de coleta fique a pressao

atmosférica, sem interferir na pressido de operagao da coluna.



(A)

Figura 4.5. Coluna de destilagdo em batelada (A) e tanque de acumulo no topo da coluna (B).

(8)

(A)

Figura 4.6. Vidraria de duas pontas (A) e frasco de coleta das fragoes (B).
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4.4.2. Metodologia e obtencado de parametros de processo da coluna de

destilagao

Os experimentos realizados na coluna de destilacdo em batelada consistiram
em alimentar o baldo volumétrico com a mistura a qual se deseja fracionar. Esta
mistura é aquecida pela manta térmica a uma poténcia controlada, vaporizando os
compostos presentes. O vapor gerado preenche toda a coluna recheada, chegando
ao condensador resfriado por um banho termostatico a temperatura de 5 °C. O vapor
€ entdo condensado e gotejado no tanque de acumulo no topo da coluna e este
liquido é direcionado para valvula solenoide. A operacdo de destilagdo inicia em
refluxo total até que o estado estacionario seja alcangado. Em seguida é definida

uma razao de refluxo, comegando entdo a coleta de cortes do fracionamento.

Ensaios de avaliacdo do comportamento da coluna foram realizados com o
objetivo de verificar o funcionamento do equipamento, através do monitoramento do
sistema de aquecimento, do controle da razdo de refluxo e dos sensores de
temperatura e pressao, bem como a verificagdo da presenca de vazamento. Para os
ensaios foi utilizada agua destilada, onde a temperatura de ebuligdo foi monitorada,
determinando assim a pressao de operacdo da coluna. Os dados experimentais
foram comparados com dados de propriedades termodindmicas da agua saturada
(Van Wylen, 2013).

A obtencdo de pardmetros de processo € uma etapa necessaria para
simulagdo computacional baseada no modelo matematico apresentado na secéo
3.5. O holdup da coluna, ou seja, o volume de liquido retido na coluna durante a
batelada foi mensurado a partir de um volume conhecido na alimentacéo (40 mL) de
agua destilada, o qual foi submetido ao processo de destilagdo seguindo a
metodologia supracitada. O experimento foi realizado em triplicata e o holdup foi
determinado pela diferengca entre o volume inicial da alimentagdo com o volume

remanescente apds o processo somado ao volume coletado no topo da coluna.

O numero de pratos tedricos foi determinado utilizando 40 mL de uma mistura
etanol/acetona (3:1 v/v), a qual foi submetida ao processo de destilagdo na coluna

projetada. Ao entrar em estado estacionario, sobre refluxo total, uma aliquota do
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primeiro estagio de equilibrio atingido pela coluna foi retirada, a temperatura de topo
foi determinada, possibilitando a obtencdo da sua composicdo por
espectrofotometria. Para avaliacdo da composi¢cdao, uma curva de calibragao foi
realizada para mistura em questdo, onde diferentes amostras foram preparadas,
variando a composicao entre etanol/acetona, e sua absorbancia foi mensurada em
um comprimento de onda de 330 nm (cutoff da acetona), utilizando etanol como
branco. De posse da composicdo do primeiro estagio de equilibrio atingido, o
simulador descrito na se¢ao 3.4.1 foi utilizado para calcular o numero de pratos

tedricos da coluna.

4.4.3. Simulagao computacional do processo de destilagdo em batelada

A simulacdo computacional do processo de destilacao fracionada para o dleo
essencial de Piper hispidinervum € uma etapa fundamental para realizar a
otimizagdo do processo, visando o isolamento do safrol e a obtengcédo de fragbes
ricas em terpinoleno, sendo estes os compostos majoritarios presentes no 6leo

essencial em questao.

A primeira etapa é a definicho da mistura a ser separada, sendo
caracterizada, tanto qualitativamente, quanto quantitativamente. A composigao inicial
da mistura é definida a partir dos resultados da analise cromatografica do dleo
essencial (secao 4.3). Simplifica-se para dez componentes, levando em conta os
compostos majoritarios. De posse das substancias envolvidas, as moléculas foram
criadas no software Avogadro, onde a molécula é otimizada até seu menor estado
de energia com algoritmo Steepest Descent, gerando um arquivo com as

coordenadas espaciais das moléculas.

O pacote semiempirico de quimica quantica MOPAC interpreta as
coordenadas espaciais para criar uma malha correspondente a distribuicdo de
cargas na superficie molecular, gerando os perfis-c, necessarios para o calculo do
coeficiente de atividade. Um pacote termodindmico empregado em simulacdes
industriais iiISE (Vrtech, 2014) é utilizado para insergéo das propriedades pertinentes
ao calculo do modelo. A presséo de vapor dos compostos foi calculada pelo método

CSGC (Corresponding-States with Group Contribution) e inserida no pacote. O
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modelo matematico foi implementado no simulador genérico de processos EMSO
(Environment for Modeling, Simulation and Optimization) orientado a equacgdes e
adequado para simulagbées dinamicas (Soares e Secchi, 2003) e um plugin de
comunicagdo entre os dois programas EMSO-iSE € utilizado para que as

propriedades sejam atualizadas dinamicamente (Almeida, 2016).

A simulagdo é iniciada em regime de refluxo total, para estabelecer a
concentragao inicial em cada prato, onde o equilibrio é atingido em toda a coluna.
Apos atingir um regime estacionario, em refluxo total, os valores de composicao e
temperatura sdo arquivados e utilizados como ponto de partida para simulagéo. Foi
determinada inicialmente uma razao de refluxo constante igual a 8 com uma carga
inicial no refervedor de 10 mols de 6leo essencial com uma poténcia de aquecimento
de 200 W.

Com a simulagdo é possivel obter, portanto, um perfil de temperatura na
coluna, calculado como consequéncia do equilibrio termodinamico de cada prato. Os
patamares obtidos para temperatura de topo sao utilizados como tomada de decisdo
sobre quando o frasco de coleta de destilado deve ser trocado, visando a obtencao
de diversos produtos por batelada, cada um com uma composi¢cao especifica. Além
disso, a simulagdo gera um grafico onde é possivel avaliar a evolugdo da
composi¢cao do destilado ao longo do tempo de batelada, permitindo tragar um

paralelo entre os perfis de composi¢cao com a temperatura de equilibrio.

4.4.4. Fracionamento do 6leo essencial da pimenta-longa

O fracionamento do 6leo essencial da pimenta-longa foi realizado na coluna
projetada, utilizando 40 mL do 6leo essencial por batelada. Inicialmente o processo
foi mantido sob regime de refluxo total até que ndo houvesse variagdes significativas
na temperatura de topo, indicando que o equilibrio termodinamico foi atingido em
todos os pratos. A valvula solenoide foi entdo ativada alternando a diregao do fluxo,
mantendo 4 s para refluxo da coluna e 0,5 s para o frasco de coleta, mantendo
assim uma razao de refluxo igual a 8 ao longo do processo. A pressao de operagao
foi mantida em 8,0 kPa. As temperaturas de corte do topo da coluna foram definidas

baseadas na simulacdo computacional realizada, estando de acordo com as
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diferentes composi¢des de destilado que se deseja obter. Ao atingir a temperatura
de topo desejada, aliquotas de 1 mL a 2 mL foram retiradas e analisadas por

cromatografia gasosa, segundo a metodologia relatada na sec¢ao 4.3.
4.5. Nanoemulsao do 6leo essencial da pimenta longa

A etapa de preparacdo de nanoemulsdo, contendo o dleo essencial de
pimenta-longa, foi realizada visando obter como produto uma solugédo aquosa
contendo os principios ativos presentes no 6leo essencial em uma concentragcio
reduzida, porém suficiente para possuir atividade bioldgica. Vale salientar que a
atividade ixodicida do 6leo essencial de pimenta-longa possui IC90 na ordem de
microgramas. A producdo de uma nanoemulsdo homogénea e estavel pode
representar uma alternativa para fins de aplicacdo do 6leo essencial como um
produto ixodicida, onde os compostos com principios ativos estariam dispersos de

maneira homogénea e em concentragbes adequadas para sua aplicagao.

Nanoemulsbes contendo o dleo essencial de pimenta-longa foram preparadas
seguindo a metodologia de dispersdo e evaporagdo de solvente (Sessa e Donsi,
2015; Silva et al., 2012). Para isso, 350 mg do éleo essencial foram solubilizados em
15 mL de acetona e adicionado gota a gota, utilizando uma pipeta Pasteur, a 30 mL
de uma solugédo aquosa contendo Twenn 80 1% (m/m), sob forte agitagéo por vortex.
A acéao do vortex € promover a maxima dispersao da solugdo organica na aquosa. O
solvente é entdo removido, utilizando um evaporador rotativo a baixa pressao e
temperatura de 35° C. As nanoemulsbes preparadas foram armazenadas em tubos

Falcon na temperatura de 25°C.

A estabilidade de emulsdes pode ser avaliada visualmente, onde a formagao
de duas fases indica instabilidade provocada por sedimentagéo, coalescéncia ou
floculagcdo das goticulas. Entretanto, uma analise mais criteriosa foi aplicada as
nanoemulsdes preparadas: determinagédo do didmetro hidrodindmico das goticulas
por espalhamento de luz dindmica (DLS) e determinacdo do potencial zeta,
realizadas em equipamento ZetaSizer® Nanoseries (Malvern, Inglaterra), onde 10 pL

da nanoemulsdo preparada foram diluidas em 1 mL de agua. A avaliagdo destes
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parametros foi realizada ao longo de cinco meses apds a preparagao da

nanoemulsao, sendo que estas foram preparadas em triplicata.

Visando avaliar a reprodutibilidade dos resultados foi realizado o calculo do
coeficiente de variagao (CV), definido pela razdo do desvio padrdao com a média dos
resultados obtidos. A Tabela 4.1 apresenta uma classificacdo para o coeficiente de

variacao, segundo Ferreira et al. (1991).

Tabela 4.1. Classificagdo do Coeficiente de variacao (CV) segundo Ferreira et al. (1991)

Faixa Dispersao dos resultados cv
Até 15% Baixa disperséo dos resultados (Dados homogéneos) Baixo
Entre 15% e 20% Média disperséo dos resultados Médio
Entre 20% e 30% Alta dispers&o dos resultados Alto
Maior do que 30% Dispersao dos resultados muito alta Muito Alto

Além disso, foi avaliada a quantidade massica de 6leo essencial perdida no
processo, ja que a etapa de remocido de solvente se da a pressdo reduzida,
podendo acarretar na volatilizagdo dos compostos terpénicos, juntamente com o
solvente. As analises foram realizadas por espectrofotometria, onde aliquotas de 50
uL da nanoemulsdo preparada foram diluidas em 10 mL de acetato de etila,
avaliando assim sua absorbancia. Previamente, o comprimento de onda aplicado foi
determinado utilizando um espectrofotdbmetro com varredura para uma solucao
contendo o OE de pimenta-longa solubilizado em acetato de etila em concentragdes
de 0,05, 0,025 e 0,0125 mg/mL, variando o comprimento de onda de 190 nm até 320
nm. Apds a determinacdo do comprimento de onda adequado, uma curva de
calibracdo foi estabelecida por regressao linear, usando concentracbes de 0,05.
0,025, 0,0125, 0,00625, 0,00312 e 0,00156 mg/mL em solugbes contendo o OE e
acetato de etila. Devido as baixas concentragdes empregadas, justificada pela alta
absorbancia apresentada pelo safrol (composto maijoritario do OE), o experimento foi
realizado em ftriplicata, sendo que, para cada concentragcdo, foram preparadas e

medidas trés amostras, visando assim a minimizacao do erro na quantificagao.
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4.6. Nanoencapsulagao do 6leo essencial da pimenta longa

A etapa de nanoencapsulacdo do Oleo essencial de pimenta-longa foi
realizada com o objetivo de proporcionar um revestimento fisico aos compostos
terpénicos do 6leo essencial, formando assim um produto em solu¢ao aquosa, onde
os constituintes ativos do 6leo essencial estdo dispersos de maneira homogénea e
em concentracoes reduzidas. As nanocapsulas sdo preparadas em concentragoes
analogas as das nanoemulsdes preparadas. Além disso, espera-se que com este
procedimento ocorra a protecao dos compostos terpénicos pelo revestimento fisico
do agente encapsulante, alterando a liberacdo dos seus constituintes ativos, de
maneira a prolongar o tempo de permeéancia destes compostos no meio de agéo por
evitar sua volatilizagdo, promovendo assim um aprimoramento na sua atividade

bioldgica.

O agente encapsulante utilizado nesta etapa foi a policaprolactona (PCL 40
kDA), cedido pela empresa PURAC (Alemanha). A PCL é um polimero
biodegradavel e biocompativel, insoluvel em agua e amplamente utilizado em

diversas aplicagdes industriais.

As nanocdapsulas de policaprolactona contendo o éleo essencial de pimenta-
longa foram preparadas pelo método de nanoprecipitacdo (Fessi et al., 1989).
Inicialmente € preparada uma fase orgéanica (FO) contendo o biopolimero (PCL) e o
principio ativo (6leo essencial), diluidos em 15 mL de acetona. Em seguida, a FO ¢é
adicionada gota a gota, utilizando uma pipeta Pasteur, a 30 mL de solu¢cdo aquosa
contendo Twenn 80 1% (m/m), sob forte agitagdo por vortex. Apos a adigéo da FO, a
emulsao € mantida 1 min sob forte agitagdo, garantindo assim a maxima dispersao
das fases. Nesta etapa foram realizados testes utilizando uma sonda ultrassénica de
20 KHz, na qual a aplicagdo da sonda foi realizada com diferentes amplitudes (20%,
30%, 40%, e 50%) por um tempo de 10 min, utilizando um banho de gelo para evitar
o0 aquecimento da amostra. Em seguida o solvente orgéanico (acetona) foi removido
da solugcdo em um evaporador rotativo sob pressdao reduzida e temperatura
constante de 35° C. Diferentes proporgbes massicas polimero/dleo essencial foram

preparadas e suas composicdes sao apresentadas na Tabela 4.2. Os experimentos
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foram realizados em ftriplicatas para cada proporcdo, sendo que a proporgao
massica 1:5 foi a utilizada no teste da aplicacao da sonda ultrassdnica. As amostras

foram armazenadas na geladeira em tubo Enppendorf na temperatura de 5 °C.

Tabela 4.2. Formulagdes preparadas para nanoencapsulagéo do dleo essencial de pimenta-longa.

Formulacdo Razéo’ Massa de Massa de Aplicacdo da Sonda
Polimero/Oleo | Polimero (mg) Oleo (mg) Ultrassonica (amplitude)
F1 1:0,5 70 35 -
F2 1:1 70 70 -
F3 1:2 70 140 -
F4 1:3 70 210 -
F5 1:4 70 280 0%*; 20%; 30%; 40%; 50%
F6 1:5 70 350 -
F7 2:1 140 70 -

*experimento sem o uso da sonda ultrassoénica.

As nanoparticulas geradas foram caracterizadas por microscopia eletrénica
de varredura por emissédo de campo (MEG-FEG), espalhamento de luz dinamico
(DLS) e potencial zeta. As analises de microscopia foram realizadas no equipamento
(Fei® Inspect F50) instalado no Laboratério Central de Microscopia e Microanalises
da PUCRS. Para geragédo das imagens, uma gota de cada amostra foi aplicada em
uma fita de carbono e metalizada por 80 s, utilizando um equipamento de gold
sputtering. Para visualizagao das particulas foi utilizada uma distancia de trabalho de
12 mm, forca de raio de 20 kV e magnificacao de 2500-5000 vezes. A determinagao
do didmetro hidrodinamico, realizada por DLS, bem como as analises de potencial
zeta, foram realizadas no equipamento ZetaSizer® Nanoseries (Malvern, Inglaterra),
onde 10 puL da nanocapsulas preparada foram diluidas em 1 mL de agua para

analise.

A eficiéncia do processo de encapsulacdo do 6leo essencial foi determinada
por espectrofotometria, fazendo-se o uso da curva de calibragdo obtida segundo a
metodologia apresentada na secao 4.5 deste trabalho. Inicialmente foi determinada
a massa de 6leo essencial perdida no processo de maneira analoga a realizada para
as nanoemulsodes. A quantidade de 6leo essencial encapsulado foi determinada pelo

método de filtragdo por centrifugagdo. Para isso, 0,5 mL da suspensdo contendo as
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nanocapsulas foram adicionadas em filtros centrifugos de membranas de celulose
regenerada da marca Microcon, com limite de peso molecular de 10 kDa (Merck,
Alemanha). A suspensao foi centrifugada por 20 min a 10000 rpm e 100 pL do
ultrafiltrado foram solubilizados em 5 mL de acetato de etila para quantificacio por
espectrofotometria do 6leo essencial ndo encapsulado. A eficiéncia do processo de

encapsulacao foi determinada pela equacgéao 4.8.

me; —m
EE% =—— """ 100 (4.8)
my

onde m, € a massa de 6leo essencial adicionado no inicio do processo, m; € a
massa de OE na suspensao de nanoparticulas formada e my € massa de OE

presente no ultrafiltrado.

4.7. Avaliagdo do perfil da evaporagdo do 6leo essencial de pimenta-longa

nanoencapsulado em policaprolactona

A etapa de avaliagcao do perfil de evaporagcédo do 6leo essencial de pimenta-
longa foi realizada com o objetivo de verificar se de fato o procedimento de
revestimento fisico do o6leo essencial retardou o seu processo difusivo,
proporcionando assim um aprimoramento na sua atividade biolégica devido ao
aumento do tempo de permanéncia destes compostos ativos no meio de acdo. Para
isso, 20 mL da formulagdo F6 (Tabela 4.2), seguindo a metodologia relatada na
secdo 4.6, foram submetidas a ensaios experimentais utilizando uma célula de
Arnold (Figura 4.7). O processo de transferéncia de massa se da por difusao, onde o
6leo essencial presente nas nanocapsulas evapora para o ar presente na proveta,
sob a hipétese de gas estagnado. O mesmo procedimento foi realizado utilizando a
nanoemulsao, para assim realizar a comparacao da cinética de evaporagao do dleo

essencial encapsulado com o nanoemulsionado.

Os ensaios experimentais consistem em obter dados de concentragao de 6leo
essencial presente na suspensdo das nanoparticulas ao longo do processo de
evaporagcdo. Dados de concentracdo de oOleo essencial da nanoemulsdo também

foram coletados para realizar a comparagao entre as cinéticas de evaporacao.
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Estes dados foram obtidos por espectofotometria, onde aliquotas de 50 uL foram
diluidas em 10 mL de acetato de etila e determinado assim sua absorbéancia, onde,
através de uma curva de calibragéo, determina-se a concentracao do 6leo essencial
presente na suspensdao das nanocapsulas (sendo também realizado para
nanoemulsdo). O experimento foi realizado ao longo de 28 dias, sendo que as
amostras foram coletas nos tempos de 1, 2, 3, 7, 14, 21 e 28 dias apods o inicio do
processo difusivo. Cada coleta foi realizada em triplicata, onde foi mensurada a
absorbancia trés vezes para cada amostra coletada, visando a minimizagao do erro.
A temperatura foi mantida constante em 25° C ao longo de todo experimento,
utilizando uma resisténcia elétrica aletada para aquecer o ar no interior da célula
com um controlador PID associado a um termopar para manter a temperatura
constante. Um cooler foi acoplado na parte superior da célula para gerar um fluxo de
ar no contorno z = L do caminho difusivo, sendo possivel considerar que nesta

condigao de contorno possui concentragcao de 6leo essencial igual a zero.

Figura 4.7. Célula de Arnold
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4.7.1. Modelagem Matematica do Processo de Evaporagio do Oleo

Essencial

A modelagem matematica do processo de transferéncia de massa por
difusdo, onde o d6leo essencial (a) presente nas nanocapsulas evapora para o ar (b)
presente na proveta (Figura 4.7), parte de um balango material do liquido que

contém a suspensao das nanoparticulas (Equacao 4.9).

a.Dla _ Ng;A

ac W

(4.9)

pia ) . , .
onde % € a taxa de massa de 6leo essencial por unidade de volume, N,; € o fluxo

massico de dleo essencial avaliado na interface com o liquido, A é a area
perpendicular ao fluxo e V; € o volume de liquido. Assume-se que a mistura que
compde o 6leo essencial € um pseudocomponente (a), o nivel de liquido (agua) nao
varia com o tempo, os gases a e b tem comportamento ideal e a difusdo ocorre sob
a hipotese de gas estagnado. O fluxo massico de o6leo essencial € avaliado pela 12
lei de Fick (Equacéao 4.10).

p
N, = —DgpVpya + f(Na + Np) (4.10)
t

onde o primeiro termo da equacao representa o fluxo com origem no gradiente de
concentragao, o segundo termo representa o fluxo com origem na condigdo em que
o0 meio estd em movimento e transporta consigo a espécie quimica “a” (dleo
essencial), D,;, € a difusividade massica do éleo essencial no ar, p,, concentragao
massica do 6leo essencial no vapor, p; € a concentragdo massica total e N, é nulo
devido a hip6tese de gas estagnado. O fluxo massico avaliado na interface (N,;) esta
apresentado na Equacdo 4.11, considerando que 0 mesmo ocorre apenas na

coordenada axial z.

_Dab apva

Pveqa 0z |,_ (4 11 )
11— (———— z=0 .
Preqa + par)




60

onde py.q, € @ concentragdo de oleo essencial na fase vapor em equilibrio com o
liquido e p,,- € a massa especifica do ar nas condigdes do experimento. Aplicando a
Equacao 4.11 na Equacao 4.9, obtém-se a expressdao para a variacdo da
concentracdo do oleo essencial na suspensdo que contém as nanoparticulas
(Equacéo 4.12).

apla _ DabA apva

at [ Pveqa ] 0z 1,_, (4.12)
V|1 - (—teae z
! (pveqa+par)

Para estabelecer o gradiente de concentragéo do 6leo essencial, avaliado na
interface e em relacdo a coordenada axial, é necessario a determinacao do perfil de
concentracdo ao longo do caminho difusivo z. Para isso, a segunda lei de Fick foi
aplicada, considerando a simplificacdo referente ao fluxo da espécie quimica com
origem no movimento do meio, podendo ser negligenciavel por ser muito menor em
relagéo ao fluxo com origem no gradiente de concentragédo. A segunda lei de Fick é

representada pelas Equacgdes 4.13 e 4.14 para as condi¢des de contorno indicadas:

1 0pyq (4.13)
2 -
V pva - Dab at
4 2
0%pva _ 1 9pva (4.14)
622 Dab 6t

< t=0; pyg =0

z=0; pyg = Pveqa

\_ z=1; pya=0

A concentragdo de oleo essencial na interface (p,.q,) corresponde a condigéo
de equilibrio liquido-vapor, logo € dependente da concentragcédo de 6leo essencial no
liquido (p,,), que por sua vez varia com o tempo a medida que ocorre o processo de

transferéncia de massa. Portanto, para se obter o modelo matematico que
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represente o fendmeno é importante estabelecer a relacdo de equilibrio entre as
fases. A Lei de Henry estabelece que a concentracdo de uma espécie quimica
solubilizada num liquido é diretamente proporcional a sua pressdo parcial na
superficie do liquido, para solugdes diluidas e em condicdo de equilibrio. Portanto, a
relacdo do equilibro liquido-vapor na interface pode ser definida pela Equacao 4.15,
devido as baixas concentracdes de 6leo essencial presente nas nanoparticulas em

suspensdo aquosa.

Pveqa = Hpia (4.15)

onde H é a constante adimensional de Henry.

O sistema de equagbes descrito foi resolvido numericamente usando o
software Matlab. Para segunda Lei de Fick (Equagao 4.15) a discretizagdo numérica
foi realizada utilizando o método de Euler no tempo e esquema de segunda ordem
centrada no espaco, também conhecido como esquema FTCS (forward-time central-
space). Para o balango material no liquido (Equagéo 4.12) foi aplicado o esquema

de Euler no tempo e avango simples no espaco, por estar na condicdo de contorno.

Para determinacdo do passo temporal e espacial do método numeérico, foi
aplicada a analise de estabilidade de Van Neumann, que estabelece que para uma
equacao diferencial parcial linear, com coeficiente constante, numa malha uniforme,
discretizada num esquema FTCS, o método é estavel se a seguinte condigcao for

satisfeita (expressao 4.16):

At < 7
= 2Dgp

(4.16)

onde At € o passo temporal e Az € 0 passo no espaco.
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4.7.2. Determinacdao da difusividade massica do 6leo essencial da

pimenta longa no ar

Para determinar a difusividade massica do 6leo essencial de pimenta-longa
no ar (D,,) foi utilizada a mesma célula de Arnold apresentada na Figura 4.7. Uma
amostra de 5 g de d6leo essencial foi adicionada na proveta que se encontra no
interior da célula. O processo difusivo foi realizado em triplicata durante 168h a uma
temperatura constante de 25° C, controlado pelo sistema supracitado. Ao final do
processo difusivo, a variagdo de massa de 6leo essencial foi determinada em uma

balanca analitica.

O modelo pseudoestacionario foi utilizado para calcular a difusividade
massica, onde se assume que a expressao para o fluxo molar do 6leo essencial se
encontra em estado estacionario com a consideracao de que o tamanho do caminho
difusivo sofre variagdo com o tempo devido o nivel de liquido no interior da célula de
Arnold sofrer um decréscimo a medida que a vaporizagado ocorre. A Equacao 4.17
representa o fluxo molar no estado estacionario por difusdo através de um gas

estagnado.

D 1-
Na = —@ _j, (——Ya2y (4.17)

(22 — 71) 1—-yau

onde Na é o fluxo molar de (a), ¢ & a concentragdo molar total, D,;, é a difusividade
massica de (a) no ar, z, € a coordenada axial no final da célula de Arnold, z, é a
coordenada axial na interface do liquido, y,, € a fragdo molar de (a) no final da

célula de Arnold e y,, € a fragdo molar de (a) na interface com o liquido.

A partir de um balango de massa no liquido no fundo da célula de Arnold,

obtém-se a Equacao 4.18, seguindo as seguintes consideragodes:

0z

av
Z=(ZZ_Z1);VL=A(h—Z)—>a—tl:_Aat
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0z
NaM, = pi = (4.18)

onde V; é o volume do liquido, h é a altura total da célula de Arnold, A é a area
perpendicular ao fluxo e M, é a massa molar de (a). Substituindo a Equacao 4.17 na
Equacédo 4.18 e realizando a integral definida, onde o tempo varia de 0 at e a
variavel Z varia de zp a z;, onde z; é a altura final do caminho difusivo apds a
evaporagdo de (a) e zp € a altura inicial do caminho difusivo, obtemos uma
expressao que permite avaliar a variacdo de altura do liquido com o tempo,
associada a vaporizagao de (a), sendo funcao da difusividade massica (Equagao
4.19).

(2 — 23) 1—y
= =mwwqb£y (4.19)
Sendo que:
_ P
TR
Yaz = 0
_ Pra
Va1 )

onde P é a pressao, R é a constante dos gases, T € a temperatura, y,, € igual a zero
devido ao fluxo de ar no topo da célula de Arnold e y,; € funcdo da pressao de vapor

do 6leo essencial.

A pressao de vapor do 6leo essencial foi determinada experimentalmente por
termogravimetria com analise térmica diferencial (TG-DTA), utilizando o
equipamento TA Instruments STD Q600. Para isso foram utilizados amostras de 60
mg do oleo essencial de pimenta-longa com uma taxa de aquecimento de 10° C.min
' em uma atmosfera de nitrogénio com uma vazdo de 50 mLmin™' com temperatura

variando de 20° C até 300° C. A equagédo de Langmuir (Equacéo 4.20) relaciona a
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pressao de vapor, a uma determinada temperatura, com a taxa de perda de massa,
sendo necessario determinar a constante k por calibracdo. Para obtencido da
constante k, padrées de limoneno (97% da Sigma-Aldrich) e de eucaliptol (99% da
Sigma-Aldrich) foram utilizados, seguindo a mesma metodologia, com 30 e 20 mg de

amostra, respectivamente.

1
2

() ()

. ~ . . a .
onde p” é a presséao de vapor, T € a temperatura, MM é a massa molar e d—T é a taxa

de perda de massa.

Segundo Hazra et al. (2002), o método para obter a curva da pressao de
vapor por TG-DTA pode ser aplicado para um sistema multicomponente, como o
caso dos Oleos essenciais, se a composicdo e a massa molar média séo
conhecidas. Para isso, a analise por CG/EM foi utilizada para determinar a massa
molar média do éleo essencial de pimenta-longa. A equacédo de Antoine (Equagéao

4.20) foi utilizada para modelar a curva da pressao de vapor obtida.

Inp(Pa) =A — (4.20)

T(K)—-C
onde A, B e C sao parametros ajustaveis a partir dos dados experimentais.
4.7.3. Determinagao da constante de Henry

A constante de Henry estabelece a relagao de equilibrio entre as fases liquido
e vapor, sendo necessaria a determinacdo deste parametro para representacio
matematica do fendbmeno de evaporagcdo do o6leo essencial. Esta relagdo de
equilibrio foi determinada experimentalmente para cinco diferentes concentragées de
6leo essencial encapsulado, bem como em nanoemulsao, utilizando uma massa
inicial de 6leo essencial no processo de preparacao de 0,07; 0,14; 0,21; 0,28 e 0,35
mg. Cada formulagcdo foi armazenada em um vial e mantida a uma temperatura

constante de 25° C por tempo suficiente para que atinja a condigao de equilibrio.
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Para determinacdo da concentragao da fase vapor foi utilizada a técnica de
headspace, onde 250 puL do ar presente no vial foram coletados, utilizando uma
seringa de injecao manual da marca Agilent, sendo entéo injetado num cromatografo
acoplada a um espectrobmetro de massa (EM), equipamento Hewlett Packard —
Agilent sistema CG/EM (GC/MS em inglés), CG modelo 7890A e EM modelo 5975C.
As condi¢cbes do cromatografo utilizado para analise foram as seguintes: coluna
utilizada foi uma HP-5MS, 30 m x 250 um de didmetro interno com espessura de
filme de 0,25 pm. O gas de arraste utilizado foi Hélio ultra puro com fluxo de 0,8
mL/min, temperatura do injetor 250° C, no modo splitless, onde os 250 uL de ar
coletado sdo injetados no cromatégrafo. O método de anadlise inicia a uma
temperatura de 60° C, que se mantém durante 8 min, aumentando a 3° C/min até
180° C, mantendo esta temperatura por 1 min, aumentando a 20° C/min até 250° C
e mantendo essa temperatura por 10 min. A temperatura da interface entre o
cromatografo e o EM foi de 230° C, a voltagem de ionizag&o por impacto de elétrons
foi 70 eV e a faixa de massa analisada foi de 40 a 450u. A concentragao da fase
vapor foi determinada, portanto, a partir da area do cromatograma do pico referente
ao safrol, sendo calculada a concentracao a partir da curva de calibragao do padrao
deste composto (os demais componentes do 6leo nao apresentaram area
significativa no cromatograma para fase vapor). O experimento foi realizado em

triplicata para cada formulacao preparada.

Para a determinacdo da concentracdo do dleo essencial da fase liquida foi
utilizado o método de espectofotometria, onde aliquotas de 50 uL foram diluidas em
10 mL de acetato de etila e determinado assim sua absorbancia, onde através de
uma curva de calibracido se determina a concentracdo do éleo essencial presente na
suspensdo das nanocapsulas e nas nanoemulsdes. Cada coleta foi realizada em
triplicata, onde foi mensurada a absorbancia trés vezes para cada amostra coletada,

visando a minimizacao do erro.
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5. RESULTADOS

5.1. Obtencao do 6leo essencial de Piper hispidinervum

A obtencao do oleo essencial de P. hispidinervum foi realizada na unidade
piloto de destilagdo por arraste a vapor em trés diferentes pressdées absolutas (1
atm, 2 atm e 3 atm). O rendimento do processo em base seca é apresentado na
Tabela 5.1, sendo calculado pela razdo entre a massa de 6leo essencial e a massa
de planta seca. A umidade da planta, determinada em uma balanga

termogravimétrica, foi de 5,34 + 1,45%.

Tabela 5.1: Rendimento de 6leo essencial de P. hispidinervum obtido por arraste a vapor

Pressao (atm) Temperatura (°C) Rendimento (% m/m) | Tempo de extragéo (min)
1 100 1,884 + 0,234 120
2 120 2,407 + 0,242 120
3 133 2,091 + 0,427 60

A massa especifica da planta seca, determinada em um multipicnémetro, foi
de 0,984 + 0,014 g.cm'3, enquanto que a densidade do d6leo essencial obtido foi de
1,103 + 0,006 g.cm'3. Observou-se que nao houve variacdo de densidade para os

Oleos essenciais obtidos nas diferentes pressoes.

Uma analise de variancia foi aplicada a média dos resultados de rendimento
do processo extrativo para as trés diferentes pressdes, com significancia de 95%,
onde foi aceita a hipétese nula, ou seja, ndo existe diferenga significativa entre as
médias dos rendimentos. Entretanto, foi possivel observar uma diferenca na cinética
da extracdo para pressdao de 3 atm, onde o tempo necessario para extrair
quantidades semelhantes de oleo essencial foi reduzido pela metade, como

apresentado na Tabela 5.1. Este resultado pode ser explicado pela maior
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temperatura do vapor a pressdo de 3 atm, visto que o processo opera com vapor

saturado, alterando a solubilidade dos compostos presentes a ser extraido.

A porosidade do leito extrativo € um pardmetro necessario para aplicagcao do
modelo matematico baseado num balango material (Reverchon, 1996). O parametro
porosidade como uma variavel temporal representa um aprimoramento do modelo
matematico quando aplicado a extragdo por arraste a vapor, pois se aproxima mais
da condig¢ao real, visto que ocorre a compactagao do leito extrativo ao longo do
processo. Portanto, a variagdo da porosidade do leito de planta, a partir da avaliagéo
da altura do leito ao longo do processo extrativo, foi realizada para as trés pressoes
de operagdo e esta é apresentada na Figura 5.1. Observa-se uma variagao
consideravel na altura do leito, tendo diferentes comportamentos para cada pressao
avaliada, onde a extragdo com maior pressdo apresenta uma maior variacdo. O
parametro empirico B (Equacdo 4.7), utilizado para obter uma representagao
matematica da porosidade do leito como uma variavel temporal, foi estimado para

cada condicdo de pressao e esta apresentado na Tabela 5.2.

Tabela 5.2: Parametro empirico B utilizado no calculo da porosidade pela Equacao 4.7, obtido a partir

de dados experimentais da variagao da altura do leito em trés pressoes.

Pressao (atm) B

-0,0005
-0,0026
-0,0034

Tendo em vista os resultados obtidos nesta etapa do trabalho (Figura 5.1), a
proposta de incorporar este pardmetro como uma variavel dependente do tempo
representa uma modificacdo adequada do modelo original, permitindo uma
representacéo mais fidedigna da fenomenologia presente no processo, visto que ha

variagcao da porosidade do leito extrativo com o tempo de extragéo.
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Altura do leito (cm)
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Tempo (min)
3 atm modelo < 3 atm experimental = = = = 1 atm modelo
A 1atm experimental ------ 2 atm modelo O 2 atm experimental

Figura 5.1 Variagao da altura do leito com o tempo de extragao para experimentos realizados em trés

pressoes: 1, 2 e 3 atm.

A representagdo da curva de extracdo (massa extraida versus tempo) do
processo de extracido por arraste a vapor do 6leo essencial de P. hispidinervum,
utilizando o modelo de Reverchon (1996) modificado para as trés pressdes, é
mostrada na Figura 5.2. As variaveis de entrada na modelagem matematica foram a
vazdo massica de vapor, calculada a partir da poténcia utilizada na caldeira, a
massa especifica do vapor, calculada pela Equacdo de Estado Peng-Robinson
(Peng e Robinson, 1976) e os parametros empiricos § que representam a variagao

da porosidade do leito com o tempo de extracao (Tabela 5.2).

Com isso, os valores da constante de equilibrio (K) e do coeficiente global de
transferéncia de massa (Kin) foram ajustados a partir dos dados experimentais
(massa extraida versus tempo) por minimos quadrados. Os valores dos parametros
estimados estdo apresentados na Tabela 5.3, bem como o coeficiente de

determinagao (R?).
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Tabela 5.3: Parametros estimados pelo modelo matematico do processo de extragao por arraste a

vapor do 6leo essencial de P. hispidinervum .em trés pressdes de operagao.

Pressao Operacional Kim (s™) K (m°kg™) R?
1 atm 5,251*10™ 2,468*10° 0,9924
2 atm 2,093*10™ 3,747*10" 0,9939
3 atm 1,099*10° 3,202*107 0,9949

Os parametros ajustados do modelo K, e K apresentam uma ordem de

grandeza que se assemelham aos dados da literatura (Rossa et al., 2018) e, como

pode ser observado pela Figura 5.2 e pelos dados do coeficiente de determinagéo

(RZ), 0 modelo representou bem aos dados experimentais.

Massa de éleo essencial (g)

12
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=
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: ;g:a—éiﬁi“"i
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Tempo (min)

= = =1 atm modelo A 1atm experimental ==== 2 atm modelo

O 2 atm experimental 3 atm modelo < 3 atm experimental

Figura 5.2: Curva de extragdo massa extraida versus tempo do éleo essencial de P.

hispidinervum obtido a 1, 2 e 3 atm: dados experimentais e modelo matematico.

5.2. Analise da composi¢cao quimica do 6leo essencial de pimenta-longa

Os oleos essenciais de pimenta-longa extraidos por arraste a vapor nas trés

diferentes pressdes foram analisados por CG/EM. Na Tabela 5.4 sdo apresentados
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os componentes detectados e suas porcentagens em area com relagao ao total de
area dos picos do cromatograma. Avaliando os resultados do CG/EM, pode-se
concluir que o composto majoritario safrol apresenta aproximadamente 80 % da
composic¢ao do 6leo essencial, seguido pelo terpinoleno, com aproximadamente 6%
da composicao. Observou-se que nao ha diferengca na composi¢cao dos 6leos obtidos
em diferentes pressdes de operacao. Este resultado vai de encontro a diversos
artigos publicados e citados anteriormente referente a composi¢ao quimica do 6leo
essencial da pimenta-longa (Rossa et al., 2018; Sauter et al., 2012). Vale salientar
que pequenas variagdes na composicdo do 6leo podem estar associadas a
inumeros fatores, como influéncia do local de produgao, do tipo de cultivo, estacao
do ano, entre outras, caracteristica estas vinculada a produtos de origem natural.
Portanto, observa-se que ndo ha variagcdo da composicdo dos 6leos essenciais de
pimenta-longa para as trés diferentes pressdes estudadas. A Figura 5.3 apresenta o
cromatograma do o6leo essencial P. hispidinervum obtido a pressdo atmosférica,

evidenciando os picos referentes ao safrol e ao terpinoleno.
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o] S
7800000{
70000001 Safrol {CioHieD3)
850000 |
8000000{ [
£200000{ |
£00000 ‘
4200000] |
4000000] (
3500001 [
200000 Terpinoleno (CioHis) ‘
2200000] \l'l/, ‘
2000000{ |
1600001 \
10000001 :
£00000{ || |
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Figura 5.3: Cromatograma do 6leo essencial da pimenta-longa extraido por arraste a vapor na

pressdo de 1 atm..
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Tabela 5.4: Resultados da analise por CG/EM do 6leo essencial de pimenta-longa extraido por

arraste a vapor em trés diferentes pressdes.

% Area

Compostos® IR 1 atm® 2 atm® 3 atm®
a-pineno 926 0,362 0,604 0,432
mirceno 987 0,089 0,367 0,162
a-felandreno 1005 0,319 0,183 0,516
a-terpineno 1020 0,372 0,363 0,419
a-cimeno 1024 0,157 0,393 0,228
Z-B-ocimeno 1036 0,095 0,580 0,217
E-B-ocimeno 1046 0,218 1,361 0,482
terpinoleno 1083 6,728 7,577 5,838
safrol 1289 84,528 79,675 83,669
ciclosativeno 1369 0,117 0,186 0,240
metil eugenol 1401 0,158 0,157 0,175
a-gurjuneno 1411 0,675 1,145 1,286
cariofileno 1431 0,114 0,148
a-guaieno 1446 0,118 0,192 0,210
a-humuleno 1453 0,152 0,211 0,256
germacreno D 1489 1,336 1,542 1,064
valenceno 1495 1,030 1,912 1,830
y-cadineno 1517 0,220 0,297 0,349
elemicina 1559 0,048 0,053 0,092
espatunelol 1571 0,928 0,264 0,693

oxido de

cariofileno 1576 0,231 0,154 0,284
guaiol 1599 0,097 0,065 0,185
bulnesol 1671 0,059 0,077

Total identificado (%) 98,035 97,394 98,849

IR*- Indice de retencéo
a - A identificacdo de picos é baseada na comparacdo entre os dados do indice Linear de Retencéo
(LRI) experimental com aqueles da literatura (Adams, 2007).
b - Tempo de retencéo linear calculado em relagao as séries de hidrocarbonetos n reportados de
acordo com sua ordem de elui¢cdo na série HP-5MS.
¢ - Os valores correspondem as proporgdes relativas dos constituintes do 6leo essencial que foram

expressas como porcentagens obtidas pela normalizagao da area do pico.

d - Condig¢des operacionais em pressao absoluta.
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Tradicionalmente é aceito que a concentracdo em massa dos compostos
presentes nos Oleos essenciais seja proporcional a area pico cromatografico, porém
neste estudo foi realizada uma determinacao quantitativa utilizando padrées dos dois
compostos de interesse. Para os padroes de safrol e de terpinoleno foi construida a
curva de calibracdo massa do composto versus area do pico cromatografico. Estes
resultados sdo apresentados nas Figuras 5.4 e 5.5, para o safrol e o terpinoleno,
respectivamente. A partir das curvas de calibragao foi possivel obter o percentual em
massa destes compostos maijoritarios, para o 6leo essencial de pimenta-longa obtido
nas diferentes condigdes, relacionando a massa injetada da amostra com a area do
pico gerado no cromatograma, respectivo ao composto de interesse. Os percentuais
em massa dos compostos majoritarios do éleo essencial da pimenta-longa estido
apresentados na Tabela 5.5, comprovando que nao ha diferenga na composi¢ao dos

Oleos essenciais obtidos em diferentes pressdes de operagéao.
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Figura 5.4: Curva de calibragéo para o padréo de safrol
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73

Tabela 5.5: % em massa de safrol e terpinoleno presente no 6leo essencial da pimenta longa

Presséo Operacional | % em massa de Safrol | % em massa de Terpinoleno
1 atm 86,983 + 2,783 4,237 £ 0,321
2 atm 85,356 + 3,609 5,823 + 0,032
3 atm 87,324 £ 3,764 4,134 + 0,298

5.3. Fracionamento do 6leo essencial da pimenta longa

O processo de fracionamento em batelada do 6leo essencial de pimenta-
longa foi realizado objetivando a obtencao de safrol com alto grau de pureza, bem
como recuperar fragdes que contém diferentes propor¢gées massicas dos compostos
majoritarios do 6leo essencial (safrol e terpinoleno), devido a comprovada agao
sinérgica entre estes dois compostos referente a atividades biolégicas. A etapa de
projeto e montagem estrutural da coluna de destilagdo em batelada foi realizada no

escopo deste trabalho e o equipamento construido esta apresentado na Figura 5.6.

Figura 5.6: Coluna de destilagéo fracionada que opera a vacuo, utilizada nos experimentos de

fracionamento de 6leo essencial de pimenta-longa.

Ensaios de validagdo utilizando agua destilada foram realizados com o
objetivo de verificar o funcionamento do equipamento, através do monitoramento do

sistema de aquecimento, do controle da razao de refluxo e dos sensores de
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temperatura e pressdo, bem como a verificagcdo da presenga de vazamento. Os
ensaios indicaram que equipamento estava apto para sua utilizagado em processos

de destilacao fracionada a vacuo de 6leos essenciais.

5.3.1. Obtencao de parametros de processo da coluna de destilagao

A obtencdo de pardmetros de processo € uma etapa fundamental para
realizacdo da simulagdo computacional baseada no modelo matematico
apresentado na secao 3.5. O holdup da coluna, obtido pela diferenca entre o volume
inicial da alimentagcdo com o volume remanescente apds o processo de destilagdo

somado ao volume coletado no topo da coluna, resultou em 2,12 £ 0,11 mL.

O numero de pratos tedricos foi determinado utilizando 40 mL de uma mistura
etanol/acetona (3:1 v/v) submetido ao processo de destilagdo na coluna projetada.
Para o calculo deste parametro foi utilizado o simulador descrito na segéo 3.4.1,
sendo necessaria, previamente, a obtencdo da composicédo do destilado no primeiro
estagio de equilibrio. Para isso, uma curva de calibragédo foi realizada utilizando
amostras de uma mistura acetona/etanol com diferentes composi¢des. A curva de
calibragdo esta apresentada na Figura 5.7 e a fragdo molar do destilado obtido no
primeiro estagio de equilibrio foi de 0,69 de acetona, resultando no numero de pratos

tedricos de 4 para coluna projetada.

Fracio molar de acetona
=]
e

i (1] 7 1 (1] ! 2 i i 3 i .4 (1] : 5

Ahsarbancia

Figura 5.7: Curva de calibragdo para mistura acetona/etanol
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5.3.2. Simulagcao computacional do processo de destilagdo em batelada

Visando a otimizagdo do processo, a simulagdo computacional da destilagéo
em batelada do dleo essencial de pimenta-longa foi realizada. Foi necessario
previamente definir a mistura a ser separada, sendo baseada, tanto qualitativamente
quanto quantitativamente, no resultado da analise cromatogréfica (se¢cao 5.2). Foi
realizada uma simplificagédo, considerando que o 6leo essencial tivesse somente dez
componentes, levando-se em conta os compostos majoritarios. De posse das
substancias envolvidas, as moléculas foram criadas no software Avogadro, gerando

um arquivo com as coordenadas espaciais de cada molécula envolvida.

O pacote semiempirico de quimica quantica MOPAC foi utilizado para
interpretar as coordenadas espaciais e criar uma malha correspondente a
distribuicdo de cargas na superficie molecular, gerando os perfis-c. O programa
JCOSMO permite a visualizagao da distribuicdo de densidade de carga na superficie
das moléculas. Na Figura 5.8 é apresentada a distribuicdo de densidade para as
moléculas de safrol e terpinoleno, onde a regido mais avermelhada representa um
gradiente na densidade eletrénica, gerando possiveis ndo idealidades no

comportamento da mistura.

AN

:

-

Safrol Terpinoleno

A ~

Figura 5.8: Imagens geradas pelo JCOSMO para visualizagdo da distribuicdo de cargas.
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Com a simulacao foi possivel obter um perfil de temperatura na coluna,
calculado como consequéncia do equilibrio termodindmico de cada prato. Os
patamares obtidos para temperatura de topo em relacdo ao tempo de processo
(Figura 5.9) foram utilizados como tomada de decisdo sobre quando o frasco de
coleta de destilado deve ser trocado, permitindo assim a obtencdo de diversos
produtos por batelada, cada um com uma composi¢cao especifica. Além disso, foi
gerado um grafico onde é possivel avaliar a evolugdo da composigéo do destilado ao
longo do tempo de batelada (Figura 5.10).
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Figura 5.9: Temperatura de topo por tempo de destilagdo: simulagdo computacional (linha continua);

dados experimentais (marcacao O).
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Figura 5.10: Fragdo massica do destilado por tempo de destilagdo: simulagdo computacional e dados

experimentais
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Com os resultados da simulacdo computacional, foi possivel estabelecer um
tempo de operagcdo de 5 min para obter uma composigdo de destilado rico em
terpinoleno e de 15 min para obter um destilado contendo safrol com alto grau de
pureza. Além disso, com a simulacio foi possivel estabelecer um paralelo entre a
composicao do destilado e a temperatura de topo da coluna, onde a fragao rica em
terpinoleno apresentou uma temperatura de topo de aproximadamente 34° C e a
fragdo contendo safrol com alto grau de pureza apresentou uma temperatura de topo
de 88°C.

5.3.3. Fracionamento experimental do éleo essencial da pimenta-longa

De pose dos dados da simulagdo computacional do processo de destilagao do
OE de pimenta longa, foi realizado o fracionamento experimental do éleo essencial
na coluna projetada, utilizando 40 mL do OE de pimenta longa por batelada. O
fracionamento teve como resultado a obtengdo de fracbes com diferentes
composi¢cdes dos compostos maijoritarios safrol e terpinoleno, apresentado na
Tabela 5.6. Com o processo foi possivel obter fragdes ricas em terpinoleno, com
uma composigcéo de 55,90% em massa (Figura 5.5), bem como obter fragcdes de

safrol com alto grau de pureza, com composigcédo de 97,09% em massa (Figura 5.4).

Tabela 5.6: Concentragdes de safrol e terpinoleno das fragdes obtidas no processo de destilagdo em

batelada a vacuo do 6leo essencial de pimenta-longa

Fragao Temperatura ( C) Safrol (%) Terpinoleno (%)
1 33 2,63 50,07
2 38 20,40 55,90
3 52 60,08 25,03
4 56 63,04 22,04
5 76 84,90 6,45
6 92 97,09 0,04

Os resultados obtidos pela simulagcédo estdo de acordo com os dados obtidos
experimentalmente, como apresentado na Figura 5.9 e 5.10. Este resultado
demonstra que a simulacdo computacional aplicada ao processo € um método de

confiavel e preciso para prever o comportamento do fracionamento de Ooleos
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essenciais, representando um importante avanco na aplicagdo de conceitos de

engenharia no processamento de produtos naturais.

5.4. Nanoemulsao do 6leo essencial da pimenta-longa

A etapa de preparagdo de nanoemulsdes contendo o Oleo essencial de
pimenta-longa, a partir do método de dispersdao e evaporagdo de solvente, foi
realizada em ftriplicata e avaliada quanto a estabilidade pelo periodo de 5 meses
apdés o processo de preparacdo. A determinacdo do didmetro hidrodindmico das
goticulas, realizada por espalhamento de luz dinamica (DLS), resultou num tamanho
de particula de 178,21 £ 6,32 nm, indicando que a emulsdo preparada possui
dimensdo nanométrica. A nanoemulsdo apresenta reprodutibilidade quanto aos
resultados, tendo em vista o baixo desvio padrdo da analise, resultando num
coeficiente de variacdo de 3,54%, considerado estatisticamente como dados

homogéneos com baixa dispersao nos resultados (Tabela 4.1).

O indice de polidispersao obtido foi de 0,151 £ 0,013, caracterizando como
um sistema monodisperso. Os resultados também apresentaram reprodutibilidade,
apresentando um coeficiente de variacdo de 8,31%, considerado estatisticamente
como dados homogéneos (Tabela 4.1). Além disso, a monodispersao apresentada é
um indicativo de estabilidade, ja que sistemas polidispersos sdo mais suscetiveis a

coalescer.

O potencial zeta foi de -27,60 = 1,20 mV, indicando que a nanoemulsao
preparada apresenta estabilidade por carga gerada pelo efeito de repulsao
eletrostatica entre as goticulas. O coeficiente de variagdo obtido foi de 4,34%,

também indicando uma boa reprodutibilidade nos resultados (Tabela 4.1).

Apesar de todos os resultados obtidos indicarem que a nanoemulséo
preparada apresenta uma boa estabilidade, esta foi comprovada pela avaliagao do
didmetro hidrodindmico ao longo de 5 meses apds o processo de preparagdo. A
Figura 5.11 apresenta graficamente o perfil de distribuicdo do tamanho das

goticulas, indicando que n&o houve variagao significativa no periodo avaliado.
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Size Distribution by Mumber

Mumber (Percent)

1000 10000

Size (d.nm}

Manoemulsdo apds 1 més Manoemulsdo apis 2 meses
Nanoemulsdo apds 3 meses Manoemulsdo apos 4 meses
Nanoemulsdo apis 5 meses

Figura 5.11: Distribuicdo do tamanho das goticulas da nanoemuls&o do 6leo essencial de pimenta-

longa por DLS avaliadas, ao longo de 5 meses.

A quantificagdo da massa de Oleo essencial perdida no processo de
preparacdo da nanoemulsdo também foi realizada, tendo em vista que a etapa de
remoc¢ao do solvente no processo se da a pressao reduzida, podendo acarretar na
volatilizagdo dos compostos terpénicos. Para isso, a andlise da concentragdo de
O0leo essencial presente nas nanoemulsdes foi realizada em ftriplicata por
espectrofotometria. O comprimento de onda aplicado no experimento foi de A = 285
nm, obtido experimentalmente, utilizando um espectrofotbmetro com varredura para
uma solucdo contendo o oOleo essencial de pimenta-longa em diferentes
concentragbes. A Figura 5.12 apresenta o resultado da analise por
espectrofotometria com varredura, onde o pico proximo a A = 285 nm teve variagéao
linear com a concentracao de 6leo essencial presente nas amostras, estando de
acordo com referéncias encontradas na literatura (Archer, 1988; Saputri et al., 2014),
onde é relatado que o composto majoritario do 6leo essencial, o safrol, possui picos

de absorbancia na faixa de comprimento de onda entre 282 e 287 nm.

Apds a definigdo do comprimento de onda foi construida a curva de calibragao
da concentracdo do 6leo essencial versus absorbancia, utilizando diferentes
concentragdes do oleo essencial diluidos em acetato de etila, realizado em triplicata,

onde cada concentracao foi analisada trés vezes, visando a minimizacdo do erro
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experimental. A Figura 5.13 apresenta a curva de calibragdo gerada com um

coeficiente de determinacéao de R?=0,999.
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Figura 5.12. Resultados das andlises espectrofotométricas com varredura para o 6leo essencial de
pimenta-longa: (A) concentragdo de 0,05 mg/mL; (B) concentragédo de 0,025 mg/mL; (C) concentragédo
de 0,0125 mg/mL
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Figura 5.13: Curva de calibragdo da concentracdo do 6leo essencial de pimenta-longa versus

absorbancia

O resultando da concentracdo média de 6leo essencial de P. hispidinervum
nas nanoemulsdes preparadas foi de 9,144 £ 0,231 mg/mL. Portanto, das 350 mg de
Oleo essencial utilizadas no processo, 75,68 mg evaporaram na etapa de remocgao

do solvente, resultando em uma perda de 21,62% do 6leo essencial.

5.5. Nanoencapsulagao do 6leo essencial da pimenta longa

A preparagao de nanoparticulas poliméricas contendo o 6leo essencial de
pimenta-longa, através do método de nanoprecipitacédo, foi realizada em triplicata
para diferentes formulagdes, variando a propor¢gdo massica polimero/éleo essencial.
As formulacbes denominadas F1 e F7 apresentaram um acumulo de polimero
(policaprolactona) no final do processo, sendo um indicativo que houve um excesso
do material polimérico na formulagao, ndo sendo nas demais etapas de analise. A
analise do didmetro hidrodinamico das particulas, realizada por DLS, para as demais
formulagcdes, bem como o indice de polidispersdo e potencial zeta, estido
apresentados na Tabela 5.7. A partir de uma analise dos resultados foi possivel
observar que as formulagdes F2 — F6 geraram resultados semelhantes. Em relacao
ao tamanho de particula, os resultados variam entre 205 nm a 230 nm, indicando a

dimensao nanométrica, com coeficientes de variagdo considerados estatisticamente
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baixos, de acordo com a Tabela 4.1. A excegéao foi a formulagao F5 que apresentou
um coeficiente de variacdo com média dispersao entre as amostras, podendo
considerar, mesmo assim, uma boa reprodutibilidade nos resultados. Na Figura 5.14
sdo apresentados os resultados da distribuicdo do tamanho das particulas para as

formulacdes F2 — F6, evidenciando a similaridade nos valores obtidos.

Size Distribution by Number

e TR T TP

Mumber (Percent)

Size (d.nm}

F2 F3
F5

F4

Figura 5.14. Distribuicdo do tamanho das particulas para as nanoparticulas de policaprolactona
contendo o 6leo essencial de pimenta-longa, preparadas com diferentes razdes massica

polimero/éleo e analisadas por espalhamento de luz dinamica (DLS).

Tabela 5.7: Resultados da andlise por espalhamento de luz dindmica DLS para as formula¢des das

nanoparticulas de policaprolactona contendo o dleo essencial de pimenta-longa.

Formulagdo | Razédo | Tamanho (nm) | Cv® (%) Pdi Cv® (%) Potencial Cv° (%)
zeta (mV)
F2 1:1 205,93+12,64 6,11 0,141+0,022 | 15,61 | -25,43+2,31 9,08
F3 1:2 215,35+8,19 3,80 | 0,167+0,022 | 13,36 | -22,21+2,14 9,63
F4 1:3 229,63+23,05 | 10,04 | 0,198+0,012| 6,10 -20,8443,32 | 15,93
F5 1:4 232,60+39,02 | 16,77 | 0,196+0,019 | 9,59 -26,34+4,98 | 18,91
F6 1:5 221,067+11,55 | 5,23 | 0,155+0,016 | 10,05 | -21,56+1,32 6,12
Legenda: Cv: coeficiente de variacao; Pdi — indice de polidispersdo; a — dados relacionado ao

tamanho de particula; b — dados relacionado ao indice de polidispersao; ¢ — dados relacionado ao
potencial zeta.



83

O indice de polidispersao das formulagdes preparadas (F2 — F6) variou entre
0,140 a 0,198, caracterizando os sistemas formulados como monodispersos, com
boa reprodutibilidade nos resultados, avaliada a partir do coeficiente de variacao
CV’. Somente a formulacdo F2 obteve uma dispersdo dos resultados considero
estatisticamente média (Tabela 4.1). Vale salientar que a monodispersao no
tamanho das particulas € um indicativo de estabilidade, pois apresentam menor

tendéncia a coalescéncia, quando comparados a sistemas com polidispersao.

O potencial zeta variou entre -20,84 a -26,34 mV, indicando estabilidade por
carga, ja que o sistema apresenta carga elétrica na superficie das particulas,
proporcionando efeitos de repulsdo eletrostatica. Os resultados também
apresentaram boa reprodutibilidade, avaliados a partir do coeficiente de variagéao
Cv°, onde apenas as formulacdes F4 e F5 apresentaram um coeficiente de variagao

que considera média dispersao dos dados, estatisticamente (Tabela 4.1).

O uso de uma sonda ultrassénica durante a etapa de preparacao das
nanoparticulas foi aplicado para formulagdo F6 com o objetivo de avaliar o seu efeito
no tamanho das particulas formadas, utilizando cinco diferentes amplitudes (0%,
20%, 30%, 40% e 50%). Na Figura 5.15 é apresentada a distribuicdo do tamanho do
didmetro hidrodindmico das particulas formadas que passaram pelo tratamento
ultrassbénico. Pela imagem é possivel concluir que o uso de ultrassom no preparo
das particulas nao influi no tamanho das mesmas, independentemente da amplitude

utilizada.

A morfologia das particulas obtidas foi analisada por microscopia eletrénica
de varredura por emissao de campo (MEG-FEG) e as imagens obtidas sao
apresentadas na Figura 5.16. As particulas apresentaram uma morfologia esférica e
homogénea, o que esta de acordo com o esperado, visto que preparacdo das
particulas parte de uma nanoemulsdo com uso de tensoativo, onde o formato

esférico corresponde a formacao de micelas deste composto anfifilico.
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Size Distribution by Number
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Figura 5.15 - Distribuigdo do tamanho do diametro hidrodinamico das particulas formadas para cada
amplitude aplicada na sonda.
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Figura 5.16 - Morfologia das particulas obtidas por microscopia eletronica de varredura por emissao
de campo (MEG-FEG)

A eficiéncia do processo de encapsulagédo do 6leo essencial de pimenta-longa
nas nanoparticulas de policaprolactona foi determinada por espectrofotometria,
utilizando a curva de calibragdo apresentada na Figura 5.8. Na Tabela 5.7 sao
apresentados os resultados obtidos para cada uma das cinco formulagdes, onde foi
quantificada a variagdo na concentracdo de 6leo essencial durante o processo de
preparagao das nanoparticulas, bem como a concentragao do 6leo livre presente na

suspensao apoés o processo de filtragdo. Na literatura (Pinto et al., 2016; Christofoli
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et al., 2015), valores de eficiéncia de encapsulagdo s&o calculados apenas pela

diferenca da concentracdo inicial pela concentracdo de 6leo essencial livre
remanescente do processo de filtracdo, ndo contabilizando a perda de massa de
6leo essencial durante o processo de preparacdo, resultando em valores nao
fidedignos. Analisando a Tabela 5.7, pode-se concluir que a perda de massa no
processo de preparagao é significativa e altera os valores de eficiéncia, variando de
0,101 mg/mL (F2) até 1,885 mg/mL (F6), em média. Os resultados obtidos para
concentracao final de 6leo essencial presente na suspensido das nanoparticulas
formadas apresentaram boa reprodutibilidade, considerados, estatisticamente, dados

homogéneos pelo seu coeficiente de variacao.

Ja para os valores de concentragdo do oOleo essencial livre das particulas,
avaliados apds o processo de filtracao, apenas a formulacdo F2 nao apresentou
uma boa reprodutibilidade nos resultados, obtendo-se neste caso um coeficiente de
variagdo que qualifica as amostras como heterogéneas (Tabela 4.1), que justifica a

nao apresentacdo do valor da eficiéncia de encapsulacido para esta formulacao na

Tabela 5.8. Destaca-se que demais formulagdes apresentaram boa
reprodutibilidade.
Tabela 5.8: Eficiéncia no processo de encapsulagao do 6leo essencial de pimenta longa em
nanoparticulas de policaprolactona
Massa de
Conc. Inicial | Conc. final b
Cv® Conc. de OE Cv oleo Eficiéncia de
Formulagao de OE de OE
(%) |filtrado (mg/mL)| (%) |encapsulada | Encapsulagéo
(mg/mL) (mg/mL)
(mg/mL)
F2 2,430 2,329+0,171 | 7,34 | 0,35840,147 |41,06 - -
F3 4,660 3,437+0,104 | 3,02 | 0,329+0,046 |13,98 3,108 66,689
F4 7,000 5,094+0,924 (18,14 | 0,522+0,031 5,94 4,572 65,309
F5 9,330 7,72840,884 | 11,43 | 0,776+0,145 |18,68 6,952 74,511
F6 11,760 9,875+0,437 | 4,42 | 0,635+0,049 | 7,72 9,240 78,571

Legenda: Cv*- coeficiente de variagdo referente a concentragéo final de dleo essencial; Cv"-

coeficiente de variagao referente a concentragéo de 6leo essencial filtrado

A partir dos resultados obtidos, a eficiéncia do processo de encapsulacao foi

calculada, variando entre 66 a 78% para as demais formulagbes, sendo que a razao

polimero/6leo de 5:1 (F6) € a que apresenta maior eficiéncia, indicando que esta
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proporcdo € a mais indicada para o processo de nanoencapsulagdo do dleo

essencial de pimenta-longa em policaprolactona, dentro das condigdes investigadas.

5.6. Avaliagao do perfil de evaporagao do 6leo essencial de pimenta-longa

nanoencapsulado em policaprolactona

A avaliacdo do perfil de evaporagcado do 6leo essencial de P. hispidinervum
presente nas nanoparticulas de policaprolactona foi realizada pelo periodo de 28
dias, utilizando uma célula de Arnold. O mesmo procedimento foi realizado para
nanoemulsdes formuladas, estabelecendo uma comparagdo entre os perfis de
evaporagao, objetivando verificar se de revestimento fisico do o6leo essencial

retardou o seu processo difusivo.

O modelo matematico proposto para representar o fendbmeno de difusdo
necessita de parametros (difusividade massica do 6leo essencial no ar; pressao de
vapor do oleo essencial e a constante de Henry), os quais foram determinados a

partir de dados experimentais.

A difusividade massica do Oleo essencial no ar foi calculada através do
modelo pseudoestacionario (Equagdo 4.17), sendo obtida a partir de dados
experimentais da variagdo da massa do 6leo ao longo do tempo, no interior da célula
de Arnold.

A pressao de vapor do 6leo essencial € um parametro utilizado no calculo da
difusividade massica através do modelo pseudoestacionario apresentado, sendo
determinada pela analise por termogravimetria com analise térmica diferencial (TG-
DTA). A equacao de Langmuir (Equacao 4.19) relaciona a pressdo de vapor numa
determinada temperatura com a taxa de perda de massa, sendo necessario

determinar a constante k por calibracao.

Padrées de limoneno e eucalipitol foram analisados no TG-DTA para

determinagdo da constante k, resultando num valor de 1,572 + 0,025.10° Pa.kg
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%5 mol®?.s".K° em média. As Figuras 5.17 e 5.18 apresentam a analise por TG-

DTA dos padrdes de limoneno e eucalipitol, respectivamente.
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Figura 5.17. Analise por TG-DTA do limoneno
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Figura 5.18. Analise por TG-DTA do eucalipitol

Apos a obtencdo da constante k da equacdo de Langmuir, tendo como

referéncia os padroes de limoneno e eucaliptol, a analise por TG-DTA do dleo
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essencial de pimenta-longa foi realizada (Figura 5.19) com o objetivo de determinar

a pressao de vapor.
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Figura 5.19: Analise por TG-DTA do 6leo essencial de pimenta longa.

A massa molar média do 6leo essencial de P. hispidinervum, calculado a
partir da composicao obtida por CG/EM, é de 158,3 g.mol'1, possibilitando assim
construir uma curva para pressao de vapor em funcédo da temperatura pela equagao
de Langmuir (Equagao 4.19), variando de 298 até 478 K. A partir da curva gerada,
parametros da equacdo de Antoine foram ajustados por minimos quadrados,
resultando em A=15,60; B= 1353,56 e C= 194,28, gerando a equagado 5.1 para
ocalculo da pressao de vapor em fungao da temperatura para o 6leo essencial de P.

hispidinervum.

1353,56

Inp(Pa) =15,60 _—T(K) —194.28

(5.1)

A pressao de vapor do 6leo essencial utilizada para o calculo da difusividade
massica no ar foi de 12,81 Pa, correspondendo ao valor desta propriendade na

temperatura de 298K. Este valor vai de encontro de dados da literatura para pressao



89

de vapor do safrol, composto majoritario do 6leo, que apresenta valor de 11,60 Pa,

muito proximo do valor obtido.

A partir da determinacédo da pressdo de vapor do 6leo essencial, 0 modelo
pseudoestacionario foi aplicado aos dados obtidos pelo experimento na célula de
Arnold, onde se constatou que a massa de 6leo essencial evaporada, apds 168h do
inicio do processo difusivo, foi de 0,014 + 0,002 g, resultando numa difusividade

massica do 6leo de pimenta-longa no ar de 210,53 + 13,53 cm? h™".

A determinagdo da constante de Henry foi realizada através da analise da
composi¢ao da fase vapor em equilibrio com uma fase liquida que contém as
nanocapsulas, preparadas com diferentes concentragbes do 6leo essencial de
pimenta-longa. A mesma analise foi aplicada as nanoemulsdes, para assim
estabelecer uma comparagcao no perfil de evaporagdao do oleo essencial livre
presente na nanoemulsdo com o 6leo essencial encapsulado presente na
suspensdo das nanoparticulas. Os dados de equilibrio liquido-vapor séao
apresentados na Figura 5.20, onde € perceptivel a linearidade nos dados obtidos,
comprovando a hipotese que a lei de Henry se aplica a baixas concentragdes,

condicbes caracteristicas dos experimentos realizados.
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Figura 5.20. Dados do equilibrio liquido-vapor do 6leo essencial de pimenta-longa livre

nanoemulsionado (a) e do 6leo essencial de pimenta-longa encapsulado em policaprolactona (b).
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Os valores das constantes de Henry para o 6leo essencial de pimenta-longa
presente nas nanoemulsdes e para o 6leo essencial de pimenta-longa encapsulado
em policaprolactona estdo apresentados na Tabela 5.9. Os resultados obtidos
demonstram uma pequena variagdo no valor da constante de Henry, indicando que
o revestimento fisico promovido pelas nanocapsulas de policaprolactona resultou

apenas huma pequena reducdo na volatilidade do éleo essencial.

Tabela 5.9: Constante de Henry para nanoemulsao e para as nanoparticulas

Constante de Henry

mg/mL fase vapor

mg/mL fase liquida

Oleo nanoemulsionado Oleo encapsulado
(Nanoemulséo) (Nanoparticulas)
2,202+ 1,771 10™ 1,956 + 2,163 10™

Os perfis de evaporagdo da nanoemulsado e das nanocapsulas, determinado
experimentalmente na célula de Arnold, sdo apresentados na Figura 5.21,
juntamente com o modelo matematico proposto para representacdo do fendmeno
estudado (Equacgéo 4.12 e 4.13). Os dados experimentais obtidos comprovam que a
alteracdo na volatilidade do 6leo essencial promovida pelo revestimento fisico das
nanoparticulas foi muito pequena, ndo demonstrando diferenga significativa em
relagdo ao perfil de evaporacdo do 6leo emulsionado. Apds 28 dias do inicio do
processo difusivo, a massa de o6leo essencial evaporada da nanoemulséo foi de

88,89 * 4,98 mg, comparado com 83,03 £ 0,55 da nanoparticulas.

Em relacdo a modelagem matematica proposta (Equacdo 4.12 e 4.13),
obteve-se boa representacéo dos dados experimentais (Figura 5.16). A resolucéo do
sistema de equacdes foi realizada numericamente, utilizando um passo temporal de
0,002 h e um passo no espaco de 1 cm, satisfazendo a analise de estabilidade de
Van Neumann. O modelo em questdo ndao possui nenhum parametro ajustavel,
sendo baseado apenas em dados obtidos experimentalmente (constante de Henry e
a difusividade massica do 6leo essencial no ar) comprovando a veracidade dos
resultados. A boa representacdo matematica dos dados experimentais comprova as

hipoteses realizadas para a aplicacdo do modelo. E importante salientar que estas
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hipéteses consistem em uma proposta deste trabalho para sistemas que envolvem
nanoemulsao e nanocapsulas, tornando este modelo matematico uma ferramenta

importante para simulagées do fendmeno estudado.
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Figura 5.21: Dados experimentais e modelagem matematica do perfil de evaporagao do 6leo

essencial de pimenta longa

5.7. Consideragoes finais

Este trabalho tem como proposta desenvolver uma metodologia para
formulacdo de nanocapsulas e nanoemulsées contendo principios ativos com
capacidade carrapaticida comprovada (Cassel et al., 2016). O trabalho percorreu
diversas etapas, partindo do uso da planta in natura como matéria-prima para
obtengao do seu 6leo essencial. Nesta etapa do trabalho foi realizado o estudo do
processo de extragao por arraste a vapor em diferentes pressées de operagao e sua
modelagem matematica. Uma modificagdo do modelo matematico de Reverchon
(1996) foi proposta referente a adigdo da variavel porosidade como uma fung¢do do
tempo, o que representou uma modificagdo adequada do modelo original, permitindo
uma representacdo mais fidedigna da fenomenologia presente no processo, visto

que ha variagdo da porosidade do leito extrativo ao longo do processo extrativo.

Outro escopo deste trabalho foi realizar o fracionamento do 6éleo essencial da

pimenta longa por destilacdo em batelada, visando obter safrol com alto grau de
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pureza, bem como recuperar fragdes que contém diferentes propor¢cdes massicas
dos compostos majoritarios do 6leo essencial (safrol e terpinoleno), devido a
comprovada agao sinérgica entre estes dois compostos referentes a atividades
bioldgicas. Nesta etapa do trabalho foi realizado o projeto e montagem estrutural de
uma coluna de destilagdo em batelada, simulacdo computacional do processo e
ensaios experimentais, gerando resultados satisfatorios que representaram um
importante avang¢o na aplicagdo de conceitos de engenharia no processamento de

produtos naturais.

A seguinte etapa do trabalho consistiu na preparagdo de nanoemulsdes
contendo o 6leo essencial da pimenta-longa, com o objetivo de produzir uma
solucdo homogénea e estavel, onde os compostos estariam dispersos de maneira
homogénea e em concentragdes adequadas para sua aplicagédo. A partir da analise
por difracao de luz dindmica (DLS) pode-se concluir que a nanoemulséo preparada
apresentou uma boa estabilidade, comprovada pela avaliacdo do didmetro
hidrodindmico ao longo de 5 meses. Outra etapa consistiu na producdo de
nanoparticulas de policaprolactona contendo o éleo essencial da pimenta-longa com
o objetivo de proporcionar um revestimento fisico aos compostos terpénicos do 6leo
essencial, de maneira a prolongar o tempo de permeancia destes compostos no
meio de agao por evitar sua volatilizacdo. As nanoparticulas foram preparadas em
diferentes formulacbes, variando a razdo massica polimero/OE e obtiveram
resultados satisfatorios quanto ao indice de polidispersdo, tamanho de particula,

potencial zeta e eficiéncia de encapsulagao.

Por fim foi realizada a avaliagdo do perfil de evaporagédo do 6leo essencial de
pimenta-longa com o objetivo de verificar se de fato o procedimento de revestimento
fisico do 6leo essencial retardou o seu processo difusivo, através da comparacao
entre o perfil de evaporagcao do OE nas nanoparticulas com o perfil de evaporagéo
do OE nanoemulsionado. Os dados experimentais obtidos indicaram que a alteragéo
na volatiidade do 6leo essencial promovida pelo revestimento fisico das
nanoparticulas foi muito pequena, ndo demonstrando diferenca significativa em

relagao ao perfil de evaporacao do 6leo emulsionado.
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A modelagem matematica proposta apresentou uma boa representacéo dos
dados experimentais, comprovando as hipoteses realizadas para a aplicacdo da
mesma. E importante salientar que é uma proposta deste trabalho as hipoteses
aplicadas ao modelo matematico para sistemas que envolvem nanoemulsdo e
nanoparticulas, bem como a realizagdo de um estudo comparativo da cinética de

liberagdo do OE entre os dois sistemas (nanoparticula e nanoemulsao).

Vale destacar que o trabalho em questdo esta diretamente vinculado ao
pedido de patente intitulado “Formulacdo ixodicida a partir de Piper hispidinervum
encapsulado” (Cassel et al, 2016), realizado em parceria com o Instituto de Ciencias
Agrarias do Consejo Superior de Investigaciones Cientificas (ICA-CSIC) de Madrid,
bem como as publicagcbes intituladas: “Biocidal effects of piper hispidinervum
(piperaceae) essential oil and synergism among its main components” (Andrés et al.,
2017) e “Sequential extraction methods applied to Piper hispidinervum: an

improvement in the processing of natural products” (Rossa et al., 2018).
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6. CONCLUSAO

Com os resultados deste trabalho pode-se concluir que na etapa extracao por
arraste a vapor o efeito da variacdo da pressdo de operagdo no rendimento do
processo e na composi¢cao do 6leo essencial nao foi significativo. A adaptagao do
modelo matematico de Reverchon (1996) para o processo extrativo representou uma

modificagdo adequada e obteve um bom ajuste aos dados experimentais.

O fracionamento do 6leo essencial de pimenta-longa teve como resultado a
obtencgao de fracbes com diferentes composi¢ées dos compostos majoritarios safrol
e terpinoleno e a simulacdo computacional aplicada ao processo se mostrou precisa
para prever o comportamento do fracionamento de 6leos essenciais, representando
um importante avango na aplicagao de conceitos de engenharia no processamento

de produtos naturais.

As nanoemulsbes preparadas contendo o 6leo essencial da pimenta-longa
apresentaram uma boa estabilidade, comprovada pela avaliacdo do didmetro
hidrodindmico ao longo de 5 meses, e as nanocapsulas de policaprolactona
contendo o OE de pimenta-longa obtiveram resultados satisfatérios quanto ao indice

de polidispersao, tamanho de particula, potencial zeta e eficiéncia de encapsulagao.

Os perfis de evaporagao da nanoemulsao e das nanocapsulas indicaram que
a alteracao na volatilidade do 6leo essencial promovida pelo revestimento fisico das
nanoparticulas foi muito pequena, ndo demonstrando diferenca significativa em
relacdo ao perfil de evaporagao do 6leo emulsionado. Ja a modelagem matematica
proposta apresentou uma boa representacdo dos dados experimentais, mesmo sem
a utilizagcdo de uma funcédo objetivo com ajuste de parametros, comprovando as

hipoteses realizadas para a aplicacdo da mesma.
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7. PROPOSTAS PARA TRABALHOS FUTUROS

As propostas para trabalhos futuros estao descritas abaixo:

o Ensaios bioldgicos in vitro das nanoemulsdes e das nanocapsulas

preparadas

e Ensaios biolégicos in vivo das nanoemulsbes e das nanocapsulas

preparadas
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