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Resumo

A problematica dos pesticidas tem sido amplamente discutida, dada as possiveis
consequéncias graves no meio ambiente como a contaminacao de solos e aguas (por exemplo, aguas
superficiais e subterraneas). Os alimentos, tanto para consumo humano como animal, tém sido
continuamente expostos a este grupo de compostos quimicos - os pesticidas - ao longo das diversas
etapas de producao, podendo deste modo, colocar em risco a saude humana.

Os inseticidas e fungicidas sintéticos sao exemplos de compostos com acao pesticida que
apresentam um longo tempo de degradacao. Deste modo, os extratos de 6leos essenciais surgem
como alternativa, permitindo a reducao da utilizacao dos compostos nocivos para o meio ambiente.
Face a este novo paradigma da utilizacao de pesticidas de origem natural versus a utilizacao de
pesticidas de origem sintética, podem definir-se biopesticidas como pesticidas provenientes de
organismos vivos, como plantas, sendo progressivamente utilizados como uma alternativa menos
impactante ambientalmente, face aos tradicionais pesticidas de origem quimica.

Este projeto teve como objetivo a otimizacdo de técnicas de extracdao de compostos
bioativos e de técnicas analiticas com vista a futura aplicacao destes compostos como biopesticidas
usados como alternativa aos tradicionais inseticidas. Este trabalho inclui ainda uma revisao
bibliografica sobre os constituintes de 6leos essenciais para a protecao vegetal.

Neste estudo procedeu-se a extracao de compostos bioativos das espécies vegetais Mentha
x piperita L. e Pelargonium graveolens L. por extracdo-destilacdo simultanea. Foram testadas
diversas condicoes operacionais como o solvente de extracao (éter etilico e n-pentano) e tempos
de extracao (30 e 60 minutos). Os extratos obtidos foram analisados por cromatografia gasosa
acoplada a um detetor por ionizacao de chama.

A Mentha x piperita L, obteve cerca de 2,80% de 6leo extraido (30 minutos) e cerca 0,66% de
oleo extraido (60 minutos) com o solvente éter etilico e cerca 1,10% de dleo extraido (60 minutos)
e cerca de 0,33% de 6leo extraido (30 minutos) com o solvente n-pentano.

O Pelargonium graveolens L, obteve cerca de 0,70% de o6leo extraido (30 minutos) e cerca
0,65% de oleo extraido (60 minutos) com o solvente éter etilico e cerca 0,33% de 6leo extraido (30
minutos) e cerca de 0,42% de oleo extraido (60 minutos) com o solvente n-pentano.

O método analitico desenvolvido permitiu a detecao de dez compostos presentes nos éleos
essenciais das plantas estudadas. O método demonstrou ser seletivo e especifico.

0 método de extracao e destilacdo simultanea associado a um processo de identificacdao de analitos
por cromatografia gasosa acoplada a um detetor por ionizacdo por chama, demonstraram ser
adequados para a extracao e quantificacao de compostos presentes nos 6leos essenciais de Mentha
x piperita L. e Pelargonium graveolens L.

Foram determinadas como as melhores condicoes para extracao e destilacao simultanea
para ambas as plantas 30 minutos de tempo de extracao usando o éter etilico como solvente.

Palavras Chave: Biopesticidas, dleos essenciais, extracao e destilacdo simultanea, cromatografia
gasosa acoplada a um detetor por ionizacao por chama
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Abstract

The problematic regarding pesticides has been widely discussed, due to the potential
environmental consequences such as soil and water contamination (e.g., surface and external
water). Foods for human or even animal consumption have been continuously exposed to this group
of chemical compounds - the pesticides - throughout the various stages of production, which could
endanger human health.

Synthetic insecticides and fungicides are examples of compounds with pesticidal action
which have long degradation periods. Therefore, extracts of essential oils can be an alternative to
the existing ones, allowing the reduction of the use of environmental harmful compounds.
Regarding the new paradigm of the usage of natural pesticides versus the usage of synthetic
pesticides, biopesticides can be defined as pesticides from living organisms, such as plants, that
are progressively used as an alternative to the traditional pesticides from chemical origin.

This project aimed to optimize extraction and analytical techniques for the obtainment of
bioactive compounds, regarding the possible future application as biopesticides, as an alternative
to traditional insecticides. This work also includes a bibliographical review on the constituents of
essential oils for plant protection.

In this study, the bioactive compounds of the plant species Mentha x piperita L. and
Pelargonium graveolens L. were extracted by simultaneous distillation-extraction. Several
operating conditions were tested, as the extraction solvent (ethyl ether and n-pentane) and
extraction times (30 and 60 minutes). The extracts obtained were analyzed by gas chromatography
coupled to a flame ionization detector.

The Mentha x piperita L, obtained about 2.80% of extracted oil (30 minutes) and about 0.66%
of oil extracted (60 minutes) with ethyl ether solvent and about 1.10% of extracted oil (60 minutes)
and about 0.33% of oil extracted (30 minutes) with the n-pentane solvent.

Pelargonium graveolens L, obtained about 0.70% of extracted oil (30 minutes) and about
0.65% of oil extracted (60 minutes) with ethyl ether solvent and about 0.33% of extracted oil (30
minutes) and about 0.42% of oil extracted (60 minutes) with the n-pentane solvent.

The analytical method allowed the detection of ten compounds present in the essential oils
of each of the plants studied. The method proved to be selective and specific.

The simultaneous extraction and distillation method associated with a gas chromatographic
analyzer coupled to a flame ionization detector proved to be adequate for the extraction and
quantification of compounds present in the essential oils of Mentha x piperita L. and Pelargonium
graveolens L.

The optimal conditions for simultaneous extraction and distillation of both plants were
determined to be 30 minutes of extraction time using diethyl ether as solvent.

Keywords: Biopesticides, essential oils, simultaneous extraction and distillation, gas
chromatography coupled to a flame ionization detector
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Notacao e Glossario

Letras de Simbolos

s desvio padrao

Fw Fluxo de destilacao a vapor

Fs Fluxo de destilacao por solvente

pli Pressao de vapor do analito i (kPa)

Ptot Pressao total (kPa)

Tw Temperatura na amostra (°C)

t Duracao da extracao (minutos)

R Recuperacao do analito

v Coeficiente de atividade do analito

Cs Concentracao de soluto no balao da fase aquosa (mg/L)
G Concentracao de soluto no balao da fase organica (mg/L)
W Volume de agua no balao da fase aquosa (mL)

Lista de Siglas
APA Agéncia Portuguesa do Ambiente

Ac. Bor Acetato Borneol

Ac. Geraniol  Acetato Geraniol

Bor Borneol

Cit Citronelol

GC-FID Cromatografia Gasosa por lonizacao de Chama
GC-MS Cromatografia Gasosa por Espectrometria de Massa
HPLC Cromatografia Liquida de alta Eficiéncia

EUA Estados Unidos da América

Eug Eugenol

SDE Extracao e Destilacao Simultanea

SFC Extracdao com Fluido supercritico

LLE Extracao Liquido-Liquido

SLE Extracao Solido-Liquido

Ger Geraniol

Ment Mentona

SPME Microextracao em fase Solida

OEs Oleos Essenciais

Pl Padrao Interno

PNICE Plano Nacional de Implementacao da Convencao de Estocolmo
Pul Pulegona

Terp (S)-(-)-a-Terpineol

Hex 2,2-6 Trimetilciclohexanona
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1 Introducao

As plantas autotroficas sao consideradas uma importante fonte de substancias biologicamente
ativas, pois ocupam o primeiro nivel na maioria das cadeias troficas terrestres. As substancias
biologicamente ativas tém grande importancia econdémica e agregam valor a espécie de onde foram
isoladas. De um modo geral, estas substancias sao produzidas a partir das reacées do metabolismo
secundario destas espécies, participando diretamente nos processos de crescimento e
desenvolvimento da planta. Estas substancias podem ainda ser utilizadas na protecao de culturas
agricolas, de microrganismos patogénicos bem como de pragas, com a vantagem de nao se
acumularem no ambiente [,

Muitos destes metabolitos secundarios, estao presentes no dia - a - dia, sendo utilizados em
todo o mundo para produzir substancias provenientes de diversas indUstrias (como a alimentar,
cosmética e perfumaria) %3,

E importante mencionar que a estacdo do ano em que é feita a recolha da amostra da planta
€ um dos fatores de maior importancia, visto que a quantidade da composicao dos constituintes
ativos nem sempre sao os mesmos durante o ano. Relacionando as alteracdes qualitativas e
quantitativas de  metabolitos secundarios, ressalvam-se as interacdes bioticas:
planta/microrganismos, planta/insetos, planta/ planta, idade e estadio de desenvolvimento e ritmo
circadiano; e os fatores abidticos: luminosidade, temperatura, pluviosidade, estado nutricional,
sazonalidade, disponibilidade de agua, radiacdo ultravioleta, composicao atmosférica e altitude .

Algumas plantas possuem maior resisténcia a fungos, bactérias, insetos e pragas de um modo
geral devido a presenca de dleos essenciais, agindo, por exemplo, para sua autodefesa, repelindo
predadores que sao afetados pelo contacto com a planta. Além disso, as plantas podem repelir
outras plantas que possam competir com nutrientes e solo necessarios para sua sobrevivéncia e
dominio local, conseguindo garantir alimento, espaco e evitar a sua extincao perante o surgimento
de ameacas 1.

Nem todas as plantas aromaticas possuem oleos essenciais (OEs), uma vez que nem todas
possuem constituintes significativos, havendo casos em que as quantidades de OEs sao
insignificantes e outros extremamente marcantes. Existem varias técnicas de extracao destes tipos
de compostos, nomeadamente o método de extracao solido-liquido, método de extracao liquido-
liquido, extracao e destilacao simultanea entre outros, e para fazer uma analise com precisao usa-
se um cromatdgrafo de fase gasosa .

1.1 Enquadramento e Apresentacao do Projeto

0 conceito de utilizacao de produtos naturais substituindo os produtos sintéticos, € um tema
antigo. Contudo, existem relatos biblicos da sua presenca como importante composto volatil
(exemplo OE de Balsamo) eram utilizados em banhos, aromatizacao e até para embalsamar
(perfumar) casas'®l.

Atualmente existe cada vez mais necessidade do uso de pesticidas (compostos sintéticos
aplicados para proteger a quantidade e a qualidade das culturas agricolas). No entanto, estes
produtos quimicos podem ter efeitos colaterais na saide humana e no meio ambiente. Por outro
lado, cada vez mais as pragas se tornam, resistentes aos pesticidas existentes, havendo a
necessidade de os substituir por métodos mais eficazes e agressivos 1.
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A problematica dos pesticidas pode ter consequéncias graves no meio ambiente como a
contaminacao de solos e aguas (por exemplo, aguas superficiais e subterraneas), colocando a saude
humana em perigo uma vez que nao se sabe com clareza se o alimento consumido foi exposto a
esse tipo de produto e se realmente o produtor seguiu as orientacoes corretas para a sua aplicacao.
Os inseticidas e fungicidas sintéticos sao compostos com elevado tempo de degradacao. Os extratos
de dOleos essenciais surgem como alternativa, permitindo a reducao da utilizacao dos compostos
que prejudicam o meio ambiente. Para a obtencao dos OEs e caracterizacao do extrato de oleo
essencial recorrem-se a técnicas de extracao, por extracao e destilacao simultanea e identificacao
e quantificacdo por cromatografia gasosa com detetor de ionizacdo de chamas 1.

A coletividade de certos compostos pode ou nao aumentar o poder antibidtico e antifingico
a espécies vegetais. Contudo pode deduzir-se que a utilizacdo de alguns oleos essenciais
(principalmente de plantas aromaticas), podera ser capaz de afetar uma larga gama de
microrganismos e insetos ).

Este projeto teve como objetivo a otimizacdo de técnicas de extracdo de compostos
bioativos e de técnicas analiticas com vista a futura aplicacao destes compostos como biopesticidas
usados como alternativa aos tradicionais inseticidas. Este trabalho inclui ainda uma revisao
bibliografica sobre os constituintes de 6leos essenciais para a protecao vegetal.

1.2 Metodologia

Para a extracao dos compostos bioativos foi utilizado a técnica de extracao e destilacao
simultdnea (SDE) adaptado de Linkens - Nickerson modificado P!. Para a andlise do extrato é
utilizado a técnica analitica por Cromatografia gasosa com detetor de ionizacao de chama (GC-FID).
Os dados foram obtidos com recurso do programa GC Solution e o tratamento dos mesmos foram
efetuados no Excel 2016.

1.2 Organizacao da Tese

Este trabalho esta organizado e dividido por capitulos (total de seis capitulos), com inicio na
introducao e terminando nas conclusdes. O primeiro capitulo corresponde a introducao do projeto
realizado, fazendo um pequeno enquadramento dos principais topicos. O segundo capitulo refere-
se ao estado da arte, em que se descrevem os métodos utilizados e temas relacionados com o
trabalho desenvolvido. O terceiro capitulo refere as metodologias utilizadas para a realizacdao do
projeto, os materiais e equipamentos utilizados durante este processo, descrevendo os passos de
cada etapa do trabalho realizado, desde a preparacao de amostras até a analise destas pelos
equipamentos. O quarto capitulo refere-se aos resultados e discussao destes, em que sao analisados
os dados obtidos por cada método, sao discutidos os principais pontos do trabalho e a existéncia de
problemas ou influéncia externa que altere estes resultados. O quinto capitulo refere-se as
conclusoes gerais do trabalho, em que sao referidos os principais resultados e que conclusdes se
podem retirar destes. Por fim, o sexto capitulo corresponde aos principais problemas que ocorreram
durante o trabalho e perspetivas para trabalhos futuros.
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1.3 Objetivo Principal do Projeto

Identificar e quantificar os constituintes dos o6leos essenciais e do extrato de plantas
aromaticas extraidos com diferentes solventes.

1.4 Objetivos Secundarios

Este trabalho teve como objetivos secundarios, identificar e quantificar alguns constituintes
de OEs no extrato de Mentha x piperita L. (Hortela pimenta) e de Pelargonium graveolens L.
(Geranio) com propriedades biopesticidas, pela técnica de extracao e pela técnica analitica.

Com a técnica de extracao pretende-se determinar as percentagens de OEs presentes no
extrato, o melhor solvente de extracao (éter etilico ou n-pentano) e por fim o melhor tempo de
extracao (30 minutos ou 60 minutos) por extracao e destilacao simultanea (SDE), técnica adotada
para este trabalho.

Com a técnica analitica, pretende-se fazer uma analise cromatografica dos constituintes
pretendidos para este trabalho por cromatografia gasosa com detetor de ionizacao de chama (GC-
FID), técnica adotada para a analise.
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2 Estado da Arte

2.1 Oleos Essenciais
2.1.1 Contextualizacao Historica

Acredita-se que o uso de Oleos essenciais a partir de plantas aromaticas comecou com os
chineses, em 2700 a.C., sendo que o livro mais antigo de ervas do mundo, Shen Nung, relata plantas
muito conhecidas como por exemplo o gengibre. No ano 2000 a.C., ha relatos de que os persas e
egipcios ja utilizavam estes compostos. O fisico arabe Avicena (980 - 1073), € considerado como o
primeiro a extrair 6leo de rosas. Com o avancar da tecnologia, a partir dos séculos XVI e XVII, o
tema “6leo essencial” ganhou destaque a nivel mundial uma vez que, comecou-se a explorar suas

propriedades e a comercializacao dos seus produtos sendo muito valioso principalmente na Europa
[é]

O quimico francés René-Maurice Gattefossé em 1928, ficou conhecido como o “pai” da
aromaterapia, ao criar este termo associado a 6leos essenciais. Apds sofrer um pequeno acidente
no laboratorio causado por uma explosao, ficou gravemente ferido nos bracos, mergulhando os
mesmos numa banheira com lavanda (Lavandula angustifolia) pensando ser agua. Logo notou que
em poucos minutos a sua dor havia passado, desaparecendo mais tarde as cicatrizes 1.

2.1.2 Conceitos dos Oleos Essenciais

Os oleos essenciais podem ser definidos como material volatil presente em plantas e,
geralmente, de odor e fragrancia caracteristicas. Os oleos essenciais podem ser extraidos de
diversas maneiras. Podem ser extraidos por diferentes vias/técnicas nomeadamente, SDE,
destilacao a vapor, prensagem a frio das cascas (normalmente para frutos), entre outras diversas
formas. O resultado final sera um oleo essencial onde predominam monoterpenos, compostos
derivados de hidrocarbonetos com dez carbonos na sua estrutura molecular !,

As aplicacdes genéricas mais importantes dos 6leos essenciais sao !:

e As baseadas no odor, constituindo-se nos fundamentos de industria e da arte de perfumaria
e da aromatizacao de produtos industriais;

e As que se fundamentam no sabor, proporcionando as industrias de alimentos e bebidas
recursos importantes para a valorizacao destes produtos;

e As que possibilitam a obtencao de produtos terapéuticos, de solventes e emulsdes industriais
ou produtos intermediarios para produtos sintéticos;

e As que se baseiam na associacao odor-sabor, permitindo a maior valorizacao dos produtos
comestiveis.

Somesh et al., 2015, define um o6leo essencial como um liquido hidrofobico concentrado
contendo compostos aromaticos volateis da planta. Os 6leos essenciais apresentam vantagens pela
sua concentracao de aroma, sendo a maioria deles razoavelmente antioxidantes naturais e agentes
antimicrobianos ['%.

Os OEs sao geralmente incolores (quando frescos), nao sao muito estaveis na presenca do ar,
luz e calor, mas com o tempo podem oxidar adquirindo uma cor escura, logo devem ser
armazenados ao abrigo do ar e da luz, a baixa temperatura, uma vez que a temperatura ambiente
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estes tendem a evaporar-se e em frascos de vidro ambar de preferéncia cheios evitando assim a
oxidacao (Figura 1) [,

Figura 1 - Horteld pimenta no seu estado natural (A); Oleo essencial apés extracdo (B) ['2]

Geralmente apos extracao a separacao de um oleo essencial da fase aquosa, é realizado por
um método fisico que ndo leva a mudancas significativas na sua composicao quimica, conforme
mostra a ilustracao da Figura 2.

Wolatkes Sampling Stripping to consere aroma
Ges chromatograpiy X X Post harsest processing
Spices and condiments -
Chemicaltaonomy Chemical Analysis __ Quality control

Essential oil Crops

M . bysi Secondary metabolism
= = “alue chain innovation

Adulirant detection

Biotechnology
Phytochemicals

Essential Oils Flavor and Fragrance

Screening for bioactives

Aromatherapy

Figura 2 - Diagrama de drvore da ampla ramificacdo de especializacbes no campo de 6leos essenciais ['']

Atualmente existem um enorme interesse em extrair 6leo essencial de plantas ou de produtos
das plantas. Para tal € preciso haver formas ou técnicas simples de extracao para os esses tipos de
compostos. Uma das técnicas que foi introduzida por Linkens e Nickerson em 1964 denominada por
processo de SDE, onde combina a destilacao a vapor com a extracdao continua com um solvente
imiscivel com a agua em apenas uma etapa .

Em relacao a analise cromatografica dos compostos por cromatografia gasosa com detetor de
ionizacao de chamas (GC-FID), pode-se utilizar dois modos de injecao distintas: o “split” é a técnica
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utilizada para a analise de solucdes muito concentradas, sendo que nesta técnica, uma parte da
amostra € descartada apos a sua vaporizacdo. A técnica de injecao “splitless” é técnica utilizada
para a analise de solucdes ja diluidas, com a transferéncia da maior parte da amostra vaporizada
contida no injetor para o interior da coluna. Nesta técnica com a saida do divisor fechada, o fluxo
de gas dentro do injetor é diminuido devido a resisténcia oferecida pela coluna capilar ',

Os principais componentes dos 6leos essenciais sao os terpenos, de formula quimica (CsHs)n.
A estrutura dos terpenos podem ser essencialmente derivados do isopreno ['. Os terpenos sao
classificados em diferentes grupos de acordo com o nimero de unidades de isopreno. A classificacao
dos terpenos pode ser observada com mais detalhes na Tabela 1.

Tabela 1 - Classificacdo dos terpenos de acordo com o nimero de unidades de isopreno [13]

Unidades Foérmula e .
. . Classificacao Exemplos Ref.
de isopreno | quimica
1 CsHg Hemiterpenos Isopreno; Prenol; Acido isovalérico; etc. [14,15]
2 CioH1e Monoterpenos | Eugenol; Geraniol; a-pineno; Limoneno; timol; etc. (4]
3 CisHas Sequiterpenos Farnesol; S-cariofileno; Nerolidol; Eugenil; etc. [14,15]
4 CyoH3 Diterpenos Cafestol; Retinol (vitamina A); Esteviosideo; etc. [14,15]
5 CasHa0 Sesterpenos Sem informacao (4]
6 CsoHas Triterpenos B-caroteno; Acido asiatico; etc. [14,15]
N (CsHsg)n Politerpenos Latex (4]

Na Tabela 2 (pagina 7 a 10), pode ser observada também alguns exemplos de monoterpenos,
sendo estes os compostos utilizados no estudo do projeto, de acordo com a literatura e
disponibilidade de alguns destes compostos no laboratorio.

Nota: A Tabela 2 esta organizada por ordem crescente de ponto de ebulicao, apresentados
primeiros os compostos com menores ponto de ebulicao, seguindo posteriormente os que
apresentavam maiores ponto de ebulicdo. E de salientar referir que os compostos apresentados
na Tabela 2, ndo sao os Unicos exemplos de monoterpenos existentes na composicao de OEs de
espécies vegetais.
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Tabela 2 - Propriedades fisico-quimicas dos compostos em estudo

Composto Ponto de Solubilidade Solubilidade
Numero CAS Estrutur ebulicao/ Log . em Pressao .
strutura em agua a Densidade | pK. Ref.
Formula Quimica Quimica fusdao a 760 | Kow 25 °C (mg/L) solventes | de vapor
mmHg (°C) s organicos
2,2-6 ~
Trimetilciclohexanona o vy 1,0+0,3 0.9:0.1
(Hex) T ‘ _ 1640 . mmHg a o 75 | e
2408-37-9 » J N //] 178,5/-31,8 | 2,29 s.i. 25°C g/cm
CoH160
Muito solivel
em alcool e
Mentona oleos fixos ; | 0,3+0,4 0.9:0.1
(Ment) 205,0/-6 Ligeiramente | mmHg a o . [19,20]
- o
89-80-5 P 2,62 688 muito solivel |  25°C g/cm >l
C10H130 em agua
Borneol ) =
50(;3-073-0 A/““ L]siel:]?:: irr:e 0,0:0,9 14 540, 1
— 212,0/202,0 | 2,71 738 , . mmHg a T . [21,22]
C1oH1s0 5 H alcool e éter 25°C g/cm s.i. ’
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Tabela 2 (Cont.) - Propriedades fisico-quimicas dos compostos em estudo

POt oone ;oe/ L., | Solubilidade | Solubilidade | , .
. . Estrutura - ¢ s em agua a 25 | em solventes Densidade | pK. Ref.
Formula Quimica Quimica fusdo a 760 | Kow o A de vapor
. C (mg/L) organicos
mmHg (°C)
" SolGvel em
7T 50% de
(S)-(-)-a-Terpineol alcool; muito 0.0£0.9
(Terp) T solavel em )
217,5/35,0 , mmHg a 0,9+0,1 .
98-55-5 [ ) 2,79 7100 eter . 3 s.i. 23,24]
— a 40,0 25°C g/cm ’
CioH10 | benzeno,
acetona
| ,
Acetato Borneol :i;_\h_ Soélll::\cl)ill eem
(Ac. Bor) N , i 0,1+0,4 1,040, 1
76-49-3 o 223 ’%25 2| 3,60 9,72 d'pr‘l’i‘::‘;lem mmHga | g/cm’ |
C12H2002 g 25°C A
8
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Tabela 2 (Cont.) - Propriedades fisico-quimicas dos compostos em estudo

Composto Ponto de 1 Solubilidade
. . Solubilidade =
Numero CAS Estrutura ebulicao/ Log R em Pressao
. e ~ em agua a . Ref.
Formula Quimica Quimica fusdo a 760 | Kow o solventes | de vapor | Densidade | pK.
. 25 °C (mg/L) A s
mmHg (°C) organicos
Pulegona Mistura-se
(Pul) 224,0/inferi com alcool, 0,1+0,4 0,123
, 0,9+0,1 o [27,28]
89-82-7 o ora25 2,56 276 eter e mmHg a Jem? a25 ’
CioH160 cloroférmio | 25°C § C
SolGvel em
oleos fixos,
propileno
DA A A glicol;
Citronelol PV VY Insolivel em
(Cit) { . glicerina; 0,0+0,9 17,11 | 12930
106-22-9 22;‘;5; '_gfoe” 3,38 200 Mistura-se | mmHg a O’f;?;; a25°
C10H200 com etanol e 25°C s C
éter, (+) -
citronelol
Mistura-se
I com éter e
Geraniol i AANA acetona;
7Y VN . Soluvel em | 0,0%1,0
(Ger) ‘ ‘ 229,5/inferi | 5 5g 100 70%de | mmHga | 0,9:0,1 R
106-24-1 ora-15 , , . 3 S.i. ’
alcool, oleos 25°C g/cm
C1oH1s0 .
fixos
9
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Tabela 2 (Cont.) - Propriedades fisico-quimicas dos compostos em estudo

Composto Estrutura Ponto de Log | Solubilidade | Solubilidade | Pressao Ref.
Numero CAS Quimica ebulicao/ Kow em agua a em de vapor | Densidade | pK.
Foérmula Quimica fusao a 760 25 °C (mg/L) solventes
mmHg (°C) organicos
H Solivel em
70% alcool e
. , D .*’MI“\Q-“ A *’A}‘\\'\., . 3 1
Acetato Geraniol VAVA VAVE" 247,5/s.1. 4,10 6.8 na méuona 0,0+0,5 0,9:0.1 .
(Ac. Ger) dos oleos mmHg a 3 s.i. 33,34]
. . g/cm ’
105-87-3 0 fixos 25°C
C12H2002
Mistura-se
P com alcool (1
T mL se 0,0:0,5
Eugenol 1O A dissolve em 2 m’m;-l ,a
g 1 H mL de alcool og
(Eug) P 2 70%) 25°C 1,1£0,1 10,19
97-53-0 \ 255,0/-9,2 | 2,20 2460 0 g/cm? a20 [35,36]
cloroformio, .
Cio0H1202 T , , C
éter, oleos

s.i.: Sem informacao
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2.1.3 Importancia Econémica dos Oleos Essenciais

0 uso de oleos essenciais vegetais para perfumaria, aditivos em alimentos /confeitaria, bem
como para produtos farmacéuticos e cosméticos, tem sido uma tendéncia crescente no mercado
mundial e uma parte importante na industria medicinal ao longo do século XX P71,

Existem mais de 250 tipos de oleos essenciais. Varios paises produzem diferentes tipos de
leos essenciais, sendo os paises da América do Norte e da Asia os que dominam no comércio
mundial de 6leos essenciais *®l. A enorme producéo de dleos essenciais, avaliado num valor maior
que 70.000 toneladas por ano, € alcancado principalmente por grandes cultivadores e produtores
como os Estados Unidos da América (EUA), Brasil, india e China. Mas da mesma forma, Australia,
Malasia, Indonésia, Tailandia, Africa do Sul, Egito, Franca, Espanha, Italia, Alemanha, RUssia,
Nepal, Bangladesh e Paquistao sao importantes colaboradores na producao mundial de oleos
essenciais de plantas como cravo-da-india, capim-limdao, manjericao, aipo, alecrim, geranio,
lavanda, entre outros 71,

De acordo com o indice de Produtos de Complexidade (PCl), 2016, desde 1962 até 2016 os
principais exportadores de 6leos essenciais foram EUA ($621 milhdes/534,344 milhdes de euros), a
india (5604 milhdes/519,716 milhdes de euros), a China ($421 milhdes/362,253 milhdes de
euros), a Franca (5394 milhoes/339,020 milhdes de euros) e o Brasil (5338 milhoes/290,835
milhdes de euros). Os principais importadores sao os EUA (51,06 bilhoes/0,91209 bilhdes de
euros), a Franca ($383 milhdes/329,555 milhdes de euros), a Alemanha ($355 milhdes/305,462
milhdes de euros), o Reino Unido (5285 milhdes/ 245,230 milhdes de euros) ea
india ($212 milhdes/ 182,417 milhdes de euros). A listagem dos maiores consumidores e
fornecedores de 6leos essenciais a nivel mundial no ano de 2016, segundo o PCl pode ser analisada
na Tabela 3 P,

Tabela 3 - Taxas de exportacbes e importacdes de oleos essenciais 131
Paises Taxas de exportacao (%) Taxa de importacao (%)
Estados Unidos da América 13 22
Canada 1,4 2,8
México 3,1 2,1
Brasil 6,9 1,4
Argentina 4,2 0,1
India e China (*) 11 4,4
Singapura 0,1 3,1
Indonésia 4,7 2,7
Hong Kong e Arabia saudita (*) 0,3 1,2
Japao 0,2 3,7
Franca 8,4 8,2
Alemanha 4,0 6,6
Reino Unido 3,4 6,1
Holanda 1,0 3,3
Suica 1,3 3,0
Espanha 3,0 2,8
Italia 3,0 1,5
Austria e Bélgica (*) 0,8 1,0
Irlanda 0,6 2,9
Portugal 0,1 0,1

(*) - mesmas percentagens
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E possivel concluir que, os principais fornecedores de 6leos essenciais no ano 2016, foram:
Estados Unidos da América (13%), China (11%), india (11%), Franca (8,4%) lidera a nivel europeu,
Brasil (6,9%) e a Indonésia (4,7%), conforme pode observar no grafico seguinte (Figura 3):

W Exportagoes Importagdes
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D 11
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§ .o 8,4 8,2
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5831 3,1 3,7 34 33 3 3 2,9
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Figura 3- Taxas de exportacées e importacées de 6leos essenciais em 2016 1]

2.1.4 Uso de Oleos Essenciais como Biopesticidas (Pesticidas Botanicos)

Em relacdo ao uso medicinal, os oleos essenciais podem atuar como antibacteriano,
antifingico, anticancerigeno, antidiabético, anti-inflamatodrio, antioxidante, antimicrobiano, entre
outras aplicacoes P71,

Os oleos essenciais constituem varias moléculas ativas, portanto, afetam multiplos alvos numa
célula. O risco de varios efeitos toxicos, como irritacdo e corrosao, sensibilizacao das células,
absorcao percutanea, toxicidade aguda no sistema organico e carcinogenicidade podem limitar o
uso medicinal de OEs [*7],

Nas primeiras semanas deste projeto, efetuou-se varias pesquisas bibliograficas sobre plantas
aromaticas, principais constituintes quimicos, oleos essenciais e as possiveis pragas que estes
podem combater, bem como os riscos mencionados anteriormente, podendo ser analisada as
informacdes com mais detalhes na Tabela A2 (pagina 63 a 69) do anexo 5 deste trabalho.

2.1.4.1 Pesticidas: Conceitos e Legislacado Aplicavel

De acordo com o ponto 10, do Artigo 3°, da Diretiva 2009/128/EC, os pesticidas podem ser
definidas como: (a) um produto fitossanitario conforme definido na Regulamentacao (EC) n°
1107/2009; (b) um produto biocida como definido na Diretiva 98/8/EC do Parlamento Europeu e do
Conselho, de 16 de Fevereiro de 1998, relativa a comercializacao de produtos biocidas 2.
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A nivel mundial, a lista de pesticidas cresce a cada ano. Mesmo com baixos niveis de exposicao
podem ter influéncias associadas a problemas de saide humana. Como consequéncia, varios setores
das indlstrias, devem atender aos padrdes de niveis maximos de residuos nos seus produtos. A
Estratégia Tematica para o Uso Sustentavel de Pesticidas, publicada em 2006, define alguns
objetivos " : (a) minimizar os perigos e riscos para a saude e para o meio-ambiente, gerados pelo
uso de pesticidas; (b) controlar o uso e distribuicao de pesticidas; (c) reduzir os niveis de substancias
ativas nocivas, substituindo as mais perigosas por alternativas mais seguras (incluindo nao-
quimicas), entre outros.

Na Tabela A1 do Anexo 4 podem ser observados mais informacdes sobre Legislacao aplicavel,
instituicées intervenientes e respetivas responsabilidades do uso de pesticidas, de acordo com o
Plano Nacional de Implementacao da Convencéao de Estocolmo (PNICE) 2,

Em geral, o uso de oleos esséncias como pesticidas botanicos tem inUmeras vantagens,
incluindo as seguintes “*!:

e Alta eficacia contra uma ampla gama de pragas e doencas de importancia agricola e médica;

e Mdltiplos mecanismos de acao, devido ao grande nimero de ingredientes ativos em cada
mistura, o desenvolvimento da resisténcia € menos provavel;

e Baixa toxicidade (residuos) contra organismos nao-alvo, incluindo humanos;

e Os processos de producao sao relativamente simples e baratos;
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2.2 Espécies de Plantas Utilizados no Presente Projeto

De acordo com a literatura, a Pulegona e o Eugenol sao os dois constituintes dos OEs com
mais significado biopesticida, sendo a Pulegona exitente em grande percentagem no Poejo, no
entanto este ndo tem Eugenol na sua composicao. Ainda de acordo com a literatura existem varias
espécies de plantas que tém Pulegona e Eugenol entre outros constituintes na composicao dos OEs,
nomeadamente a hortela pimenta e o geranio (Figura 4).

(B)

Figura 4 - Mentha x piperita L. (A) e Pelargonium graveolens L. (B)['2

Portanto, neste projeto foi utilizada a técnica SDE para extrair 6leos essenciais de duas
plantas de espécies diferentes, nomeadamente a hortela pimenta (Mentha x piperita. L) e geranio
(Pelargonium graveolens L.), apresentando caracteristicas muito distintas (Tabela 4).

Tabela 4- Principais caracteristicas das plantas utilizadas no estudo do projeto 4446l

Principais caracteristicas das plantas

Nome

Hortela pimenta

Geranio

Nome cientifico

Mentha x piperita L.

Pelargonuim graveolens L.

Familia

Lameaceae

Geraniaceae

Género

Mentha

Pelargonium

Local de origem

Nativa da Europa, popular no Japao e
Estados Unidos

Africa do Sul (na sua maioria), Australia e Nova
Zelandia.

Parte da planta
utilizada

Partes areas (folhas)

Partes aéreas saudaveis e frescas

Descricao do 6leo

Liquido pouco denso, ligeiramente
amarelo, forte odor mentolado

Liquido pouco denso, brilhante, de coloracao
que varia do amarelo palido ao amarelo
esverdeado

Composicao
( maior %)

Mentol (38-48%) / canfora de hortela

Geraniol

Aplicacdes

Fabricacao de perfumes e fragancias e
cosmeéticos. Usado como analgésico e
cicatrizante, etc.

Fabricacao de perfumes e fragancias, de
cosméticos, como analgésico e cicatrizante.
Utilizado como calmante, sedativo e como
repelente de insetos

Materiais e Métodos
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2.2.1 Hortelda Pimenta (Mentha x piperitaL.)

A Mentha x piperita L., é considerada produto do cruzamento entre Mentha spicata L. (hortela
verde) e Mentha aquatica L. (hortela da agua). Originaria da regidao mediterranica da Europa e
pertencente a familia Lamiaceae do género Mentha, é considerado uma das plantas mais utilizadas
no mundo devido as suas propriedades biopesticida, uma vez que gracas ao seu aroma, consegue
com o seu 6leo essencial combater pragas de formigas, pulgas e ratos ). A erva da Mentha x
piperita L. € muito conhecida na medicina tradicional Chinesa e ha indicios que as suas folhas secas
foram encontradas nas piramides egipcias . A composicdo quimica das suas folhas pode variar
com a maturidade da planta, regiao geografica e condicoes de processamento. Em muitos dos casos
a planta é colhida em plena floracdao, com teor de humidade de 0,75 - 0,85 (g sgua / € matéria hamida)
1,0 6leo essencial da Mentha x piperita L. é composto principalmente por um monoterpeno,
como o mentol (38 - 48%) e mentona (30 - 65%). De entre os outros constituintes menores, pode-se
incluir limoneno (2,3%), acetato de metila (2,8%) e 1,8-cineol (8%) .

2.2.2 Geranio (Pelargonium graveolens L.)

O Pelargonium graveolens L. (Figura 4) verdadeiro € uma planta com flores de cores variadas,
enquanto que a planta que se utiliza nos jardins para adornar as varandas e terracos designa-se por
pelargonio, planta proveniente da Africa do Sul que ndo tolera invernos frios. O Pelargonium
graveolens L. também pode encontrado no litoral mediterranico podendo sobreviver todo o ano no
exterior se for protegido de eventuais geadas. Trata-se de uma planta arbustiva, muito ramificada,
que pode atingir uma altura de até 1,3 m e uma extensao de 1 m, apresentando na sua fase jovem
folhas macias ao toque e com presenca de numerosos pélos glandulares. Portanto € uma planta de
crescimento rapido que requer muita luz, e nutrientes. E muito importante eliminar as flores
antigas para evitar problemas de apodrecimento e favorecer a floracao %,

E um tipo de planta, muito procurada para a extracio de 6leo essencial devido ao seu aroma,
sendo o rendimento do seu o6leo de extracao muito baixo, entre 0,2 e 1,1 %. O componente
maioritario do o6leo essencial do Pelargonium graveolens L. é um monoterpeno (geraniol) cuja
biossintese pertence a rota do mevalonato. De entre outros elementos constituintes estao o
citronelol, linalol, geranial, formiato de geranila, iso-mentona ¢!,

2.3 Técnicas de Extracdo de Oleos Essenciais

A extracao de compostos volateis, pode ser definida como o método de obtencao de um soluto
ou misturas de compostos, utilizando um solvente apropriado. O soluto pode ser extraido num meio
solido ou liquido, e o solvente usado para a extracdao pode ser agua, um solvente miscivel ou
imiscivel em agua. Contudo a escolha do solvente a usar depende do soluto a ser extraido ou das
condicoes experimentais a ser usados.

Os dleos essenciais podem ser extraidos em quantidade suficiente para serem utilizados em
sinteses quimicas ou como novos materiais, para uso cientifico ou comercial. Contudo, utilizam-se
diferentes métodos de extracao para isolar oleos essenciais de plantas aromaticas, tais como
Extracao Solido-Liquido (SLE), Extracao Liquido-Liquido (LLE), Extracao com Fluido supercritico
(SFC), dentre outros, sem deixar escapar de mencionar a técnica de SDE, técnica adaptada para
desenvolver este projeto. Uma vez que a técnica que se interessa para este estudo foi o SDE, so foi
efetuado uma pequena introducao de algumas das técnicas mencionadas acima ',
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2.3.1 Extracéao Sdlido-Liquido (SLE)

Neste tipo de extracao, é utilizado um extrator Soxhlet (Figura 5), o qual permite transferir
o soluto para os solventes. O extrator Soxhlet foi inventado em 1879 por Franz Von Soxhlet P2, Este
extrator pode extrair solutos de solidos, usando um solvente volatil desejado, que pode ser ou nao
miscivel em agua. O balao é aquecido até a ebulicao, onde o vapor sobe pelo tubo exterior e passa
ao estado liquido, quando entra em contato com o condensador (parte superior do Soxhlet). Quando
o nivel de liquido enche o corpo do extrator, o solvente cai sobre o cartucho onde se encontra a
amostra, extraindo os compostos. O solvente retorna ao balao respetivo quando atinge uma
determinada altura.

A - Condensador

) —=A

) I':_‘,m B - Cartucho contendo o solido
B -

\l 5 = =
i C - Extrator Soxhlet
—»C

LY ) A

|- D - Balao com a fase organica
Dw—s g » N

Figura 5 - llustracdo do Soxhlet 132

2.3.2 Extracgdo Liquido-Liquido (LLE)

A extracao liquido/liquido é também designada de extracao por solventes e envolve a
distribuicao do soluto entre duas fases de liquidos imisciveis. Uma fase aquosa que contém o soluto
a extrair, também chamada refinado, e uma fase organica, também chamada solvente (extrato),
que ird necessariamente interagir com o soluto 31,

O processo de extracao efetua-se em trés etapas (Figura 6): i) Introducao das fases; ii)
Agitacao das fases até atingirem o equilibrio; iii) Separacao das fases.

rl-_.-'-

= ——
Fase organica - -
X
A s X X X 1 K
Fase aquosa ox x x & U
—_—

i) ii) iii)

Figura 6 - Processo de extracdo liquido-liquido para um soluto 3]
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2.3.3 Extracéo e Destilagcdo Simultanea (SDE)

A técnica de SDE (Figura 7), e a sua aplicacao a analise de compostos foi introduzida em 1964,
quando Likens e Nickerson projetaram um dispositivo original para analisar o 6leo de lUpulo ou pé-
de-galo (Humulus lupulus) .

Esta técnica constitui um método versatil na extracdo de compostos muito volateis em
amostras soélidas e liquidos, posteriormente analisados por cromatografia gasosa. O SDE é uma
técnica adequada para extrair estes tipos de compostos uma vez que permite a extracao de baixas
concentracdes dos extratos (podem ir de ppm até ppt) e baixos volumes de solvente, além disso é
vantajosa em relacdo as outras técnicas por ser menos demorada e de facil uso Pl

Nesta técnica, no baldao A (Figura 7) de fundo redondo é colocada a amostra a extrair
juntamente com agua destilada (fase aquosa) e no outro balao B é colocada um solvente organico
imiscivel e menos denso que a agua. Caso o solvente seja mais denso que a agua deve-se trocar a
posicao dos baldes (no caso deste projeto os solventes utilizados foram ambos menos densos que a
agua - éter etilico e n-pentano). A zona central em U do SDE é cheia primeiro com agua até a marca
e depois com o solvente de extracao, até verter os liquidos para os respetivos baloes.

Os baldes sao aquecidos até a ebulicdo, os vapores de agua e de solvente arrastam o soluto e
sobem pelos respetivos bracos misturando-se em forma de espiral, na parte superior do SDE, dando-
se a transferéncia de massa, e ao mesmo tempo entram (os vapores) na fase de condensacao
conectado com o condensador, alimentado por um banho refrigerador programado a baixas
temperaturas P4,

Durante o tempo de extracao estabelecido as fases caem na zona central em U do SDE e por
decantacao retornam aos respetivos baldoes. Concluido o tempo de extracao definido (pode ser de
30 minutos até 120 minutos), interrompe-se o aquecimento dos baldes e deixa-se os baldes das duas
fases arrefecerem, vertendo o restante do conteldo da faze organica contida na zona em U do SDE
do respetivo balao.

N
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Figura 7- Esquema do SDE (Adaptado Seidel e Lindner, 1993) Bl
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Para verificar a aplicabilidade desta técnica, existe um modelo de balancos de massa nas
varias zonas do SDE para a eficiéncia de extracao do soluto em ambas as fases em funcao do tempo
de extracao (t), podendo ser observado na expressao seguinte:

R=qu{QP‘”{_éﬂ_g%_w{7;H}(n

sendo:
C=p (2 @) C=% )

Sendo:

Fw Fluxo de destilacao a vapor

Fs Fluxo de destilacao por solvente

pCi Pressao de vapor do analito i (kPa)

Ptot Pressao total (kPa)

Tw Temperatura na amostra (°C)

t Duracao da extracao (minutos)

R Recuperacao do analito

vy Coeficiente de atividade do analito

Ci Concentracao de soluto no balao da fase aquosa (mg/L)
C2 Concentracao de soluto no balao da fase organica (mg/L)
W Volume de agua no baldo da fase aquosa (mL)

Efeito do Tempo de Extracdo e da Concentracao

O tempo de extracao tem grande influéncia na eficiéncia de extracao, nomeadamente para
compostos com elevado ponto de ebulicao (compostos polares), onde permite que C; >> C,.
Simplificando e transformando a equacao (1) numa nova expressao:

R=1- exp(— CLJ (4)

Para compostos com baixo ponto de ebulicao (compostos apolares) a equacao (1) simplificada
é representada da seguinte forma:

R=1- exp(— CLJ (5)

Relativamente ao efeito da concentracao, esta analise s6 pode ser confirmada por resultados
experimentais uma vez que de acordo com a equacao (1), a eficiéncia de extracao € independente
da concentracao dos compostos ha amostra em qualquer que seja a amostra.
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2.4 Técnicas Analiticas mais Usadas na Analise de Oleos Essenciais

Resumidamente, pode verificar o processo de obtencao de dleo essencial desde a colheita da
planta até a fase de analise do composto (Figura 8).

Tempo de Composto do

* Eter etilico * 50 min -
* n-Pentano & 30 min

Volateis

* |misciveis em
H,O

= Horteld
Planta Pimenta
= Gerdnio

Oleo
ssencial

= Separar o composto de acordo com a = Injetor (injetar a amostra sendo
afinidade da coluna transportada pelo gas de arraste — Hélio)

« [dentificar o composto pelo tempo de » Coluna (faz a separagdo cromatografica)
retencdo

= Detetor ( deteta substancias ionizaveis que
= Quantificar o composto pela area do pico saem da coluna)

Figura 8- Processo de obtencdo de dleo essencial

2.4.1 Cromatografia Gasosa com Detetor por lonizagcdo de Chama (GC-FID)

Cromatografia gasosa com detetor por ionizacao de chama, ou GC-FID, é uma técnica analitica
muito comum que é amplamente utilizada na indUstria petroquimica, farmacéutica e em mercados
de gas natural. Um FID (Detetor por lonizacdo de Chama) geralmente usa uma chama de
hidrogénio/ar pela qual passa a amostra para oxidar moléculas organicas e produz particulas
eletricamente carregadas, ou seja, ides P°,

Como é comum em outras técnicas de CG, é necessario um gas de arraste com baixo nivel de
impurezas de agua e oxigénio, pois a agua e o oxigénio podem interagir com a fase estacionaria e
causar problemas significativos, como elevado ruido de base e sangramento da coluna no
cromatograma do gas de saida, o que reduz tanto a sensibilidade do analisador quanto a vida (til
da coluna. O FID também é extremamente sensivel a impurezas de hidrocarboneto no fornecimento
de hidrogénio e de ar da chama. Impurezas de hidrocarbonetos podem causar aumento do ruido de
base e reduzir a sensibilidade do detetor ¢,

Os detetores de ionizacao de chama sao usados amplamente em cromatografia gasosa devido
a varias vantagens °”:

e Custo: os detetores de ionizacao por chama sao relativamente baratos de adquirir e operar;

e Baixa necessidade de manutencao: Além de limpar ou substituir o jato FID, esses detetores
exigem pouca manutencao;

e Construcao robusta: os FIDs sao relativamente resistentes ao uso indevido;
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e Intervalos de linearidade e detecao: os FIDs podem medir a concentracao de substancias
organicas em niveis muito baixos (10 '3 g/s) e muito altos, com uma faixa de resposta linear
de 107 g/s.

Os detetores de ionizacao por chama tém algumas limitacoes uma vez que nao conseguem
detetar substancias inorganicas e algumas espécies altamente oxigenadas ou funcionalizadas,
(exemplo, como a tecnologia infravermelha). Outra limitacdao € que a chama do FID oxida todos os
compostos oxidaveis que passam por ela, ou seja, todos os hidrocarbonetos sao oxidados em dioxido
de carbono P71,

2.4.2 Cromatografia Gasosa por Espectrometria de Massa (GC-MS)

Muitas das vezes, o GC-FID nao é suficiente para uma analise completo do extrato, logo pode-
se recorrer a cromatografia gasosa por espectrometria de massa (GC-MS), afim de completar a
identificacao dos picos que nao representam os compostos pretendidos.

A cromatografia gasosa por espectrometria de massa (GC - MS) é uma técnica instrumental,
compreendendo um cromatodgrafo a gas (GC) acoplado a um espectrometro de massa (MS), pelo
qual misturas complexas de produtos quimicos podem ser separadas, identificadas e quantificadas
(Figura 8). A escolha do gas de arraste ao utilizar a GC-MS é fundamental, uma vez que o
espectrometro de massa é muito sensivel ao oxigénio, a agua e a impurezas de hidrocarbonetos.
Quaisquer danos no espectro de massa, bem como na fase estacionaria da cromatografia gasosa,
podem dar origem a problemas significativos, como muito ruido de fundo e fuga da coluna no
cromatograma do gas de saida, o que contribui, ao mesmo tempo, para reduzir a sensibilidade do
analisador e diminuir a vida Gtil da coluna *®,

Figura 9 - Diagrama de blocos para cromatografia gasosa usando espectro de massa. (A) gds de arraste; (B) Injetor de
amostra; (C) Coluna; (D) lonizacéo de eletréo; (E) Analisador de massa 1.

A solucao da amostra € injetada na entrada do GC, onde é vaporizada e dispersada para uma
coluna cromatografica pelo gas de arraste. A amostra flui através da coluna e os compostos
compreendendo a mistura de interesse sao separados em virtude de sua interacao relativa com o
revestimento da coluna (colunas capilares), mas pode ser filme adsorvido diretamente a um sélido
adsorvente (coluna empacotada) na fase estacionaria, e do gas de arraste (fase mével)®®!,

O GC-MS apresenta algumas vantagens, nomeadamente: o GC tem alta resolucdo, a
quantificacdo é feita através de monitoramento de um ou mais ides e maior sensibilidade (maior
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massa implica maior sensibilidade). Por sua vez também apresenta algumas limitacdes, uma vez
apresenta tempos razoavelmente longos e em muitos casos havera necessidade de reacoes
quimicas)®®l,

2.4.3 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC)

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), é tipo de cromatografia que emprega uma
fase movel liquida e uma fase estacionaria para ter um fluxo razoavel (0,1 - 10 mL/min) ©%. E uma
forma altamente aperfeicoada de cromatografia em coluna, sendo que em vez de permitir que um
solvente destile através de uma coluna sob gravidade, forca-o a passar por altas pressoes [,

Este tipo de cromatografia permite utilizar um tamanho de particula muito menor para o
material de empacotamento da coluna, o que da uma area de superficie muito maior para
interacoes entre a fase estacionaria e as moléculas que passam por ela, permitindo uma separacao
muito melhor dos componentes da mistura.

A coluna é preenchida com minUsculas particulas de silica e o solvente é apolar, por
exemplo n-hexano. Os compostos polares na mistura durante a passagem pela coluna, ficam mais
tempo na silica polar do que os compostos nao polares. Condicdes da coluna: um diametro interno
de 4,0 - 20mm e um comprimento de 100 - 300 mm [60-¢"],

2.5 Comparacao da Técnica de Extracao e de Analise (SDE e GC-FID)

Por se tratar de compostos muitos volateis, selecionou-se a técnica de extracao e destilacao
simultanea (SDE) e a técnica analitica nomeadamente, a cromatografia gasosa com um detetor de
ionizacao de chamas (GC-FID). O SDE baseia-se na volatilidade e solubilidade dos analitos a extrair,
sendo que sao fixados os seguintes parametros de temperatura durante a operacao: Temperatura
da amostra (~120°C) e temperatura dos solventes organicos (10°C acima do ponto de ebulicdo).
Escolheu-se esta técnica pelas seguintes razoes: permite realizar numa Unica operacao a extracao,
auséncia nos extratos de material ndao volatil, apresenta elevadas eficiéncias de extracao e
apresenta tempos de operacao baixos.

O GC-FID baseia-se na identificacao e quantificacdo dos compostos pela analise cromatografica. A
escolha desta técnica deve-se pelas razdes seguintes: alta sensibilidade, os seus componentes
devem ser volateis e termicamente estaveis (temperatura até 300°C), faz separacao de misturas
complexas e é uma técnica de baixo custo e com baixas necessidades de manutencao.
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3 Materiais e Métodos

3.1 Materiais

3.1.1 Amostragem das Plantas Presentes no Projeto

Efetuou-se a recolha de folhas das plantas (Mentha x piperita L. - Hortela pimenta e
Pelargonium graveolens L. - Geranio) em Canidelo, Gaia. As amostras foram recolhidas durante a
Primavera (meados de maio e inicio de junho). Foram selecionadas apenas folhas frescas e em bom
estado afim de obter “maior quantidade” de odleos essenciais”. Durante o desenvolvimento do
projeto, os locais de recolha dos extratos de plantas foram sempre no mesmo local.

Para a extracao foram utilizadas folhas na fase adulta, saudaveis e frescas, recolhidas a partir
dos ramos superiores das plantas. As plantas foram colhidas no dia anterior a extracao e depositadas
num ambiente com ventilacado e protegido da acao direta da luz no laboratorio onde se encontravam
os equipamentos para a realizacdo das experiéncias. As porcoes das plantas que nao foram
utilizadas no dia da extracdo foram armazenadas em sacos de plasticos no frigorifico a
aproximadamente 3 °C e reutilizadas no maximo até dois dias apos a colheita (podem causar
variabilidade no rendimento ou qualidade do 6leo essencial)

3.1.2 Padrbes e Reagentes

Para avaliar a composicao do dleo essencial obtido das nas espécies em estudo, foram
selecionados dez padrdes individuais (os existentes nas referidas planta em maior quantidade, de
acordo com a literatura mas sé os disponiveis no laboratdrio). Na Tabela 9 estdao apresentadas
algumas propriedades fisico-quimicas dos compostos utilizados ao longo do projeto.

Tabela 5 - Propriedades fisico-quimicas dos padrées analiticos utilizados no estudo

: Massa Ponto de Grau de
Férmula .~

Compostos .. Molar Ebulicao pureza | Marca

Quimica -1 R o

(g.mol™) (°C) (%)

2,2-6 Trimethilciclohexanona (Hex) CoH4,O 140,2 178,5 99,0 Fluka
Mentona (Ment) CigH4g0 154,2 205,0 97,0 Fluka
Borneol (Bor) CigH4g0 154,2 212,0 99,0 Fluka
(S)-(-)-a-Terpineol (Terp) C1oH1g0 154,3 217,5 99,0 Fluka
Acetato Borneol (Ac. Bor) Cy2H00, 196,7 223,5 99,0 Fluka
Pulegona (Pul) CigH460 152,2 224,0 97,0 Sigma
Citronelol (Cit) C1oH200 156,3 224,5 95,0 Sigma
Geraniol (Ger) C4oH450 154,2 229,5 98,0 Sigma
Acetato Geraniol (Ac. Ger) Cy2H00, 196,3 247,5 99,0 Fluka
Eugenol (Eug) C1oH120; 164,2 255,0 99,0 Sigma

Para a extracao dos oleos essenciais e respetiva analise cromatografica foram usados os
compostos/solventes de extracao apresentados na Tabela 6.
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Tabela 6 - Principais solventes/reagentes utilizados no estudo da composic@o quimica de 6leo essencial

oS Férmula Massa Molar Ponto de Grau de Marca
Quimica (g/mol) Ebulicdo (°C) pureza (%)

n- Hexano CHqs 86,1 68,7 95,0 Merk
n- Pentano CsHy, 72,1 36,0 99,5 VWR Chemicals
Eter etilico CH0 74,1 34,6 >99,8 Honeywell
Sulfato de

Magnésio anidro MgS0, 120,3 - 96,0 Panreac

(agente exsicante)
(P’;Z’f;zf:;‘:r’:o) CeHgO 120,1 202,0 > 98,0 Fluka

3.2 Métodos

3.2.1 Preparacdo dos Padrdes

Para a preparacao das solucdes stock individuais (em n-hexano), a partir de cada um dos padroes
individuais e da solucao de padrao interno (acetofenona), pipetou-se para um balao volumétrico
de 25,00 + 0,04 mL cerca de 100 pL e pesou-se rigorosamente numa balanca analitica, Mettler
Toledo AG 245, sendo essas massas utilizadas para determinar as concentracoes de solucoes stock
individuais. Para o calculo da concentracao (Tabela 7), utilizaram-se as seguintes expressoes:

(mg)
m=_C (%) XV (L) <=> Cso1 mae (%) - nil/(nLl)g (€)

2 5 2
mg Erro da balanga (mg) Erro do baldo (L) mg
0 L Massa pesada (mg) + Volmedido (L) CSOl mae ( L ) ( )

Sendo:
Csol mse - solucao concentrada (sem diluicoes) em mg/L;

V - Volume da amostra preparada (25 mL)

Tabela 7- Concentracbes de solucées stock individuas com as suas respetivas massas

Composto Massa composto (mg) | Conc. (mg/L) | Erro (mg/L) | Volume (uL)
2,2,6-Trimetilciclohexanona (Hex) 113,0 4520,0 8,3 2765,5
Mentona (Ment) 109,3 4372,0 8,1 2859,1
Borneol (Bor) 97,7 3908,0 7,4 3198,6
(S)-(-)-a-Terpineol (Terp) 191,3 7 652,0 12,9 1633,6
Acetato Borneol (Ac. Bor) 109,7 4 388,0 8,1 2848,7
Pulegona (Pul) 117,6 4704,0 8,5 2657,3
Acetofenona (PI) 96,1 3 844,0 7,3 3251,8
Citronelol (Cit) 292,0 11 680,0 19,1 1070,2
Geraniol (Ger) 110,5 4 420,0 8,1 2828,1
Acetato Geraniol (Ac. Ger) 112,8 4512,0 8,3 2770,4
Eugenol (Eug) 3331 13 324,0 21,7 938,2
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Os 10 padroes individuais e o padrao interno (concentracao do padrao interno foi de 3844,0
mg/L + 7,3 mg/L) utilizados foram preparadas em n-hexano, sendo as medicdes para cada um dos
padroes realizadas com seringas de 50, 100 e 500 pL (a partir das solucoes stock individuais) para
um balado volumétrico de 10,000 + 0,025 mL. Uma vez preparadas as solucdes padroes individuais
de todos os compostos, uma solucao mista (solucao MIX 50 mg/L) contendo todos os 10 padroes com
a excecao do padrao interno também foi preparada num balao volumétrico de 50,00 + 0,06 mL por
diluicées apropriadas em n-hexano seladas com parafilm, protegidos da acao direta da luz e
armazenadas num ambiente apropriado a aproximadamente 3 °C para utilizacdes futuras.

O processamento de dados foi efetuado de forma automatica utilizando o software GC
Resolution GC-2010 Plus (Shimadzu, Quioto, Japao). Todas as injecdes no GC-FID ao longo deste
projeto foram efetuadas automaticamente (injecao automatica) pelo que nao foi necessario efetuar
reajustamentos nos valores obtidos nos tempos de retencao para dos compostos.

3.2.2 Extracdo dos Oleos Essenciais

Para a extracao do dleo essencial das espécies usadas neste estudo, nomeadamente a Mentha
X piperita L. e Pelargonium graveolens L., foi utilizada a técnica do SDE, cujo esquema (1) e
fotografia (2) se encontram na Figura 9.

(1) (2)

A - Condensador; B - Braco B; C - Balao fase organica; D - Zona de separacdo de fases; E - Manta de

aquecimento; F - Balao fase aquosa; G - Braco

Figura 8 - Esquema do SDE DI e respetiva fotografia do aparelho Likens-Nickerson modificado operando com a extracdo
de amostra de planta
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3.2.3 Procedimento da Extracdo por SDE

A amostra foi rigorosamente pesada numa balanca analitica de alta precisao, Mettler AE 200,
a aproximadamente 5g, sendo posteriormente triturada num gobelé de 400 mL, utilizando uma
varinha magica (BOSCH Ergo Mixx, 600 W). No balao de 500 mL de fundo redondo, da fase aquosa,
foi introduzida a amostra ja triturada juntamente com 250 mL de agua destilada, onde
posteriormente se ligou o braco A do aparelho e ligou-se a manta de aquecimento & temperatural
adequada. Num outro balao de fundo redondo (fase organica) de 100 mL, foi introduzido 50,0 + 0,5
mL do solvente organico e foi conectado ao braco B do aparelho, mas este so6 foi ligado
aproximadamente 10 minutos depois.

O sistema de condensacao foi conectado a um banho de agua refrigerada (refrigerador de
agua - Grant LT D6G) mantido a aproximadamente a 5 °C. Os bracos do condensador foram isolados
para evitar variacdes de temperatura durante o tempo de extracao. A manta de aquecimento com
o balao da fase aquosa foi mantida a uma temperatura a aproximadamente de 120 °C e o da fase
organica foi mantido a uma temperatura de 10 °C acima do ponto de ebulicao do solvente usado.

A zona de separacao das fases organica e aquosa, em U, do aparelho SDE foi cheia, primeiro
com agua destilada até a marca de referéncia e depois com solvente até comecar a verter liquido
em cada um dos dois bracos do aparelho. Os compostos volateis foram destilados a vapor através
da parte superior do braco A e os vapores do solvente foram destilados através da parte superior
do braco B.

Foram estudados tempo de extracao de 30 e 60 minutos. No fim da extracao, desligou-se
primeiro a manta de aquecimento da fase aquosa e passando aproximadamente 10 minutos
desligou-se o da fase organica retirando as mantas de ambas e deixou-se arrefecer utilizando como
suporte a sogra. Apos o arrefecimento do sistema, aproveitou-se a fase organica ainda presente na
zona de separacao de fases e transferiu-se para o respetivo balao.

Para evitar a presenca de vestigios de agua, adicionou-se a fase organica o sulfato de
magnésio anidro (MgS40) garantindo a auséncia de agua no extrato final. De seguida procedeu-se a
filtracao sob vacuo na hotte. Posteriormente o solvente foi removido por evaporacao no evaporador
rotativo ou rotavapor (BUCHI Rotavapor R-210) a aproximadamente 20 °C ligado a um banho a
aproximadamente 15 °C.

Num frasco de vidro de 30 mL rigorosamente pesado e lavado com uma pequena quantidade
de solvente utilizado na extracao, foi transferido o extrato final obtido e posteriormente exposto
a uma corrente de azoto ou simplesmente linha de azoto de 0,5 L/min até préximo da secura.

O frasco contendo o extrato, foi selado com parafilm, protegido e guardado no congelador (-
20°C) para ensaios futuros.

3.2.4 Anélise do Oleo Essencial por Cromatografia Gasosa (GC — FID)

Para a analise de 6leos essenciais presentes nos extratos, foi utilizado um cromatégrafo gasoso
GC - 2010 SHIMADZU, com detetor de ionizacao de chama (FID) e com uma coluna capilar TRB -
WAX com numero de série NF - 33426 (30 m de comprimento x 0,32 mm diametro interno x 0,25
pm filme). Na Figura 10 pode observar o esquema do equipamento utilizado para a analise do 6leo
essencial (presente no laboratério onde decorreram as experiencias).
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1 - Hélio (gas de arraste)

2 - Ar puro

3 - Hidrogénio

4 - Estabilizador de corrente

5 - Injetor automatico AOC - 20i
6 - Coluna TRB - WAX

7- Detetor (FID)

8 - Rack Auto sample

9 - Aquisicao de dados

Figura 9 -Aparelho GC - 2010 SHIMADZU utilizado nas andlises dos extratos

Programa e Condi¢oes Cromatograficas

O programa de temperatura do forno foi aumentado de 50 °C (mantido por 1 min) para 250 °C
(mantido por 1 min), a uma taxa de 40 °C/min. O hélio (pureza de 99,9999%) foi o gas utilizado. O
injetor estava a 250 °C em modo splitless e o detetor era mantido a 280 °C. A quantidade de amostra
injetada foi de 1,0 puL e o tempo total de corrida foi de 15,5 min (Figura 12 e Tabela 8)

b |

Figura 10 - Programa de temperaturas para quantificacdo por GC - FIG)

As condicOes analiticas utilizadas na operacao para analisar o extrato da solucao misturam
(MIX 50 mg/L) e das espécies de Mentha x piperita L. e Pelargonium graveolens L., foram
apresentadas na Tabela 8.
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Tabela 8 - Condicées analiticas utilizadas para a andlise dos extratos por GC - FID

Temperatura do Injetor 250 °C
Temperatura do detetor (FID) 280 °C
Gas de arraste Hélio (pureza de 99,9999%)
Modo de injecao Splitless
Pressao 100 kPa
Caudal da purga 3,0 mL/min
Caudal da coluna 3,58 mL/min
Volume de injecao 1L
Volume (seringa - injetor automatico) 10 L
Velocidade linear 50,4 cm/s
Tempo total de corrida 15,5 min
NUmero de lavagens da seringa com:

e solvente antes de injetar 3

e amostra antes de injetar 5

e solvente depois de injetar 3

Procedimento do Cromatégrafo Gasoso (GC-FID)

Abriu-se os gases de arraste: Hélio (pureza 99,9999%), Hidrogénio (pureza 99,9%) e ar
comprimido e de seguida ligou-se o estabilizador de corrente e o cromatégrafo. Com o auxilio de
um computador, abriu-se o Software - GC Solution - 1 instrument e definiu-se as condicoes de
analise. Apos a preparacao das amostras com o solvente adequado (n-hexano) e o padrao interno
(acetofenona), encaminhou-se as amostras preparadas (vials de 1,5 mL) para o Rack Autosampler
(injecao automatica) do cromatografo, com capacidade para injetar até 12 amostras, definido o
programa para as temperaturas na coluna, dando inicio a corrida das amostras.

Quantificacao de Compostos

Os tempos de retencao dos dez compostos de padrées individuais e da acetofenona (padrao
interno) foram identificados por injecao direta das solucdes Stock individuais. A partir da solucao
Stock dos dez compostos de padrées individuais, foi preparado uma solucao mistura (MIX 50 mg/L)
sem padrao interno (acetofenona) e desta solucao, foram preparadas um conjunto de 10 padroes
de calibracao com diferentes gamas de concentracées. Os padroes foram preparados em baldes
volumétricos de 10,000 + 0,025 mL a fim de obter as curvas de calibracao para os dez compostos
em estudo. Foi adicionado um volume de 54,2 pL da solucao Pl (acetofenona) a cada um dos 10
padroes de calibracdo. O volume de PI foi encontrado ap6s diluicao da solucado stock de Pl de modo
a que a area correspondente ao Pl estivesse na mesma gama das areas dos compostos de interesse.

As areas dos picos referentes aos compostos em estudo, foram identificados por comparacao
com os tempos de retencao dos padroes individuais. A quantificacao dos compostos foi determinada
pela razao entre a area do pico do composto e o pico da acetofenona. Foram realizadas injecoes
em triplicado.

Para as amostras de extratos das plantas, as analises de 6leos essenciais foram analisadas
seguindo o mesmo procedimento usado para solucdes de padrées.
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4 Resultados e Discussao

4.1 Desenvolvimento da Metodologia Analitica (GC-FID)

Para avaliar a composicao dos 6leos essenciais das espécies estudadas, apos extracao por SDE,
houve necessidade de desenvolver um método analitico (GC-FID), utilizado para a separacao e
quantificacao de diversos compostos, podendo também ser usada como técnica de identificacao em

casos especiais.

4.1.1 Identificacdo dos Compostos por GC-FID

Primeiramente, foram preparadas as solucdes stock de dez padroes analiticos e uma solucao
de Pl (acetofenona). Toda as solucoes stock foram inicialmente injetadas no GC-FID em triplicado
de modo a obter os tempos de retencao dos respetivos compostos/padroes analiticos. Os tempos
de retencao e as respetivas concentracoes das solucdes stock sao apresentados na Tabela 9.

Tabela 9 - Tempo de retencgdo obtido por injecédo direta das solucées stock dos padrées analiticos e respetivas

concentracées
Goo Concentracdo da Tempo de
Solucao - Mae (mg/L) |retencao (minutos)

2,2-6 Trimetilciclohexanona (Hex) 4520+8 4,209
Mentona (Ment) 4372 +8 5,374
Acetato de Borneol (Ac. Bor) 4388 +8 6,814
Pulegona (Pul) 4704 +9 8,050
Acetofenona (PI) 3844 + 7 8,181
(S)-(-)-a-Terpineol (Terp) 7 652 + 13 9,201
Borneol (Bor) 3908 +7 9,337
Acetato de Geraniol (Ac. Ger) 4512 +8 10,975
Citronelol (Cit) 11 680 + 19 11,178
Geraniol (Ger) 4420+ 8 12,090
Eugenol (Eug) 13 324 + 22 13,764

Deste modo, a identificacao dos compostos foi possivel através da comparacao com os valores
obtidos para os tempos de retencao das solucoes stock dos padrdes analiticos. De entre os dez
compostos analisados, a 2,2-6 trimetilciclohexanona foi a que apresentou um menor tempo de
retencao na coluna cromatografica enquanto o eugenol foi o composto que apresentou um tempo
de retencao mais elevado na coluna cromatografica.

A ordem da saida dos compostos na coluna de acordo com os tempos de retencao,
apresentados na Tabela 9 foi diferente da ordem dos compostos apresentadas na Tabela 2, de
acordo com os pontos de ebulicdo. Isto porque os tempos de retencao na coluna cromatografica sao
influenciados por diversos fatores sendo os predominantes o i) ponto de ebulicao do composto e ii)
polaridade do composto. Tal como se previu, o composto que apresentou menor tempo de retencao
foi 2,2-6 trimetilciclohexanona, ja que este também apresenta o menor ponto de ebulicdo de entre
todos os compostos de estudo (gama de ebulicao entre 178 a 179 ° C).
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Tendo em conta os resultados obtidos para os tempos de retencao das solucoes mae
individuais foi possivel a identificacao de todos os compostos. No entanto, sabe-se que durante
corridas cromatograficas em GC-FID, a polaridade e consequentemente a interacao entre os
compostos e a coluna cromatografica pode desempenhar um papel determinante na separacao dos
compostos e consequentemente nos seus tempos de retencao. A titulo exemplificativo explicita-se
os resultados obtidos para os tempos de retencao da pulegona e da acetofenona (Pl). Apesar da
pulegona apresentar um ponto de ebulicao mais elevado (224,0 °C) comparativamente ao Pl (ponto
de ebulicdo de 202 °C), o facto destes valores de pontos de ebulicao serem proximos, faz com que
o fator de polaridade e interacao com a coluna cromatografica seja preponderante. Assim, a
pulegona apresentou um tempo de retencao 8,050 minutos ao passo que o Pl apresentou um tempo
de retencao superior (8,181 minutos). De facto, o PI € um composto mais polar (coeficiente de
particao oleo-agua de 1,73) do que a pulegona (coeficiente de particao dleo-agua de 3,38). Deste
modo, dada a proximidade entre os pontos de ebulicao do Pl e da pulegona, o facto do Pl ser mais
polar, traduziu-se numa maior e mais prolongada interacao com a coluna cromatografica (também
de natureza polar) pelo que o Pl apresentou um tempo de retencao superior ao pulegona. Os dados
necessarios para este tipo de interpretacao (propriedades fisico-quimicas dos compostos de estudo)
estao apresentados no capitulo Estado da Arte (Tabelas 2 a 5).

Na Figura 13, apresenta-se a titulo exemplificativo o cromatrograma obtido a partir da injecao
da solucao mistura (MIX 50 mg/L). Todos os outros cromatogramas (solucao padrao individual)
obtidos e necessarios para a identificacao dos compostos estao apresentados no Anexo 1.

1V/(x100,000)
Chromatogram

hexano
Geraniol

=
acetato de borneol
citronelol

S
2261r
‘mentona
pulegona
“acetofenona

terpineol
acetato de geraniol

borneol

eugenol

Figura 11 - Cromatograma evidenciado a identificacdo dos compostos de estudo através da injecdo de uma solugdo de
mistura (concentracdo de 50 mg/L de cada composto)?

2 A escala apresentada neste cromatograma é diferente da escala dos cromatogramas apresentados nas Figuras do Anexo
1 de modo a facilitar a leitura.

Poder-se-a inferir que os compostos mais apolares e com menor ponto de ebulicao foram os
primeiros a ser observados nos cromatogramas dado que de acordo a técnica analitica utilizada
(GC-FID) a separacao de compostos da-se por polaridade (e respetiva interacao com a coluna
cromatografica) e a temperatura de ebulicao do composto.

4.1.2 Quantificacdo de Compostos e Calibrac&do dos Padrbes por GC-FID

A quantificacao dos compostos foi efetuada utilizando o método do padrao interno. Deste
modo, considerou-se para efeitos de quantificacao, a razao entre a area do pico do composto em
estudo e a area do pico do Pl (acetofenona). Assim, foi possivel minimizar os erros associados ao
método e performance do GC-FID. As retas de calibracao para cada um dos compostos, considerando
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os dez compostos de estudo, foram obtidas por injecao de 10 padrées de calibracao (com a mistura
de todos os compostos em estudo e com o Pl (acetofenona a um nivel de concentracao no padrao
de 13,98 mg/L na mistura) tal como se apresenta na Tabela 10. Na referida tabela, apresentam-se
também as concentracoes das solucdes stock, os volumes transferidos de cada composto (mL) bem
como a gama de concentracoes utilizadas para preparar as diversas solucoes de mistura.

Tabela 10 - Concentracées dos compostos presentes nas solucées-stock e nas solucées padrdo de calibracdo

Volume Gama de Solugdes padréo de calibragdo - C (mg/L)
Composto solugdes- | - MIX 50
stock (mg/L) 1 2 | 3 | 4 5 6 7 8 9 10
(mL)

Hex 0,60 0,11 - 54,24 | 0,11 | 0,54 | 1,08 | 5,42 | 8,14 | 10,85 | 16,27 | 21,70 | 37,97 | 54,24
Ment 0,60 0,10 - 53,46 | 0,10 | 0,52 | 1,05 | 5,25 | 7,87 | 10,49 | 15,74 | 20,99 | 36,72 | 52,46
Ac. Bor 0,60 0,11 -52,66 | 0,11 | 0,53 | 1,05 | 5,27 | 7,90 | 10,53 | 15,80 | 21,06 | 36,86 | 52,66
Pul 0,60 0,11 -56,45 | 0,11 | 0,56 | 1,13 | 5,54 | 8,47 | 11,29 | 16,93 | 22,58 | 39,51 | 56,45
Terp 0,35 0,11 - 53,56 | 0,11 | 0,54 | 1,07 | 5,36 | 8,03 | 10,71 | 16,07 | 21,43 | 37,49 | 53,56
Bor 0,70 0,11 - 54,71 | 0,11 | 0,56 | 1,05 | 5,27 | 7,90 | 10,94 | 16,41 | 21,88 | 38,30 | 54,71
Ac. Ger 0,60 0,11 - 54,14 | 0,11 | 0,54 | 1,08 | 5,41 | 8,12 | 10,83 | 16,24 | 21,66 | 37,90 | 54,14
Cit 0,25 0,12 - 58,40 | 0,12 | 0,58 | 1,17 | 5,84 | 8,76 | 11,68 | 17,52 | 23,36 | 40,88 | 58,40
Ger 0,60 0,11 - 53,04 | 0,11 | 0,53 | 1,06 | 5,30 | 7,96 | 10,61 | 15,91 | 21,22 | 37,13 | 53,04
Eug 0,20 0,11 -53,29 | 0,11 | 0,53 | 1,07 | 5,33 | 7,99 | 10,66 | 15,99 | 21,32 | 37,31 | 53,29

4.1.3 Parametros Estatisticos para Desenvolvimento do Método Analitico

Apds os ensaios preliminares de otimizacao de separacao cromatografica, realizou-se o estudo
da linearidade de resposta do detetor, logo foram injetadas, em triplicado misturas dos padroes
para gama de concentracao entre 0,11 e 58,40 mg/L. Os resultados permitiram uma vez mais
estabelecer curvas de calibracao para todos os compostos em estudos que podem ser apresentados
nas Figuras A17 e A23 do anexo 2. Ainda no mesmo anexo pode-se observar representacdes graficas
das retas de calibracao dos padrdes individuais.

Foram realizadas 2 extracées de 60 minutos usando uma solucao concentrada (mistura dos
padroes) mas com solventes diferentes: éter etilico e n-pentano. Os extratos apds a extracao
seguiram o procedimento adequado e foram preparadas com o padrao interno e um solvente de
injecao (n-hexano), sendo injetadas em duplicado. Na Figura 14 €& possivel observar uma
representacao grafica dos resultados de eficiéncia de extracao paras as duas extracoes com éter
etilico e n-pentano analisadas no GC -FID.

De acordo com a Figura 14, pode-se concluir que o melhor solvente de extracao para a solucao
mistura (MIX 50 mg/L), foi o éter etilico, uma vez que se obteve melhores eficiéncias de extracoes
e foi o que melhor conseguiu identificar os compostos em estudo.
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Figura 12 - Eficiéncia de extracd@o da solucdo mistura utilizando os solventes éter etilico e n-pentano

Para o estudo da linearidade, foram determinados alguns parametros para desenvolvimento
do método, como € o caso do desvio padrao dos residuos da linearizacao de y sobre x, que pode ser
observada na expressao seguinte [2l:

Sendo:
Sy/x - desvio padrao dos residuos da linearizacao de y sobre x
Y; - valores de areas obtidos experimentalmente
Yi - valores de areas calculados, para cada valor de x, com base no ajuste linear
n - Nimero de pontos experimentais

O desvio padrao para o declive (a) e para a ordenada na origem (b) foram calculados por:

50 = nx — = o] /] < L4 =
=X nyx —CQx) > n> (x; —x) n>" x; —(Z:rq;)3
i i i i i i

> > 2 2 > 2
N Sy noSy o S Z Xj Sysx Z x;
I 4

Sendo:
S.2 - equacao do desvio padrao para o declive (a)
Sp? - equacao do desvio padrao para a ordenada na origem (b)
Xi - valor médio da concentracao do padrao
Xmedio - Valor médio da concentracao

n - NUmero de pontos experimentais

Os intervalos de confianca para o declive (a) e a ordenada na origem (b) foram determinados
de acordo com as expressoes:

IC (b) = ¢S, e IC (a) = ¢S, (10)
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Sendo:

t - t de student com nivel de confianca de 95%

Deste modo, sao apresentados as equacOes das retas de calibracao e os seus respetivos
parametros de desenvolvimento do método analitico (Tabela 11).

Tabela 11 - Equacées das retas de calibragéo e os seus respetivos pardmetros para desenvolvimento do método analitico

Equg(;&?icl));l:;ra\:)a de R s./a bS5, (b +§\b >0

Composto Y=(@sSx » (beSo) (> 0,9950) (< 5%) b+S, b Sy < 0)
Trimetilfi,czlsi-exanona F&Ez;g;g?gﬁ??),ooom - v o %33:
N v A LA
Acetato Borneol I(:é 2358;8,7(1);98850009) ¢ Co b vk %i:g
iegons EOEWNONC om o ow ol
someol  ROIIEDO Coems o Do
Acetato Geraniol Fé%?ég;g?g?;g)’ooos) « v 0,99%7 v %
roneol  EOEOS00C L oem w0
ool PEOSTIONC o om oo
Ry e e R LR =

PAR - Relagdo da Area do Pico (Area do Pico do composto / Area do Pico da acetofenona); C - Concentracao do
composto (mg/L); R - coeficiente de correlacao; a - declive; S, - desvio padrao para o declive; S, / a - desvio padrao
relativo da inclinacado; b - ordenada na origem; Sy - desvio padrao para a ordenada na origem.

Da analise da Tabela 11 acima apresentada, pode-se concluir que, as curvas de calibracao
obtidas cumpriram quase todos os parametros para o desenvolvimento do método (R e S./a), com
a excecao do eugenol (ndao cumpriu nenhum parametro de validacao), uma vez que o resultado da
reta de calibracao obtido nao foi o esperado. Alguns padroes apresentados na reta de calibracao
do eugenol nao estao dentro da gama de calibracao, como se pode observar na Figura A23 do anexo
2. Alem disso, como o eugenol foi Gltimo composto a ser identificado (pelo tempo de retencao) na
coluna cromatografica é possivel que esteja sujeito a contaminacoes.

Em relacdo ao parametro de validacao (b-Sp < 0 < b + Sp) nenhuma curva cumpriu o parametro,
dado que este é o parametro mais dificil para a validacdo do método analitico (exemplos,
existéncias de interferentes, estado da coluna, procedimento de extracao e remocao de solvente,
entre outros [,

Os limites de detecao e de quantificacdo do método (Tabela 15) foram caculados com base
nas seguintes expressoes:

LD =3S,/ a e LQ=10S,/a (11)
Sendo:

LD - Limite de detecao; LQ - Limite de quantificacdo; S»- desvio padrao do valor médio medido
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Define-se como limite de identificacao (LD) a menor quantidade de analito que se pode
detetar acima do ruido de fundo do sistema de analise e limite de quantificacao (LQ), consiste na
menor concentracao de um analito que um determinado ensaio tem capacidade de quantificar com
exatidao e precisao pretendida, de modo que o método tera de ser exato, preciso e linear nesse
ponto ¢2,

Outros parametros como a gama de linearidade, o coeficiente de determinacao bem como os
limites de detecao (LD) e quantificacao (LQ) estao apresentados na Tabela 12.

Tabela 12 - Gama de linearidade, coeficiente de determinacéo e limites de detencdo e quantificacdo para os

compostos
Composto Gama de linearidade R? LD LQ
(mg/L) (mg/L) (mg/L)
2,2,6-Trimetilciclohexanona 0,11 - 54,24 0,9987 0,87 2,90
Mentona 0,10 - 53,46 0,9987 0,87 2,90
Acetato Borneol 0,11 - 52,66 0,9988 0,84 2,79
Pulegona 0,11 - 56,45 0,9986 0,95 3,17
(S)-(-)-a-Terpineol 0,11 - 53,56 0,9988 0,84 2,80
Borneol 0,11 - 54,71 0,9990 0,78 2,59
Acetato Geraniol 0,11 - 54,14 0,9973 1,26 4,21
Citronelol 0,12 - 58,40 0,9985 1,02 3,41
Geraniol 0,11 - 53,04 0,9973 1,25 4,18
Eugenol 0,11 - 53,29 0,9371 6,23 20,78

R? - coeficiente de determinacao; LD - limite de detecdo; LQ - limite de quantificacdo

Da Tabela 12 pode-se observar que todos os compostos obtiveram resultados de limite de
detencao mais altos do que o padrao mais baixo da gama de linearidade, o que nao era de esperar.
O intervalo de linearidade para eugenol relativamente maior do que os outros compostos padrao.
Isto deve-se ao facto de o eugenol ter uma area de pico menor (Figura 13) do que os outros
compostos quando injetados no GC numa concentracao semelhante. Portanto como foi referido
anteriormente, devia mudar a gama de linearidade para o eugenol uma vez que este era um dos
nossos compostos de referéncia.

4.2 Avaliacao da Eficiéncia de Extracao

Apesar de ter adotado tempos de extracao de 30 e 60 minutos, para a avaliacao da eficiéncia
de extracao da solucao mistura apenas foi utilizou o tempo de 60 minutos. Para a solu¢ao mistura,
foram realizadas 2 extracdes usando uma solucao concentrada contendo todos os padrdes para
ambos os solventes (n-pentano e éter etilico). Apos as extracoes recorreu-se a analise por GC-FID,
sendo posteriormente calculadas as eficiéncias de extracao para cada composto. A eficiéncia de
extracao pode ser entendida como a quantidade de extrato obtido apds a extracao. Os resultados
da eficiéncia de extracao (EE) e os seus respetivos coeficientes de variacao (CV) (Tabela 13) para
os dois solventes foram obtidos a partir das seguintes expressoes:

Concentracao Injetada (%) V1 (mL)

Eficiéncia de extragio (EE%) = (12)

mg

V2 (mL) Concentragio MIX 50 (T)
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Rmédio—b

(13)

Concentracio Injetada (%) =

Coeficiente de variagao (CV %) = Des‘;;z;zd;jc;:;za;:zizjreaS (14)
Sendo:

V1 - Volume da amostra preparada (5 mL)

V2 - Volume do extrato no SDE (2 mL)

a - Declive

b - Ordenada na origem

Rmedio - Razao das areas do pico (obtidas a partir das curvas de calibracao)

Tabela 3 - Eficiéncia de extracdo e coeficiente de variacdo dos compostos em estudo

5 Eter etilico n-pentano
Concentracao
Compostos MIX 50 Conc. cv Conc. EE
Injetada | EE (%) Injetada CV (%)
(mg/L) (%) (%)
(mg/L) (mg/L)
2,2,6-Trimetilciclohexanona (Hex) 54,2 6,7 30,8 1,4 0,5 2,1 n.i.
Mentona (Ment) 52,5 9,6 45,9 0,6 0,5 2,5 n.i.
Acetato Borneol (Ac. Bor) 52,7 14,0 66,5 0,1 0,5 2,6 1,5
Pulegona (Pul) 56,4 14,4 64,0 0,1 0,6 2,6 2,8
(S)-(-)-a-Terpineol (Terp) 53,6 16,9 79,1 0,1 0,7 3,1 0,7
Borneol (Bor) 54,7 16,0 73,1 0,4 0,4 2,0 2,4
Acetato Geraniol (Ac. Ger) 54,1 21,7 100,2 0,1 3,4 15,9 0,5
Citronelol (Cit) 58,4 23,2 99,2 0,7 1,7 7,2 0,5
Geraniol (Ger) 53,0 25,2 119,0 0,1 2,2 10,3 0,2
Eugenol (Eug) 53,3 17,7 552,1 0,3 13,5 63,3 0,8

EE - Eficiéncia de extracdo; CV- coeficiente de variacao; n.i. - ndo identificado

A partir da Tabela 13, pode-se concluir que em relacao a eficiéncia de extracao, com a
excecao do composto 2,2-6 trimetilciclohexanona (30,8% - valor muito baixo) todos os outros
compostos obtiveram valores elevados usando o solvente éter etilico. Em relacao a extracao com o
solvente n-pentano apenas o eugenol obteve um valor de eficiéncia de extracao (EE) alto, sendo os
outros relativamente abaixo dos 20%, devido a uma possivel perda de extratos (evaporacao do
solvente no SDE) durante o procedimento da extracao ou nos procedimentos de remocao de solvente
(evaporador rotativo e/ou linha de azoto).

E de salientar referir que o tempo de retencdo também poderia ter influencia na EE, uma vez
que quanto menor for o ponto de ebulicao, menor sera o tempo de retencao implicando uma menor
EE do composto e vice-versa, conforme se pode observar na Tabela 13, mas que nao é o caso do
eugenol que apresentou uma EE rondando os 552,1% e valores acima da gama de linearidade (Cinjetada
= 117,7 mg/L), resultado relativamente fora do normal, podendo ser uma das causas a ma
calibracao.

Relativamente ao coeficiente de variacao (CV), pode-se verificar que na Tabela 13, os
resultados variam de 0,1 % (acetato de borneol, pulegona, (S)-(-) -a-Terpineol, acetato geraniol e
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geraniol) a 1,4 %( 2,2-6 trimetilciclohexanona) utilizando o solvente éter étilico e de 0,2% (Geraniol)
a 2,8% (Pulegona) quando se utiliza o solvente n-Pentano, sendo que neste nao foi possivel a
identificacao dos compostos 2,2-6 trimetilciclohexanona e mentona ao fim de 60 minutos de
extracao.

O solvente éter etilico apresenta valores de eficiéncia de extracao maiores comparadas com
0 n-pentano, mas em relacao ao coeficiente de variacao obteve-se valores baixos comparado com
o n-pentano. Em suma, obteve-se uma média de 123,0% de eficiéncia de extracao e uma média de
0,4% de coeficiente de variacao utilizando o éter etilico, resultados totalmente diferentes quando
foi utilizado o solvente n-pentano, com uma média de 11,1% para a eficiéncia de extracao e 1,2%
de coeficiente de variacao, o que nos permite dizer que, de acordo com os resultados, quanto
menor for os valores de eficiéncia de extracao (EE), maior sera os valores de coeficiente de variacao
(CV).

Posto isto, pode-se concluir no geral que, a eficiéncia de extracao foi boa (exceto para o caso
do eugenol), houve boa variabilidade, uma vez que o coeficiente de variacao para os dois solventes
e para os dois tempos de extracao utilizados, foram inferiores a 10%, logo houve uma boa precisao.

4.3 Extracao por SDE e Analise por GC-FID da Composicao de Extratos

Todas as extracdes foram realizadas em triplicado para tempos de 30 e 60 minutos,
adicionando a amostra da planta 250 mL de agua destilada. Os solventes utilizados foram n-pentano
e éter etilico, a um volume de 50 mL. Ap6s remocao do solvente recorrendo a um evaporador
rotativo e exposicao do extrato a uma corrente de azoto para purificacao do 6leo essencial, as
amostras foram imediatamente diluidas com n-hexano (solvente utilizado para a analise no
cromatografo gasoso) em baldes volumétricos de 5 mL, sendo posteriormente transferidas para
frasco vidro de 10 mL (aconselhavel frasco de vidro ambar). Os frascos foram selados e armazenados
a temperaturas adequadas até a analise.

Para a identificacao e quantificacao dos compostos presentes nos extratos, adicionou-se cerca
de 0,5 + 0,7 mL (micropipeta de 100 a 1000 uL) da amostra preparada anteriormente e cerca de
0,05 + 0,8 mL (micropipeta de 10 a 100 uL) de acetofenona a 2% (v / v) em vials de 1 mL para a
injecao no GC-FID. As amostras foram injetadas em duplicado, sendo as areas de pico calculadas
pela razao das areas dos compostos pela area de pico do padrao interno (acetofenona), afim de
obter as curvas de calibracao para cada um dos compostos, facilitando assim a quantificacao dos
mesmos identificados no GC-FID.

4.3.1 Extracdo do Oleo Essencial de Mentha x piperita L. por SDE

Foram realizadas trés extracoes durante 30 e 60 minutos usando dois tipos de solventes
diferentes. A média das massas de plantas de Mentha x piperita L. das 3 extracoes pode ser
analisada na Tabela 14.
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Tabela 4 - Massa de porcoes de Mentha x piperita L. para cada extracdo (n=3)
Tempo de extracao Numero de Massa da Média Massa do oleo
(min.) extracoes planta (g) das massas (g) (mg)

1 5,0442
5,0347
5,0211
5,0235
5,0682
5,0356
5,0468
5,0233
5,0842
5,0374
5,0266
5,0625

Solventes

30 5,0333 141,060

Eter etilico

50 5,0424 33,350

30 5,0514 16,768

n- pentano

50 5,0422 55,082

W[N] W[N] W|IN =W N

A partir dos resultados da composicao dos extratos e considerando a massa da planta, na
Tabela 15 e Tabela 16 sdo apresentados os resultados obtidos das médias das concentracoes dos
compostos identificados nos extratos, massa de 6leo obtido, rendimento do 6leo e a normalizacao
para cada, obtidos de acordo com as expressdes que se seguem.

A concentracao em Mgcomposto/ Lextrato (€qUACA0 15) € €M Mgcomposto/ KZextrato (€qUacao 16) € dado

por:
Concentragao (%) — Rmédio-b (15)
c1 (%) Vi)
c tracio (-2) = L 16
oncemtragao (kg) m planta pesada (g) 1000 (%‘q) (16)
Sendo:

C1 - concentracao calculada em mg/L
V1 - volume da amostra preparada em L

A normalizacao (% A) compara a area do composto com a % da composicao da mistura, é dada
pela seguinte expressao:

Area do composto

Normalizagio (%A) = x 100 (17)

Area total

O rendimento (n%) dos compostos presentes nos 6leos pela extracao por SDE é expressao da
seguinte forma:

massa de composto em cada extrato (mg)

Rendimento (n%) = x 100 (18)

massa de 6leo (mg)

A massa de 6leo em mg é determinada pela seguinte expressao:
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my—mpg

Massa de 6leo (mg) = X 1000 (19)

Sendo:
ma - massa da amostra apos remocao do solvente organico (mg)
mr - massa do frasco sem a amostra (mg)

m; - massa da amostra inicial (g)

A partir das expressoes acima mencionadas, foi possivel obter um conjunto de resultados que
permitiram analisar os compostos em estudo, apresentados na Tabela 15.

Tabela 15- Principais resultados obtidos na analise do extrato de Mentha x piperita L. com o solvente éter etilico apos
SDE durante 30 e 60 minutos (n=3)

30 minutos 60 minutos

Composto A [ c1 C2 [mi1| n A | c1 €2 [ ml | n

(%) | (mg/L) | (mg/kg) | (mg) | (%) | (%) | (mg/L) | (mg/kg) | (mg) | (%)
2,2,6-Trimetilciclohexanona (Hex) | 0,03 | 1,65 1,64 |0,01| 0,01 |0,03| 1,41 1,40 | 0,01 | 0,02
Mentona (Ment) 0,00 | 0,68 0,67 |0,00| 0,00 [0,01| 0,73 0,73 0,00 | 0,01
Acetato Borneol (Ac. Bor) 0,29 | 8,65 8,59 |0,04| 0,03 |0,28| 10,96 | 10,87 | 0,05 | 0,16
Pulegona (Pul) 0,21 9,28 9,22 |0,05| 0,03 (0,04 3,04 3,02 | 0,02 |0,05
(S)-(-)-a-Terpineol (Terp) 0,10 | 2,95 293 (0,01 0,01 [0,06| 1,49 1,48 | 0,01 | 0,02
Borneol (Bor) 1,02| 70,60 | 70,14 |0,35| 0,25 [1,01| 94,05 | 93,25 | 0,47 |1,41
Acetato Geraniol (Ac. Ger) 0,25( 17,30 | 17,18 | 0,09 | 0,06 |0,38| 19,41 19,25 | 0,10 | 0,29
Citronelol (Cit) 2,23 | 68,91 | 68,45 |0,34| 0,24 |3,13| 28,10 | 27,86 | 0,14 | 0,42
Geraniol (Ger) 0,13 | 5,88 5,84 |0,03| 0,02 |0,59| 4,52 4,48 | 0,02 | 0,07
Eugenol (Eug) 0,10 | 16,82 | 16,70 | 0,08 | 0,06 |0,79| 28,21 | 27,97 | 0,14 | 0,42

C1 - concentracdo média do composto obtido no extrato em mg/L; C2 - concentracao média do composto obtido no
extrato em mg/kg; (A) - normalizacdo; m1 - mg de cada composto no dleo; n - rendimento de cada composto no
extrato

Através da Tabela 15 pode verificar-se que, alguns compostos obtiveram resultados de
concentracao de extrato (mg/L) superiores a gama de concentracao utilizada, como foi o caso do
borneol, aos 30 e 60 minutos, e também no caso do citronelol aos 60 minutos. Compostos como 2,2-
6 trimetilciclohexanona, pulegona, eugenol e mentona apresentaram concentracdes abaixo de
limite de quantificacdo (LQ) e a abaixo do limite de detecao (LD) esta a mentona.

Verificou-se que a percentagem de 6leo extraido da planta foi de 2,80% para 30 minutos e
0,66% para 60 minutos, utilizando em ambos os casos, éter etilico como solvente de extracao. Para
a espécie de Mentha x piperita L., a extracao com o solvente éter etilico apresentou melhores
resultados de rendimento, os seguintes compostos: borneol (0,25%) e citronelol (0,24%) aos 30
minutos e borneol (1,41%), citronelol (0,42%) e eugenol (0,42%) aos 60 minutos.

Pode-se analisar com mais detalhes a analise cromatografica para o 6leo da Mentha x piperita
L. ao fim de 60 minutos com o solvente éter etilico (Figura 15) e ao fim de 30 minutos pode ser
observada no grafico da Figura A24 do anexo 3.
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W 226 trimetilciclohexanona; 0,03%
H mentona; 0,01%
M acetato de borneol; 0,28%
pulegona; 0,04%
M terpineol; 0,06%
M borneol; 1,01%
acetato de geraniol; 0,38%

citronelol; 3,13%

geraniol; 0,59%
eugenol; 0,79%

Figura 13- Andlise cromatogrdfica em GC-FID para o 6leo da Mentha x piperita L. extraido pelo SDE usando éter etilico
como solvente durante 60 minutos (Compostos ndo identificados: 93,69%)

Foi possivel obter um conjunto de resultados que permitiram analisar os compostos em
estudo, a partir da analise do extrato de Mentha x piperita L. com o solvente n-pentao apos SDE
durante 30 e 60 minutos (Tabela 16).

Tabela 5- Principais resultados obtidos na analise do extrato de Mentha x piperita L. com o solvente n-pentano apods
SDE durante 30 e 60 minutos (n=3)

30 minutos 60 minutos

Composto A C1 C2 [mi| n | A]| C C2 [m1]n
(%) | (mg/L) |(mg/kg) |(mg)| (%) | (%) | (mg/L) | (mg/kg) | (mg) | (%)
2,2,6-Trimetilciclohexanona (Hex) | 0,02 1,35 1,34 0,01 | 0,04 | 0,03 1,79 1,77 0,01 | 0,02
Mentona (Ment) 0,00 0,63 0,62 0,00 | 0,02 | 0,00 | 0,69 0,69 0,00 | 0,01
Acetato Borneol (Ac. Bor) 0,27 7,96 7,88 0,04 | 0,24 | 0,35 | 11,63 11,53 | 0,06 0,11
Pulegona (Pul) 0,03 1,45 1,44 0,01 | 0,04 | 0,02 | 1,29 1,28 0,01 | 0,01
(S)-(-)-a-Terpineol (Terp) 0,02 1,08 1,07 0,01 | 0,03 | 0,03 | 1,69 1,68 0,01 | 0,02
Borneol (Bor) 0,77 | 61,70 61,07 | 0,31 | 1,84 | 1,03 | 86,07 85,35 | 0,43 |0,78
Acetato Geraniol (Ac. Ger) 0,28 | 22,46 22,23 | 0,11 | 0,67 | 0,31 | 24,89 24,69 | 0,12 | 0,23
Citronelol (Cit) 0,80 | 31,32 31,00 | 0,16 | 0,93 | 0,88 | 30,39 30,13 | 0,15 | 0,28
Geraniol (Ger) 0,01 3,65 3,62 0,02 | 0,11 | 0,30 | 5,24 5,19 0,03 | 0,05
Eugenol (Eug) 3,37 | 674,87 | 668,00 | 3,37 |20,12| 0,11 | 20,39 20,22 | 0,10 | 0,19

C1 - concentracao média do composto obtido no extrato em mg/L; C2 - concentracao média do composto obtido no
extrato em mg/kg; (A) - normalizacao; m1 - mg de cada composto no 6leo; n - rendimento de cada composto no extrato

Assim como a Tabela 15, pode-se dizer que também na Tabela 16, alguns compostos
obtiveram resultados de concentracao de extrato (mg/L) superiores a gama de concentracao
utilizada, como foi o caso do borneol, aos 30 e 60 minutos, e também no caso do eugenol aos 30
minutos. Compostos como 2,2-6 trimetilciclohexanona, mentona, pulegona, (S)-(-)-a-Terpineol e
geraniol apresentaram concentracoes abaixo de limite de quantificacao (LQ) e a abaixo do limite
de detecao (LD) esta a mentona.

A partir da Tabela 16, pode-se dizer que a extracao com o solvente n-pentano, ja conseguiu
obter melhores resultados de rendimentos, podendo destacar os seguintes compostos: eugenol
(20,12%), borneol (1,84%), citronelol (0,93%) e acetato de geraniol (0,67%) aos 30 minutos e borneol
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(0,78%), citroneol (0,25%), acetato de geraniol (0,23%) e eugenol (0,19%) aos 60 minutos. Em
relacao a percentagem de 6leo extraido da planta obteve-se cerca de 1,10% no caso de estudo de
60 minutos e 0,33% no caso de estudo de 30 minutos.

A analise cromatografica para o 6leo da Mentha x piperita L. com o solvente n-pentano ao
fim de 30 minutos pode ser observada no grafico da Figura 16 e ao fim de 60 minutos na Figura A25
do anexo 3 deste trabalho.

M 226 trimetilciclohexanona; 0,02%
B mentona; 0,00%

M acetato de borneol; 0,27%

i pulegona; 0,03%

M terpineol; 0,02%

H borneol; 0,77%

M acetato de geraniol; 0,28%

H citronelol; 0,80%

H geraniol; 0,01%

H eugenol; 3,37%

Figura 16- - Andlise cromatogrdfica em GC-FID para o 6leo da Mentha x piperita L. pelo SDE usando n-pentano com
solvente durante 30 minutos (Compostos ndo identificados: 94,43%)

4.3.2 Extragido do Oleo Essencial de Pelargonium graveolens L. por SDE

Assim como para a Mentha x piperita L., foi seguido o mesmo procedimento para a espécie
Pelargonium graveolens L. As médias das massas dos extratos da planta de Pelargonium graveolens
L. podem ser observadas na Tabela 17.

Tabela 17 - Massa das porcées de Pelargonium graveolens L. para cada extracd@o (n=3)

Tempo de Numero de | Massa da planta | Média das massas Massa do oleo
Solventes ~ . ~
extragao (min.) extracoes (8) (g) (mg)
1 5,0602
30 2 5,0433 5,0536 35,599
3
Eter etilico 5,0572
1 5,1790
60 2 5,0649 5,0864 33,161
3 5,0152
1 5,0989
30 2 5,0971 5,0742 16,994
n- pentano 3 5,0266
1 5,0624
60 2 5,0917 5,0806 21,139
3 5,0876
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A partir dos resultados da composicao dos extratos e considerando a massa da planta fresca,
na Tabelas 18, foi apresentado os resultados obtidos das médias das concentracées dos compostos
identificados nos extratos, o rendimento do 6leo, a massa do 6leo obtido e normalizacado para cada
composto.

Tabela 6- Principais resultados obtidos na analise do extrato de Pelargonium graveolens L. com o solvente éter etilico

apods SDE durante 30 e 60 minutos (n=3)

30 minutos 60 minutos

Composto A C1 c2 m1 n A c1 Cc2 m1 n

(%) | (mg/L) | (mg/kg) | (mg) | (%) | (%) |(mg/L) | (mg/kg) | (mg)| (%)

2,2,6-Trimetilciclohexanona (Hex) | 0,01 0,57 0,56 | 0,00 | 0,01 | n.i. n.i. n.i. n.i. | n.i.
Mentona (Ment) 0,28 6,91 0,00 |0,03|0,10 | 0,12 | 1,43 1,40 |0,01| 0,0
Acetato Borneol (Ac. Bor) 0,16 4,00 3,95 | 0,02 | 0,06 | 0,01 | 0,44 0,44 |0,00 | 0,01
Pulegona (Pul) 0,09 2,62 2,59 | 0,01 0,04 | 0,04 | 0,86 0,84 |0,00| 0,01
(S)-(-)-a-Terpineol (Terp) 0,23 5,04 4,99 0,03 | 0,07 | 0,20 | 1,84 1,81 0,01 | 0,03
Borneol (Bor) n.i. n.i. n.i. n.i. | n.i. | n.i. n.i. n.i. n.i. | n.i.
Acetato Geraniol (Ac. Ger) 0,19 9,23 9,13 0,05 | 0,13 | 0,25 | 3,48 3,42 0,02 | 0,05
Citronelol (Cit) 22,82 | 278,43 | 275,48 | 1,39 | 3,91 |32,95| 132,95 | 130,70 | 0,66 | 2,00
Geraniol (Ger) 13,36 | 341,54 | 337,92 | 1,71 | 4,80 | 10,94 | 88,11 86,61 | 0,44 | 1,33
Eugenol (Eug) 0,39 | 31,36 | 31,03 | 0,16 | 0,44 | 0,25 | 11,39 11,19 (0,06 | 0,17

C1 - concentracdo média do composto obtido no extrato em mg/L; C2 - concentracao média do composto obtido no
extrato em mg/kg; (A) - normalizacdo; m1 - mg de cada composto no dleo; n - rendimento de cada composto no
extrato; n.i. - ndo identificado

Para a espécie de Pelargonium graveolens L., também alguns compostos obtiveram resultados
de concentracdo de extrato (mg/L) superiores a gama de concentracao utilizada, como foi o caso
do citronelol e geraniol, aos 30 e 60 minutos. Da Tabela 18 também pode-se observar que as
concentracoes de alguns compostos estao abaixo de LQ (2,2-6 trimetilciclohexanona, mentona,
pulegona) e de LD (2,2-6 trimetilciclohexanona).

A extracdao com o solvente éter etilico apresentou melhores resultados de rendimento
para os seguintes compostos: geraniol (4,80%) e citronelol (3,91%) e eugenol (0,44%) aos 30 minutos
e geraniol (2,00%) e citronelol (1,33%) e eugenol (0,17%) aos 60 minutos. Em relacao a percentagem
de extracao de o6leo da planta, obteve-se 0,70% no caso de estudo de tempo de extracao de 30
minutos e 0,65% no caso da extracao decorrida ao longo de 60 minutos.

A analise cromatografica para o 6leo de Pelargonium graveolens L. com o solvente éter etilico
ao fim de 60 minutos pode ser observada no grafico da Figura 17 e ao fim de 60 minutos na Figura
A26 do anexo 3 deste trabalho.
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H 226 trimetilciclohexanona

B mentona; 0,12%

M acetato de borneol; 0,01%
pulegona; 0,00%

M terpineol; 0,20%

M acetato de geraniol; 0,25%

H citronelol; 32,95%

M geraniol; 10,94%

H eugenol; 0,25%

Figura 17- Andlise cromatogrdfica em GC-FID para o 6leo de Pelargonuim graveolens L. extraido pelo SDE usando o
éter etilico como solvente durante 60 minutos (Compostos néo identificados: 55,24%)

Os resultados a partir da analise do extrato de Pelargonium graveolens L. com o solvente n-
pentano apos SDE durante 30 e 60 minutos, podem ser observados na Tabela 19.

Tabela 19- Principais resultados obtidos na analise do extrato de Pelargonium graveolens L. com o solvente n-pentano
apos SDE durante 30 e 60 minutos (n=3)

30 minutos 60 minutos

Composto A 1 C2 [ ml[n | A C1 C2 [mi1] n

(%) |(mg/L)|(mg/kg) | (mg) | (%) | (%) |(mg/L)|(mg/kg)|(mg) | (%)

2,2,6-Trimetilciclohexanona (Hex) | n.i. n.i. n.i. n.i. | n.i. | n.i. n.i. n.i. n.i. | n.i.
Mentona (Ment) 0,10 2,39 2,36 | 0,01 |0,07| 0,26 | 8,30 8,177 |0,04]| 0,20
Acetato Borneol (Ac. Bor) 0,10 1,83 1,80 0,01 |0,05| 0,16 | 4,00 3,93 |0,02| 0,09
Pulegona (Pul) 0,04 1,03 1,02 | 0,01 |0,03| 0,09 | 3,19 3,14 0,02 | 0,08
(S)-(-)-a-Terpineol (Terp) 0,16 2,36 2,32 0,01 | 0,07 | 0,17 | 4,72 464 |0,02| 0,11
Borneol (Bor) n.i. n.i. n.i. n.i. | n.i. | n.i. n.i. n.i. n.i. | n.i.
Acetato Geraniol (Ac. Ger) 0,43 | 12,70 | 12,51 | 0,06 |0,37| 0,19 | 10,35 | 10,19 | 0,05 | 0,24
Citronelol (Cit) 28,46 | 93,03 | 91,67 | 0,47 |2,74| n.i. n.i. n.i. n.i. | n.i.
Geraniol (Ger) 9,15 |102,55| 101,05 | 0,51 | 3,02 | 14,36 | 446,79 | 439,70 | 2,23 | 10,57
Eugenol (Eug) 0,50 | 24,48 | 24,13 | 0,12 |0,72| 0,24 | 27,33 | 26,90 |0,14| 0,65

C1 - concentracdao média do composto obtido no extrato em mg/L; C2 - concentracao média do composto obtido no
extrato em mg/kg; (A) - normalizacdo; m1 - mg de cada composto no 6leo; n - rendimento de cada composto no extrato;
n.i. - ndo identificado

Observando a Tabela 19, pode-se dizer que assim como para a extracao com o solvente éter
etilico, também se obteve os mesmos resultados de concentracao de extrato (mg/L) superiores a
gama de concentracao utilizada (citronelol e geraniol) aos 30 e 60 minutos. Da Tabela 19 também
pode-se observar que as concentracoes de alguns compostos estao abaixo de LQ (mentona, acetato
borneol, pulegona, (S)- (-) -a-Terpineol).

Para a extracao com o solvente n-pentano obteve-se melhores resultados de
rendimento, podendo destacar os seguintes compostos: geraniol (3,02%), citronelol (2,74%),
eugenol (0,72%) e acetato geraniol (0,37%) aos 30 minutos e geraniol (10,57%), eugenol (0,65%) e
acetato geraniol (0,24%) aos 60 minutos. Em relacdo a percentagem de extracao de 6leo da planta,
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obteve-se 0,33% no caso de estudo de tempo de extracao de 30 minutos e 0,42% no caso da extracao
decorrida ao longo de 60 minutos.

A analise cromatografica para o 6leo de Pelargonium graveolens L. com o solvente n-pentano
ao fim de 30 minutos pode ser observada no grafico da Figura 18 e ao fim de 30 minutos na Figura
A27 do anexo 3 deste trabalho.

M 226 trimetilciclohexanona; 0,00%

B mentona; 0,10%

M acetato de borneol; 0,10%
pulegona; 0,04%

H terpineol; 0,16%

M acetato de geraniol; 0,43%

M citronelol; 28,46%

M geraniol; 9,15%

M eugenol; 0,50%

Figura 18 - Andlise cromatogrdfica em GC-FID para o 6leo do Pelargonium graveolens L. extraido pelo SDE usando o
solvente n-pentano durante 30 minutos (Compostos ndo identificados: 62,49%)

O borneol e o composto 2,2,6-trimetilciclohexanona nao foram identificados nos extratos de
Pelargonium graveolens L. analisados para os dois tempos de extracao utilizados para ambos os
solventes, o que nos permite concluir que a espécie Pelargonium graveolens L. nao tem borneol na
sua composicao e também podera nao ter o 2,2,6-trimetilciclohexanona. O mesmo aconteceu com
o citronelol para o solvente n-pentano durante um tempo de extracao de 60 minutos. Estes dois
altimos casos sao evidéncia da importancia da escolha de solvente de extracao, bem como do tempo
de extracao (Tabela 18 e Tabela 19).

Em suma conclui-se que para esta planta, a extracdo com éter etilico foi melhorada
utilizando o tempo de extracao de 30 minutos. Quando o solvente utilizado para a extragao foi n-
pentano, a extracao dos compostos variou, i.e., obteve-se melhores teores de compostos utilizando
o tempo de extracao de 30 minutos e noutros casos, obteve-se melhores teores utilizando o tempo
de extracao de 60 minutos (Tabela 18 e Tabela 19).

Deste modo conclui-se que a extracao do 6leo de foi melhorada utilizando éter etilico
durante 30 minutos (percentagem de extracao de 6leo Pelargonium graveolens L. a partir da planta
de 0,70%).

Para ambas as plantas se verificou que a extracao foi favorecida utilizando éter etilico
como solvente de extracao, em 30 minutos.

Resultados e Discussao 42



Extracao de Oleos Essenciais para Aplicacdo como Biopesticidas - Estratégias de Prevencdo da Contaminacdo Ambiental

5 Conclusoes

No presente estudo, a extracao pelo SDE durante 30 e 60 minutos, das duas espécies estudadas
(Mentha x piperita L. e Pelargonium graveolens L.) foi realizada com dois diferentes solventes,
com ponto de ebulicdo baixos (éter etilico - 36 °C e n-pentano - 35 °C). Os extratos obtidos
apresentaram aromas caracteristico das plantas originais e a identificacao dos dez compostos foi
analisada por GC-FID.

O método de analise dos compostos relacionados, GC-FID, demonstrou ser seletivo, uma vez
que conseguiu identificar os compostos pretendidos, conseguindo dentro da gama concentracoes,
cumprir quase todos os critérios para desenvolver o método analitico.

Em relacao a solucao de mistura dos padrdes (solucao MIX 50 mg/L), conclui-se que, o éter
etilico foi o melhor solvente de extracdo, dado que na analise cromatografica em GC-FID, foi o que
melhor conseguiu identificar os compostos em estudo.

Em relacao a Mentha x piperita L, para & extracao com o solvente éter etilico, obteve-se uma
percentagem de 6leo extraido de 1,10% no caso de estudo de 60 minutos e 0,33% no caso de estudo
de 30 minutos e uma percentagem de 6leo extraido de 1,10% no caso de estudo de 60 minutos e
0,33% no caso de estudo de 30 minutos, para a extracao com o solvente n-pentano.

No que se refere a espécie Pelargonium graveolens L., obteve-se uma percentagem de
extracao de 6leo, de 0,70% no caso de estudo de 30 minutos e 0,65% no caso da extracdo decorrida
ao longo de 60 minutos para & extracao com o solvente éter etilico e em relacdo a extracao com
solvente n-pentano obteve-se uma percentagem de extracao de 6leo de 0,33% no caso de estudo
de tempo de extracao de 30 minutos e 0,42% no caso da extracao decorrida ao longo de 60 minutos.

Para as extracoes SDE, com ambas as plantas, as melhores condicdes de extracao foram com
o éter etilico como solvente e tempos de extracao de 30 minutos. Assim, sugere-se estas condicoes
para futuras extracoes destas plantas usando o SDE.

Uma vez que, as folhas de plantas frescas se decompéem rapidamente apds a colheita, a
extracao com folhas secas seria uma boa maneira de preservar as folhas e seus compostos
interessantes.
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6 Avaliacao do Trabalho Realizado

6.1 Objetivos Realizados

Dos varios métodos de extracao, identificacao e quantificacao de 6leos essenciais existentes,
o método de extracdo e destilacao simultanea (SDE) e cromatografia gasosa com detetor de
ionizacao de chama (GC-FID) demonstraram-se adequados para extracao de éleos essenciais. Em
comparacao com as pesquisas bibliograficas sobre o tema, os dois métodos acima referidos
apresentaram bons resultados no que toca a eficiéncias de extracao.

O método de SDE permitiu colocar em pratica alguns conhecimentos adquiridos ao longo do
percurso académico.

6.2 Limitacdes e Trabalho Futuro

Ao longo do projeto, varios aspetos podem influenciar os resultados tais como a ma calibracao
da balanca analitica, o facto de o dleo essencial em causa ser relativamente volatil, o fato das
extracoes por SDE serem realizadas apenas com solventes imisciveis com a agua e compostos
volateis, torna-se uma limitacao no procedimento.

Em relacdo a trabalhos futuros, seria interessante a continuidade do sistema de injecao
automatica facilitando assim processo e reduzir os possiveis erros associados a operacao, uma vez
que segundo alguns artigos, as injecoes das amostras no GC - FID eram executadas manualmente,
logo o processo era mais demorado e com mais riscos de contaminacao da seringa.

A analise da identificacao dos compostos pela técnica GC-MS, garantiria a identificacao dos
compostos presentes nos extratos e exploraria a analise da composicao dos dleos essenciais em
geral.

Em relacao a atividade antioxidante dos compostos, este nao foi avaliada devido a limitacoes
de tempo. Portanto, pode ser estudado essas propriedades num projeto futuro.

Em relacao a uso de éleos essenciais como biopesticidas tém-se como os principais desafios:

e Simplificacdo do complexo e dispendioso processo de autorizacao para legitimar novos
pesticidas botanicos baseados em plantas;

e Extratos com historico comprovado de uso na industria de alimentos, cosméticos ou
medicamentos;

e Evitar a perda de eficiéncia contra as pragas alvo no campo, destacando a necessidade de
processos eficientes de estabilizacao (por exemplo, encapsulamento);

e Alternativamente, a sintese botanica de nanoinsecticidas eficazes poderia ajudar a evitar
altos niveis de degradacao de compostos ativos de 6leos essenciais;

e Novas tecnologias de producao que garantem quantidades abundantes de fontes cruas de
OE com produtos quimicos homogéneos composicoes.
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8 Anexos

8.1 Anexo 1 - Identificacdo dos Compostos apos Injecao Direta

1V/(x1,000,000)

Figura A1 - Cromatograma resultante da injecdo do padrdo individual de 2,2-6 Trimetilciclohexanona

IV/(x1,000,000)
[Chromatogram

Figura A2 -Cromatograma resultante da injecdo do padrdo individual da Mentona
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Figura A3 - Cromatograma resultante da injecdo do padréo individual de Acetato Borneol
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Figura A4 - Cromatograma resultante da injecdo do padréo individual da Pulegona

o
)

1V/(x10,000)
[Chromatogram
45
40
35
30
25

20

15

10
o M
00 %

-05

Figura A5 - Cromatograma resultante da injecdo do padrdo individual do (S)-(-)-a-Terpineol
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Figura A6 - Cromatograma resultante da injecdo do padrdo individual do Borneol
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Figura A7 - Cromatograma resultante da injecdo do padrdo individual de Acetato de Geraniol
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Figura A8 - Cromatograma resultante da injecdo do padrdo individual de Citronelol
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Figura A9 - Cromatograma resultante da injecdo do padrdo individual do Geraniol
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Figura A10 - Cromatograma resultante da injecdo do padrao individual do Eugenol.
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Figura A11 - Cromatograma resultante da injecdo do padrdo interno (Acetofenona)
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8.2 Anexo 2 - Representacao dos Graficos dos Gompostos Obtidos por GC

- FID Usando Acetofenona como Padrao Interno
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Figura A12 - Representacdo do grdfico da curva de calibracdo do 2,2-6 Trimetilciclohexanona
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Figura A13 - Representacdo do grdfico da curva de calibracdo da Mentona
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Figura A14 - Representacdo do grdfico da curva de calibracdo do Acetato Borneol
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Figura A15 - Representacdo do grdfico da curva de calibracdo da Pulegona
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Figura A16 - Representacdo do grdfico da curva de calibracéo do (S)-(-)-a-Terpineol
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Figura 1417 - Curva de calibracéo dos compostos presentes nas solucbes-stock e nas solucées padréo de calibracéo por
a injecao direta (cincos primeiros compostos)
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Figura A18 - Reapresentacdo do grdfico da curva de calibracdo do Borneol
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Figura A19 - Reapresentacdo do grdfico da curva de calibracdo do Acetato de Geraniol
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Figura A20 - Representacdo do grdfico da curva de calibracéo do Citronelol

3,0

2,0

Area PI

/

1,5

1,0 y =0,0477x - 0,0297

R?=0,9973

Area composto

0,5

0,0
0 10 20 30 40 50 60
Concentragdo (mg/L)

Figura A21 - Representacdo do grdfico da curva de calibracéo do Geraniol
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Figura A22 - Reapresentacdo do grdfico da curva de calibracdo do Eugenol
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Figura A23 - Curva de calibracdo dos compostos presentes nas solucées-mde e nas solucées padrdo de calibracdo para a
injecdo direta (cinco ultimos compostos)
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8.3 Anexo 3 - Analise Cromatografica em GC-FID para os Oleos Essenciais

das Plantas Presentes no Projeto

M 226 trimetilciclohexanona; 0,03%
B mentona; 0,00%

M acetato de borneol; 0,29%
 pulegona; 0,21%

M terpineol; 0,10%

M borneol; 1,02%

17 acetato de geraniol; 0,25%

I citronelol; 2,23%

= geraniol; 0,13%

eugenol; 0,10%

Figura A24 - Analise cromatogrdfica em GC-FID para o 6leo da Mentha x piperita L. extraido pelo SDE usando éter
etilico como solvente durante 30 minutos (Compostos ndo identificados: 95,64%)

M 226 trimetilciclohexanona;
0,03%

® mentona; 0,00%

M acetato de borneol; 0,35%

m pulegona; 0,02%

M terpineol; 0,03%

M borneol; 1,03%

7 acetato de geraniol; 0,31%

= citronelol; 0,88%
= geraniol; 0,30%

eugenol; 0,11%

Figura A25 - Andlise cromatogrdfica em GC-FID para o 6leo da Mentha x piperita extraido pelo SDE usando o solvente
n-pentano durante 60 minutos (Compostos ndo identificados: 97,21%)
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W 226 trimetilciclohexanona; 0,01%
H mentona; 0,28%

M acetato de borneol; 0,16%

i pulegona; 0,09%

M terpineol; 0,23%

I acetato de geraniol; 0,19%

[ citronelol; 22,82%

= geraniol; 13,36%

eugenol; 0,39%

Figura A26 - Andlise cromatogrdfica em GC-FID para o 6leo essencial do Pelargonium graveolens L. extraido pelo SDE
usando o solvente éter etilico durante 30 minutos (Compostos ndo identificados: 61,07%)

M 226 trimetilciclohexanona; 0,00%
M mentona; 0,26%

M acetato de borneol; 0,16%

m pulegona; 0,09%

M terpineol; 0,17%

H borneol

I acetato de geraniol; 0,19%

1 citronelol

= geraniol; 14,36%

eugenol; 0,24%

Figura A27 - Andlise cromatogrdfica em GC-FID para o d6leo do Pelargonuim graveolens L. usando n-pentano como

solvente durante 60 minutos (Compostos ndo identificados: 84,53%)
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8.4 Anexo 4 - Legislacao Aplicavel, Instituicdes Intervenientes e Respetivas Responsabilidades

Tabela A1 - Legislacdo aplicdvel, instituicdes intervenientes e respetivas responsabilidades 421

Tipo de documento n°

e data

Descricao

Indicagdo resumida das

principais disposicoes

Relagdo com o Direito

Comunitario

Entidades

Competentes

Regime

sancionatorio

Decreto-Lei n°
121/2002, de 3 de

Maio

Estabelece o regime
juridico da colocacao no
mercado dos produtos

biocidas.

- Estabelece as Autoridades
Competentes Nacionais
para proceder a avaliacao
técnica dos produtos

biocidas.

Transposicao da
Diretiva n° 98/8/CE do
Parlamento Europeu e
do Conselho, de 16 de

Fevereiro de 1998,
relativa a colocacado de
produtos biocidas no

mercado.

Direccao-Geral de
Protecao de
Culturas. Direccao-
Geral de Veterinaria
Direccao-Geral da

Saude

Artigos 31° e 32°

Regulamento (CE) n°
1687/2002, da
Comissao, de 25 de
Setembro de 2002

Estabelece um periodo
suplementar para a
notificacao de
determinadas substancias
ativas ja presentes no
mercado para utilizacao

como biocidas.

Legislacdo aplicavel,
instituicoes intervenientes
e respetivas

responsabilidades
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Tabela A1 (cont.) - Legislacdo aplicdvel, instituicées intervenientes e respetivas responsabilidades

Regime

Tipo de documento n° Indicacao resumida das | Relacdo com o Direito Entidades . -
Descricao sancionatorio

e data principais disposicées Comunitario Competentes

Estabelece normas relativas a

Portaria n°17980, de atividade de importacao,
30 de Setembro de fabrico, preparacao e venda
1960 de pesticidas e produtos

correlativos

Estabelece as autoridades
Decreto-Lei n° 306/90, | competentes para emissao de
de 27 de Setembro autorizacao de venda de

produtos pesticidas.

Aprova a Convencao de
Roterdao relativa ao

Decreto-Lei n® Procedimento de Prévia
ecreto-Lei n

33/2004, de 29 de
Outubro

Informacao e Consentimento
para determinados produtos
quimicos e pesticidas
perigosos no comércio

internacional
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8.5 Anexo 5 - Pesquisas Bibliograficas sobre Plantas Aromaticas no Combate a Pragas

Tabela A2 - Plantas aromdticas e seus respetivos componentes no combate a pragas

Planta /

Oleo Compostos quimicos Praga(s) Principais Ref
: = C ef.
Disc')ﬁ:‘:r%ao essencial maioritarios (%) que combate resultados
. C mg/L) elimina
Thymus Timol (30,4); Carvacrol Acanthoscelides obtectus cgﬁg’; i )0 20 fim
(28,9); p-Cimeno (10) ; ’
serpyllum L. Citra (4.2) de 24h e cerca de [63]
) 1,5 ao fim de 48h
Timol (47,5); p-cimeno Cicso (mg/L) elimina
RS cerca de 7,0 ao fim 63]
(17,3) ; Cariofileno Larva da couve de 24h
6,1) e e cerca de
Tomilho Thymus 2,2 ao fim de 48h
vulgaris L. Thymol (26,5); p- Cicso (mg/L) elimina
: 8 4)- cerca de 13,5 a0 fim | (g
cimeno (18,4); Larva da couve de 24h e cerca de
Cariofileno (3,5) 4.5 a0 fim de 48h
Hortels Menth | Mentf l (18(’182);8) Cuso (/L) elimina
ortela- enthax somentona (14,0); Bace Tri . 4 cerca de 22,4 ao fim | [44,63]
pimenta piperita L. Mentona (3,5) Pulgoes; Tripes (thysanoptera); Acaros de 24h o corca de
8,7 ao fim de 48h
R . Canfora (30,6); Borneol Cicso (r:j]g/L) ellmfl.na
osmarinus (22,1); Eucaliptol: Larva da couve; Mosca da cenoura cerca de 3,2 a0 fim | (63,69
Alecrim officianalis L. Phel’lar; drene (10 é) de 24h e cerca de
’ 2,2 ao fim de 48h
Cicso (mg/L) elimina
Segurelha- Satureia Carvacrol (39,9); Timol Moscas: Mosauitos cerca de 5,7 ao fim 63]
das-hortas hortensis L. (13,4); Linalol (6,4) ’ q de 24h e cerca de
2,7 ao fim de 48h
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Tabela A2 (cont.) - Plantas aromadticas e seus respetivos componentes no combate a pragas

Planta / Oleo

. B Compostos quimicos Praga(s) Principais e
Decst;ﬁ‘":ﬁlao ceaerEEll maioritarios (%) que combate resultados .

Podridao cinzento
Apodrecimento de cor cinzenta que afeta sobretudo as flores.
Ha que evitar o excesso de humidade e favorecer a ventilacdo

e a exposicao ao sol. Para curar a doenca funciona usar um

Fungicida.

Lagartas desfolhantes
Larvas de diferentes insetos que comem as folhas da planta.
Pulverizar bem toda a planta, ao entardecer, com COMPO

Inseticida Acao Total.

Pelargonuim Geraniol (0,2 - 1,1); Borboleta do geranio
Citronelol; Linalol; Iso-
graveolens L.

s.i. [65]
mentona Trata-se de uma borboleta desconhecida até ha pouco na

Geranio

Europa e que constitui uma grave ameaca para os geranios.
Se a larva ja se encontrar dentro do caule os inseticidas ndao
conseguirao elimina-la; havera que cortar a parte afetada e

eliminar fisicamente a praga.

Ferrugem

Caracteriza-se por pequenos pontinhos de cor avermelhada
nas folhas. As pUstulas sdo a parte reprodutiva de um fungo
interno que debilita a planta e pode provocar a queda das

folhas. Tratar toda a planta com um Fungicida.
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Mosca branca
Pequenos insetos alados que se agrupam no avesso das
folhas e que esvoacam ao sacudi-las. Sao insetos sugadores,
de cor branca, que debilitam a planta e produzem grande

quantidade de melaco.

Aranha vermelha
Sao pequenos insetos sugadores que se situam nas axilas das
folhas, nos caules e no avesso das folhas e criam finas teias
de aranha. Quando o ataque avanca também se observam

teias de aranha.

3,3 ao fim de 48h

Lavanda, ou Lavandula Acetato de Linalilol Cucso (mg/L) elimina
Alfazema | augustifolia | (34,2); Linalol (31,8); Tragas; Pulgas; Moscas; Mosquitos ceree fﬁ 12,6 a°df‘m (631
D N e e cerca de
ou Nardo P.Muller Cariofileno (11,1) 5,7 ao fim de 48h
Cupins; Sauvas; Quenquéens Cueso (Mg/L) elimina
into- 1,8-Cineole (86); a- Lagartas das folhas; Besouros de folhas; Brocas; Besouro de cerca de 66,0 ao fim [63]
Eucalipto Eucalyptus pineno (3,9); p-Cimeno g de 24h e cerca de
comum globulus L. (2.4) raiz 20,8 ao fim de 48h
1,8-Cineole (48,6); Cicso (mg/L) elimina
. Sabineno (9,1); Toupeiras cercade 17,8 ao fim | (¢
Loureiro Laurus nobilis | Terpinilacetato (8,2); a- de 24h e cerca de
L pineno (7,1) 8,1 ao fim de 48h
Cieso (Mg/L) elimina [63]
Orégano Origanum Carvacrol (39,4) ; Timol Fungos; Formigas; alguns tipos de lagartas cerca de 10,0 ao fim
vulgare L. (26,6); p-Cimeno (16,3) de 24h e cerca de
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Tabela A2 (cont.) - Plantas aromaticas e seus respetivos componentes no combate a pragas

AL A Compostos quimicos Praga(s) Principais
EEILlEE Oleo. maln)ioritérlgos (%) ue cgmbate P Rel
comum essencial > q resultados
Citronela (33,8), o
Geraniol (21,6); Cieso (?gé |6)4ellm1fna
. Cymbopogon Citronelol Moscas; Mosquitos; Formigas cerca de 60,4 ao lim [63]
Citronela n}c;rduspwits (9,2);Geranilacetato g & de 24h e cerca de
(3,4) 24,0 ao fim de 48h
. Tujona (28); Cicso (mg/L) elimi‘na
Salvia- Salvia Linalilacetato (2’1 4); Borboleta-branca da couve; Mariposa do repolho cercade7,1aofim | (g
officinalis L. Humuleno de 24h e cerca de
comum 4,9 ao fim de 48h
Origanum Terpineno-1-ol-4 (20,6); « N30 <& idos” E:Iéclfga(rgg/1l_)9ea:]c>mf]irr]r?
Manjerona ma ‘C?rana L Linalol (15,3); nao sao conhecidos de 24h e c;erca de [63]
J ’ Terpineno (10,3) .
1,5 ao fim de 48h
Linalol (50); Limoneno
(7,5); Eugenol (3,6),
Estragole (3,2); alfa e
f i beta-pineno(4); Moscas; Mosquitos Cicso (mg/L) elimina
Mgggfeorllﬁ:? Ocimum Cariofileno(9); a cerca de 4,0 a0 fim | (534
larea basilicum L. Citronelol; Geraniol; de 24h e cerca de
g Acetato de 1,6 ao fim de 48h
citronelina(3);
Metilchavicol M.E.( 85)
1,8-cineol (3)
Tripes (Selenothrips rubrocintus) - ataca a gema apical; Cicso (mg/L) elimina
Canela . Cinamaldeido (90); Lagarta minadora cerca de 2,1 ao fim [63]
Cinnamomum Eugenol (3.6) s de 24h e cerca de
verum Presl 1,7 ao fim de 48h
. . s Cicso (mg/L) elimina
Salsa P ‘:Z; "_755’ rl,;”ilm Apiole 2‘(")3%’ Timol Mosca da cenoura; Certos escaravelhos Céﬁé‘; de 1000 ao fim | 63671
vum L. (10,2) de 24h
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Tabela A2 (cont.) - Plantas aromadticas e seus respetivos componentes no combate a pragas

Plgnta J Oleo Compostos quimicos Praga(s) Principais
e 3 maioritarios (%) ue combate i
comum essencial & q resultados
Cinamaldeido (42,5); Cicso (mg/L) elimina
Cominho Cuminum Pineno (11,8); Destroem quase por completo as larvas brancas cercaded,3aofim | (o
cyminum L. Terpineno (11,4); Nerol de 24h e cerca de
(11,4) 2,1 ao fim de 48h
Cicso (mg/L) elimina
Apium Limoneno (73,2); , ) ~ cerca de 302,0 ao
Aipo graveolens Sequiterbeno 213’) Acaro; Minador das folhas; Pulgao fim de 24h e cerca [63]
Hout quiterp de 263,0 ao fim de
48h
Cicso (mg/L) elimina
Noz- Myristica Pineno (23,2); Sabineno Pulgao cerca de 125,8 ao 63]
moscado fragrans L (22,6); Miristicina (7,9) fim de 24h e cerca
) b ’ de 112,2 ao fim de
48h
. . Cicso (mg/L) elimina
Anethum Limoneno (35’9?’ Pulgio cerca de 50,0 ao fim 163]
Endro Carvone (34,8); g
graveolens Miristicina (11,8) de 24h e cerca de
’ 22,4 ao fim de 48h
| Erva do: Verb Carvona (32,4); Cicso (;ngqlé)gehmlfpa
€prosos erbena Limoneno (18.9): Citral Sitophilus granarius L. -besouro do milho cerca de 17,7 a0 im | re3
“ one 0( ’ )) tra
ou “erva officinalis L (17,6) de 24h e cerca de
sagrada” ’ 8,8 ao fim de 48h
Cicso (mg/L) elimina
) Linalol (68,2); Pineno Pulgdo; Acaros cerca de 19,9 a0 fim | (3 5
Coentro Coriandrum (5,5); Terpineno (5,5) de 24h e cerca de
sativum L. 8,8 ao fim de 48h
Eugenol (79,0); Cis- Com uma
Cariofileno (12,6); a- Fungos do feijao maracujazeiro, tomateiro; Podridao do concentracao de LC
Cravo-da- Syzygium Humleno (2,04); colmo ou das raizes 50 (mp/L), € capaz | [
india Aromaticum Acetato de eugenila ’ de eliminar cerca de
(0,29) 0,025
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Tabela A2 (cont.) - Plantas aromdticas e seus respetivos componentes no combate a pragas

5 ;li‘;'l’":iag/& . Oleo Compostos quimicos Praga(s) Principais Ref.
comum essencial maioritarios (%) que combate resultados
1,8- Cineol; Pragas da raiz do milho:
Limoneno: Cigarrinha-das-raizes (Mahanarva fimbriolata); Coro-das-
pastagens (Diloboderus abderus); Coro-da-soja (Phyllophaga
Linalol: cuyabana); Coré-do-trigo (Phyllophaga triticophaga); Cupim-
de-monticulo (Cornitermes snyderi); Cupim-Subterraneo
Mentol: (Procornitermes triacifer); Cupim-Subterraneo
(Procornitermes striatus); Cupim-Subterraneo (Syntermes
Citronelal: molestus); Larva-alfinete (Diabrotica speciosa); Larva-angora
(Astylus variegatus); Larva-arame (Conoderus scalaris);
Citronelol: Pragas do colmo ou caule do milho:
Broca-do-colmo (Diatraea saccharalis); Lagarta-elasmo s.i. [70,71]
a-Pineno; (Elasmopalpus lignosellus); Lagarta-rosca (Agrotis ipsilon);
Percevejo-barriga-verde (Dichelops furcatus); Percevejo-
a- Terpineol ; barriga-verde (Dichelops melacanthus)
Pragas das folhas do milho:
Anetol; N : : N
) Cigarrinha-das-pastagens (Deois flavopicta); Cigarrinha-do-
Milho Zeamays L. ] milho (Dalbulus maidis); Curuqueré-dos-capinzais (Mocis
Citral; latipes); Formiga-cortadeira (Acromyrmex spp); Formiga-
cortadeira (Atta sexdens rubropilosa); Gafanhoto
Eugenol; (Rhammatocerus schistocercoides); Grilo-pardo (Anurogryllus
muticus); Lagarta-do-cartucho (Spodoptera frugiperda);
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Timol; Pulgado-do-milho (Rhopalosiphum maidis); Tripes

(Frankliniella williamsi)
Dissulfeto dialilico;

Pragas da espiga do milho:
B-Cariofileno;
Lagarta-da-espiga (Helicoverpa zea); Mosca-da-espiga

Geraniol; (Euxesta spp.); Percevejo-do-milho (Leptoglossus zonatus);

Fungos do campo (Fusarium, e Helminthosporium)
Terpenos
Pragas do milho armazenado:

Caruncho (Sitophilus spp); Traca (Sitotroga cerealella);

Fungos de armazenamento (Aspergillus e Penicillium)

s.i. : sem informacao

Cicso - Concentracao letal médio
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