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Resumo

Descreve-se na presente investigacao a preparacdo de complexos de incluséo (Cl) do éleo essencial
(OE) de Psidium cattleyanum (CAT) em 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina (HPBCD). O OE foi extraido das
folhas de CAT com rendimento de 0,79% (m m-1) e é constituido majoritariamente por sesquiterpenos,
sendo o B-cariofileno o principal componente (34,2%). Para obter condi¢cbes otimizadas para a
preparacéo do Cl, através do método fisico de maceracédo, foram variados os parametros razdo molar
OE/HPBCD e o tempo de maceracdo. A melhor raz&o molar de OE:HPBCD foi de 1:1,14 e o tempo de
maceracao correspondeu a 30 min. A eficiéncia de complexacao utilizando as condi¢gfes otimizadas foi
de (94,9 £ 1,7)%. O CI preparado foi caracterizado por espectroscopia na regido UV-Vis, FTIR, TGA e
DLS para comprovar a interagdo do OE com a HPSCD.

Palavras-chave: Complexo de inclus&o. Araca. Oleo essencial.
Area do Conhecimento: Quimica.
Introducéo

A espécie Psidium cattleyanum S. (CAT) pertence a familia Myrtaceae e é conhecida popularmente
como aracgazeiro, produzindo frutos denominados como goiaba morango ou ara¢d (CASTRO et al.,
2015). Essa espécie € nativa do Brasil e possui importancia comercial, que é atribuida aos seus frutos
utilizados na industria alimenticia (PEREIRA et al., 2018; SANTOS et al., 2007).

Além disso, CAT apresenta atividades antioxidantes, antifingicas e antimicrobianas (CASTRO et
al., 2015; MEDINA et al.,, 2011; SCUR et al.,, 2016). Essas bioatividades tém sido atribuidas
principalmente aos altos niveis de compostos fendlicos, minerais, acidos graxos, acguUcares,
carotenoides e aos OEs (PEREIRA et al., 2018). Destaque é dado ao OE, alvo deste trabalho, que
apesar das potencialidades, possuem baixa solubilidade em agua, sao volateis e instaveis na presenga
de calor, luz e oxigénio (MOSSA, 2016). Para superar essas limitages, tecnologias tém sido
desenvolvidas, ampliando assim suas aplicagBes. Dessa forma, é possivel produzir complexos de
inclusdo (CIs) dos OEs com oligossacarideos ciclicos, sendo as ciclodextrinas as mais frequentemente
utilizadas (JANSOOK; OGAWA,; LOFTSSON, 2018). A 2-hidroxipropil-beta-ciclodextrina (HPBCD), que
€ derivada do amido, possui alta solubilidade em agua e tém sido utilizada para a preparac¢édo de Cl
contendo OE. A sintese do CI pode ser otimizada para alcancar niveis de eficiéncia de complexacdo
préximos a 100%. Logo, quase todo o OE utilizado € incorporado as cavidades da HPBCD. Para isso
pode ser utilizado um planejamento estatistico multivariado, que é pouco utilizado na literatura para
essa finalidade, e pode proporcionar a economia de reagentes e a sintese do Cl contendo mais OE.

Considerando as premissas, o objetivo desta investigacéo foi obter o Cl do OE das folhas de CAT
utilizando HPBCD e otimizar o processo de complexacao, além de caracteriza-lo por técnicas analiticas.
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Metodologia

Coleta e extracdo do 6leo essencial das folhas de P. cattleyanum

As amostras vegetais foram coletadas em julho de 2020 no municipio de Alegre, no estado do
Espirito Santo. O OE foi obtido através de hidrodestilacdo em aparelho Clevenger, durante quatro horas
de extracdo. O rendimento das extracdes do OE foi determinado, em triplicata, pela razao entre a massa
do OE extraido e da massa da planta seca.

Perfil cromatografico do éleo essencial

As analises qualitativa e semiquantitativa dos constituintes do OE das folhas foram realizadas
utilizando a cromatografia a gas acoplada a espectrometria de massas (GCMS-QP2010 Ultra,
Shimadzu, Kyoto, Japéo) de acordo com a metodologia de Mendes et al. (2017). Foram identificados
compostos com Arelativa > 5%.

Preparacédo dos complexos de inclusdo

Os ClIs foram obtidos pelo método de maceracéo seguindo a metodologia de Mendes et al. (2022),
com algumas adaptacdes. Os Cls foram obtidos pela variagdo das propor¢des molares do OE e da
HPBCD e dos tempos de maceragdo. Esses parametros foram obtidos através do delineamento
composto central rotacional (DCCR) com fatorial 2*2, contendo 4 pontos no cubo, 4 pontos axiais e 5
pontos centrais para melhor estimativa de erro. A Tabela 1 mostra os 13 experimentos obtidos a partir
do DCCR, além dos fatores codificados e decodificados.

Tabela 1 - Delineamento experimental realizado para otimizar a quantidade de dleo essencial de Psidium
cattleyanum complexado em HPBCD.

Variaveis codificadas* Variaveis decodificadas b
Tratamento a

X1 Xo OE:HPBCD (mol) Tempo cé; Inr:a)lcerat;ao V anol (uL)
1 +1 +1 14:1 38,4 192
2 -1 +1 1:14 38,4 384
3 -1 -1 1:14 7,0 384
4 (+1,41) 0 2:1 22,5 136
5 0 0 1:1 225 272
6 (-1,412) 0 1:2 225 545
7 0 0 1:1 225 272
8 0 0 1:1 225 272
9 0 0 1:1 225 272
10 0 0 1:1 225 272
11 0 (+1,412) 1:1 45,0 272
12 0 (-1,42) 1:1 0,0 272
13 +1 -1 14:1 7,0 192

aProporcdo molar de 6leo essencial e HPBCD, respectivamente; "Volume de etanol (95%) correspondente a 2 mmol mL™? de
HPBCD. *(-1) = nivel inferior, (0) = nivel médio, (+1) = nivel superior e a = (+/-1,41); X, = OE:HPBCD (mol) e X, = tempo de
maceragao (min.).

Para avaliar a melhor condicéo de preparo do Cl, a eficiéncia de complexacéo (EC) foi determinada
por espectroscopia ha regido do UV-Vis, de acordo com a metodologia descrita a seguir. A partir das
respostas foi obtida uma superficie de resposta através do software Desing-Expert®. O complexo ideal
foi preparado em triplicata a partir do resultado da otimizagdo da proporcdo molar e do tempo de
maceragao.

Caracterizacdo do complexo de incluséo

Curva analitica

Para determinar a EC foi obtida uma curva analitica do OE utilizando um espectrofotdmetro UV-Vis
no modo de varredura na faixa de 190 a 1100 nm. Para essa analise foram preparadas, em ftriplicata,
dez solugBes padrdo com concentragdes crescentes do OE em acetonitrila (2,03 a 20,3 pyg mL1). Foram
obtidos os valores de absorbancias em 193 nm para constru¢cdo da curva, cujos pontos foram
submetidos a regresséo linear pelo Método dos Minimos Quadrados. Foram realizadas leituras em
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duplicata no espectrofotbmetro. A fim de quantificar a concentragdo do OE removido dos Cls, 25 mg
dos materiais foram dissolvidos em 50 mL de acetonitrila 99,9% e o sistema foi mantido ao abrigo de
luz a 580 rpm em mesa agitadora por 48 h. Esse procedimento foi realizado em triplicata e adaptado
de Hill; Gomes; Taylor (2013). Na sequéncia, as amostras foram centrifugadas a 2857 rpm por 15 min
a 25 °C para decantar a HPBCD, deixando apenas o OE solluvel em acetonitrila. As solu¢des contendo
0 6leo em solvente foram submetidas a analise UV-Vis, monitorando-se 193 nm. As concentracdes do
OE (mg mL™1) foram obtidas pela curva analitica, sendo possivel determinar as massas de OE extraidas.
As eficiéncias de complexacao (ECs) foram determinadas utilizando a Equacao 1:
EC (%) = OEEeX‘ ((mz) x 100% (Eq. 1)
Em que OEcx € a massa do OE extraido do Cl (mg) e OE.agic € a massa do OE adicionada no inicio
do processo de complexacdo (mg).

Andlise termogravimétrica

A medida da estabilidade térmica foi realizada por meio de andlise termogravimétrica (TGA) com
auxilio de um analisador térmico DTG. Cerca de 4 mg da HPBCD, do OE e do CI otimizado foram
pesados em microbalanca analitica. Em seguida, as amostras foram aquecidas na faixa de temperatura
de 30 a 450 °C em uma razédo de aquecimento de 10 °C min-L,

Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier

A HPBCD, o OE e o CI otimizado foram submetidos as analises de espectroscopia na regido do
infravermelho com transformada de Fourier (FTIR). Foi utilizado um espectrofotdmetro de reflectancia
total atenuada (ATR) com cristal de germanio na regido de 4000 a 700 cm™, com 32 varreduras e
resolugdo espectral de 4 cm,

Andlise de tamanho, indice de polidispersdo e potencial Zeta por DLS

Por meio da técnica de espalhamento dindmico de luz (DLS) foram realizadas as medidas de
tamanho, indice de polidisperséo (PDI) e potencial Zeta (PZ) da HPBCD e do Cl otimizado. Para isso,
foi utilizado o Zetasizer Nano ZS, uma célula DTS 1070 com dois. As amostras foram diluidas em agua
tipo 1 até a concentracdo de 1 mg mL™.

Analise estatistica

A obten¢do dos parametros estatisticos: andlise de variancia, regressao linear e delineamento
experimental da otimizag&do no processo de complexacéo foi realizada utilizando o Programa Minitab,
versdo 17. A superficie de resposta foi obtida pelo Programa Design Expert, versdo 11.

Resultados

O rendimento do OE obtido das folhas da CAT foi de 0,79% (m m-). Foram identificados seis
compostos presentes no OE da CAT: a-pineno (10%), limoneno (14,9%), 1,8-cineol (9,7%), B-
cariofileno (34,2%), a-humuleno (9,3%) e 6xido de cariofileno (16,6%).

Na Fig. 1a sédo apresentados os resultados de 13 ensaios do preparo dos complexos de inclusao
empregando o planejamento multivariado composto central rotacional (Tabela 1). Através dos
resultados de eficiéncia de complexacéo (EC) obtidos, foi possivel construir a superficie de resposta
(Fig. 1b). A equacéo da regressdo do modelo quadratico foi Y = 33,31 + 3,94P + 4,003T - 3,615P2
- 0,06882T2, com RZajustado = 0,9393 e Fajuste = 0,010. Todos os coeficientes (B8) foram significativos
(Bpropor(;éo =0,010; Btempo =0,000; ﬂproporgéo x proporcao = 0,004; ,Btempo X tempo = 0,000) aa=0,05.

Considerando o CI otimizado, a sua EC foi obtida a partir da curva analitica do OE da CAT em
espectrofotdmetro UV-Vis. O comprimento de onda de maxima de absorcdo ocorre em 193 nm e este
foi adotado para identificar e quantificar o OE extraido do CI. A equacao da regresséo linear obtida pela
curva analitica foi y = 53,024x + 0,03732, com RZajustado = 0,9976 € Fajuste = 0,591 (p<0,05). A EC do ClI
otimizado foi de (94,9 + 1,7)%.

As curvas termogravimétricas para o OE, HPBCD e Cl sdo apresentadas na Fig. 2a. Os espectros
de FTIR da HPBCD, do OE, do Cl, do OE e do CI, ambos aquecidos a 180 °C s&o mostrados na Fig.
2b.
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Figura 1 - a) Resultado do delineamento experimental realizado para otimizacdo da eficiéncia de complexa¢éo do
6leo essencial de Psidium cattleyanum em HPBCD; b) Grafico da superficie de resposta da otimizacdo da
eficiéncia de complexacéo com a equacéo do modelo de regresséo e coeficientes a a = 0,05.
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Figura 2 - a) Curvas termogravimétricas da HPBCD, do dleo essencial da espécie Psidium cattleyanum (OE) e do
complexo de incluséo (Cl); b) Espectros de FTIR para a HPBCD, éleo essencial da espécie Psidium cattleyanum
(OE) e do complexo de inclusao (Cl).
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O tamanho hidrodindmico médio e a distribuicdo de tamanho (PDI - indice de polidispersidade) do
Cl e da HPBCD foram apresentados na Tabela 2.

Tabela 2 - Diametro hidrodinamico da particula, potencial Zeta e indice de polidispersdo da HPBCD e do
complexo de incluséo.
Amostra  Didmetro médio da particula (nm)  Potencial Zeta (mV) indice de polidispers&o (PDI)
HPBCD 431,92+ 18,8 -25,1°+0,9 0,382+ 0,06
Cl 440,12+ 13,9 -40,92 +2,2 0,23 + 0,01
Letras iguais entre colunas ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, a p<0,05.

Discusséo

Ao comparar o rendimento do OE da CAT, 0,79% (m m-1), com o da P. guajava, espécie com maior
relevancia comercial do género, percebe-se que P. cattleyanum possui maior quantidade de OE nas
folhas. Os rendimentos dos OEs das folhas da P. guajava séo em torno de 0,3% (m m) dependendo
da cultivar avaliada (MENDES et al., 2017; SOUZA et al., 2017). Em relacdo a composicao quimica,
majoritariamente foram encontrados sesquiterpenos (60,1%) e o principal composto foi o B-cariofileno.
Outros autores que identificaram o perfil cromatografico do OE das folhas da CAT também observaram
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predominantemente sesquiterpenos (ADAM et al., 2011; ALVES et al., 2022; CASTRO et al., 2015;
CHALANNAVAR et al., 2013; PINO et al., 2004).

O método de maceracédo pode ser considerado o mais comum para formar Cl, sendo bastante
simples, fornece um bom rendimento e possui baixo custo de producédo (PATIL et al., 2010). Pode-se
observar na Fig. 1a que o tempo de maceracédo é uma variavel fundamental na otimizacéo do processo
de producéo dos Cls, alcancando alta EC, gerando economia de reagentes e tempo para obtencéo.
Como observado no ensaio 12, tanto ndo macerar (mistura fisica), quanto macerar por maior tempo,
como observado no ensaio 11, mantendo a proporcédo molar, séo insuficientes para um processo com
0s mais altos valores de EC do OE da CAT em HPBCD. A superficie de resposta (Fig. 1b) indica que
0s maiores valores de eficiéncia apresentam colora¢é@o vermelha e os menores azul. As condigfes para
obter a melhor EC na preparacdo do Cl a partir do OE da CAT foram preditas pelo software Minitab. A
otimizacao obtida foi de utilizar a razdo molar OE:HPBCD de 1:1,14 e macerar por 30 min. Os Cls foram
produzidos nessas condi¢cOes e caracterizados com as técnicas analiticas descritas a seguir.

A alta eficiéncia de complexacgéo (94,9%) esta relacionada a proporcdo de OE da CAT e HPBCD
otimizada, além do tempo ideal de maceracgéo, pois considerando a alta volatilidade e instabilidade do
OE, macerar por muito tempo pode contribuir para a degradacdo dos compostos.

A curva termogravimétrica do OE apresenta perda de massa em um evento continuo com a
volatilizacéo e degradagédo ocorrendo a partir de 30 °C, tendo 0 méaximo de degradagéo em 142 °C. Em
170 °C, o OE é totalmente degradado. A HPBCD e o Cl tém o maximo de degradagdo em torno de 350
°C, logo, o Cl apresenta grande estabilidade térmica (Fig. 2a).

A espectroscopia na regiéo do infravermelho contribui para a verificagdo da formacao do Cl através
da visualizac@o de bandas pertencentes ao OE e a HPBCD que se apresentam simultaneamente no
Cl, indicando a interacdo entre hospede e hospedeiro (Fig. 2b). As bandas a e e foram destacadas na
HPBCD e as bandas b, c e d no OE, sendo que todas elas estdo presentes no Cl. A banda larga
representada por a, que possui numero de onda de aproximadamente 3400 cm-! e pode ser atribuida
ao estiramento da ligacdo O-H (BARBOSA, 2007). As bandas b, d e e confirmaram que houve interacao
entre o OE e a HPBCD. A banda c em 1640 cm-! aparece devido a deformacéo angular da H20 presente
tanto no OE quanto no Cl em pequena quantidade (BARBOSA, 2007).

O diametro hidrodinamico do Cl e da HPBCD foram iguais entre si e acima de 400 nm (Tabela 2).
Em solugéo aquosa esses materiais apresentaram tendéncia de agregacdo (MENDES et al., 2022).
Geralmente, os aglomerados ndo ocorrem de maneira uniforme, podendo gerar variabilidade no
tamanho dos Cls, o que justifica os valores de PDI obtidos (HILL; GOMES; TAYLOR, 2013; KOTRONIA
et al., 2017; MIRANDA et al., 2019). Sabe-se que um sistema com PDI < 0,1 é considerado altamente
monodisperso, valores entre 0,1 e 0,4 sdo moderadamente polidispersos e > 0,4 sdo altamente
polidispersos (BHATTACHARJEE, 2016). Dessa forma, o Cl e a HPBCD podem ser classificados como
moderadamente e altamente polidispersos, respectivamente. O potencial Zeta € um indicador da
estabilidade dos Cls em suspensé&o. Particulas com valores mais elevados em médulo (>|30] mV)
representam uma repulsédo eletrostatica mais forte e, portanto, melhor estabilidade das particulas
(MIRANDA et al.,, 2019). Sendo assim, o Cl pode ser classificado como maior estabilidade em
suspenséo aquosa em comparacdo com a HPBCD.

Conclusao

O processo de producgdo do Cl, formado a partir do OE da CAT com a HPBCD, foi otimizado e
apresentou alta eficiéncia de complexacéo. O estudo das variaveis tempo de maceragdo e proporgéo
molar foram parametros imprescindiveis para a obtencao de Cl com alta eficiéncia de complexacao. O
Cl obtido foi caracterizado por técnicas analiticas comprovando que o OE foi complexado na cavidade
da HPBCD. Considerando que o Cl otimizado que foi produzido tem alta solubilidade aquosa e
estabilidade térmica, € um produto com potencial de ser explorado comercialmente.
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