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Resumo

O uso excessivo de pesticidas para a prote¢do de plantas e culturas agricolas tem despertado grande
preocupacao social, dado os seus possiveis efeitos a longo prazo na salde e no ambiente. Deste
modo, tem-se observado uma crescente procura por alternativas e estratégias de protecdo de origem
predominantemente natural. Diferentes plantas aromaticas sintetizam metabolitos secundarios
biodegradaveis com grande interesse econdémico, como os 6leos essenciais. Alguns 6leos essenciais
com propriedades caracteristicas de pesticidas tém sido considerados possiveis alternativas aos

pesticidas convencionais, como é o caso do 6leo essencial do poejo (Mentha pulegium L.).

Nesse sentido, este projeto consistiu no estudo da microencapsulacdo do 6leo essencial do
poejo e da sua possivel aplicagdo como pesticida. Comegou-se por extrair o 6leo essencial da planta,
recorrendo ao método de destilagdo e extracdo simultanea, obtendo-se um rendimento de extracdo
entre 0,2 e 1,3 %. A identificagcdo e quantificagdo dos compostos pulegona, mentona e geraniol —
presentes no dleo essencial, segundo a literatura — foi realizada recorrendo a técnica de
cromatografia gasosa com detetor de ionizacdo de chama, tendo sido necessario desenvolver um
método analitico e proceder a sua validagdo, recorrendo a parametros como linearidade,
sensibilidade, limiares analiticos e precisdo. Através da analise quantitativa dos extratos, verificou-se
a presenca maioritaria da pulegona, com um valor percentual entre 57 e 66 %. A mentona, um dos
compostos minoritarios do 6leo essencial, apresentou um valor percentual entre 1 e 4 %. Por outro

lado, ndo foi possivel detetar o geraniol.

Realizou-se, pelo método de mdltipla emulsdo com evaporacdo do solvente, a
microencapsula¢do da mistura dos padroes dos trés compostos de interesse e, posteriormente, do
extrato do poejo. Embora o rendimento de microencapsulagao do extrato tenha variado entre 64,3 e
75,2 %, obteve-se uma baixa eficiéncia de encapsulacgao, cerca de 3,1 % para a pulegona, pelo que se
pode concluir que o método devera ser melhorado. Ainda assim, o método de microencapsulagéo
utilizado permitiu a formagao de microparticulas com uma morfologia esférica e regular, e superficie
porosa, o que podera influenciar a cinética de libertacdo dos compostos. As microparticulas de

extrato apresentaram um tamanho médio de 15,7 pm.

A possivel aplicacdo das microparticulas como pesticida baseou-se numa analise preliminar da
libertacdo em agua dos compostos encapsulados. Os resultados ndo foram conclusivos, pelo que se

devem desenvolver novos estudos que otimizem a técnica de encapsulagdo e o estudo de libertagdo.

Palavras Chave: Mentha pulegium L. (poejo), 6leos essenciais, extragdo, cromatografia gasosa,

microencapsulacao, libertacdo controlada.
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Abstract

The widespread use of pesticides to protect plants and agricultural crops has raised global concerns
given its possible long-term effects on health and the environment. Therefore, there has been a
growing demand for nature-based alternatives and protection strategies. Several aromatic plants
synthesise biodegradable secondary metabolites of considerable economic interest such as essential
oils. Certain essential oils with pesticidal properties — pennyroyal’s (Mentha pulegium L.) being one

of them — have been deemed as potential alternatives to conventional pesticides.

Consequently, this research has focused on the study of the microencapsulation of the Mentha
pulegium L. essential oil and its potential application as a pesticide. Initially, the essential oil was
extracted from the plant using the simultaneous distillation-extraction method —the extraction yield
was found to be between 0,2 and 1,3 %. The identification and quantification of the pulegone,
menthone, and geraniol compounds — which, as documented in the literature, can be found in the
essential oil — was carried out using the gas chromatography with flame-ionisation detection
technique and an analytical method was developed and validated using multiple parameters —
linearity, sensitivity, analytical thresholds, and precision. Furthermore, a quantitative analysis of the
extracts revealed pulegone to be the most common compound — between 57 and 66 % — while
menthone had a percent composition of between 1 and 4 %. Conversely, geraniol could not be

detected.

The multiple emulsion solvent evaporation technique was used to perform the
microencapsulation of the analytical standards and, subsequently, the pennyroyal extract. Although
the yield of the extract microencapsulation varied between 64,3 and 75,2 %, the encapsulation
efficiency that was obtained was low — around 3,1 % for the pulegone compound — so it can be
concluded that the technique to be used should be further refined. However, the microencapsulation
method allowed for the formation of extract microparticles with a spherical and regular morphology
and a porous surface, which may influence the release kinetics of the compounds. The average

particle size of the extract microparticles was 15,7 um.

The potential use of the microparticles as a pesticide was based on a preliminary analysis of the
aqueous release of the encapsulated compounds. The results were not very conclusive, so further
research should be carried out in order to optimise the encapsulation technique and the release

study.

Keywords: Mentha pulegium L. (pennyroyal), essential oils, extraction, gas chromatography,

microencapsulation, controlled release.
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1 Introducao

O uso de pesticidas para a protecdo de plantas e culturas agricolas contra pragas tem-se tornado
indispensavel dadas as limitagdes de produtividade das colheitas e a escassez de recursos naturais.
Contudo, a presenca dos seus residuos nos solos, nos cursos de agua e nas colheitas resultantes do
seu uso excessivo e da sua reduzida biodegradabilidade tem causado preocupacdes. A sua elevada
toxicidade, o aparecimento de pestes resistentes e a acdo em organismos nao alvo constituem outras
consequéncias do uso desenfreado destas substancias. Neste sentido, os pesticidas convencionais
tém vindo a ser considerados uma ameaga a saude puUblica e aos ecossistemas. A crescente
preocupagdo com os possiveis efeitos a longo prazo na salide e no ambiente tem motivado o estudo
de novas estratégias e alternativas — em particular, produtos de origem bioldgica mais ecoldgicos e

sustentaveis (Ibrahim, 2019; Koul et al., 2008; Kumar et al., 2019).

Muitas plantas, para além de serem uma fonte de alimento, sintetizam e acumulam
metabolitos secundarios biodegradaveis com grande interesse econémico, como 6leos essenciais,
devido as diferentes atividades bioldgicas e propriedades fisico-quimicas que caracterizam os seus
constituintes bioativos. A sua utilizagdo em diversas indUstrias — alimentar, cosméticos, perfumaria,
farmacéutica, pesticidas — tem vindo a crescer significativamente nos ultimos anos, reforcando o seu
papel na melhoria da qualidade de vida e de bem-estar (Asbahani et al., 2015; Raileanu et al., 2013;

Sangwan et al., 2001).

Alguns 6leos essenciais com propriedades caracteristicas de pesticidas tém sido considerados
como possiveis alternativas aos pesticidas convencionais. Embora a sua aplicacdo direta seja
altamente condicionada pela sua instabilidade, volatilidade, potencial de toxicidade e pelas
condi¢Ges ambientais, uma possivel solu¢do para este problema passa pela sua incorporagdo em

formulagdes com libertacao controlada (Maes et al., 2019).

Segundo a literatura, diferentes formulagdes de pesticidas tém vindo a ser desenvolvidas como
alternativa aos pesticidas convencionais, prometendo uma maior eficacia, uma libertagdo mais
controlada, uma redugdo nos impactos na satde e no ambiente, e um aumento na produtividade e
rendimento das colheitas (Ibrahim, 2019). Desta forma, novas formula¢des com base em odleos

essenciais podem vir a representar uma nova categoria de biopesticidas.
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1.1 Enquadramento e Apresentacao do Projeto

O foco no aumento de produgdo e qualidade de produtos a nivel agroindustrial e a procura por
produtos naturais alternativos aos pesticidas sintéticos convencionais tem levado ao estudo de
diferentes oleos essenciais com propriedades semelhantes. Algumas caracteristicas destas
substancias permitem a sua utilizacdo como material de defesa e de prote¢do de colheitas e,
portanto, como possivel alternativa aos pesticidas convencionais (Koul et al., 2008; Sangwan et al.,

2001).

A planta aromatica Mentha pulegium da familia Lamiaceae, oriunda da América e
predominante em multiplas regides do globo — Europa, Norte de Africa e Médio Oriente —, tem vindo
a despertar interesse em diversas areas. Mais comummente denominada de poejo, caracteriza-se
pelo seu aroma a menta e cresce em locais hiimidos perto de dgua (Domingues & Santos, 2019). Para
além das suas propriedades antibacterianas, antioxidantes e antimicrobianas, apresenta
propriedades aromaticas e odoriferas potencialmente interessantes para outras industrias

(Domingues & Santos, 2019; Khayyat & Roselin, 2018).

Embora o estudo de formulagdes de libertagao controlada a partir da microencapsulagao do
6leo essencial de M. pulegium ndo tenha sido desenvolvido com muita profundidade, a sua

encapsulacdo em células de levedura ja foi estudada (Kavetsou et al., 2019).

Este projeto teve como objetivo o desenvolvimento de uma formulagdo do dleo essencial de
Mentha pulegium L. com propriedades caracteristicas de pesticidas. Inicialmente, comecou-se por
extrair o 6leo essencial da planta recorrendo ao método de destilacdo e extragdo simultanea (DES).
Apds a obtencgdo dos extratos, foi realizada a quantificacdo dos seus principais componentes

recorrendo a técnica de cromatografia gasosa com detetor de ionizagdo de chama (CG-DIC).

Através da técnica de microencapsulagdo, recorrendo ao método de multipla emulsdo com
evaporacao do solvente, o extrato foi encapsulado. A eficiéncia de microencapsulagao, distribuicao
do tamanho de particulas e morfologia foram determinadas. Para se estudar a possivel aplicagdo de
microparticulas como biopesticida foi realizado um estudo preliminar de libertagdo controlada em

agua dos compostos encapsulados.
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1.2 Organizagao da Tese

Este trabalho de dissertacdo encontra-se dividido em seis capitulos. No primeiro capitulo,
correspondente a introducao, é apresentado, de uma forma geral, o problema atual em torno do uso
de pesticidas sintéticos e a crescente procura por alternativas mais ecoldgicas. No segundo capitulo
faz-se uma breve exposicdo do conceito e das propriedades dos dleos essenciais, pesticidas e da
planta em estudo, bem como uma explicacdo mais detalhada da tecnologia de libertag¢ao controlada
e dos métodos e técnicas utilizadas ao longo do projeto. No terceiro capitulo encontram-se descritos
os materiais e equipamentos utilizados e os procedimentos e passos realizados. No quarto capitulo
sdo apresentados e discutidos os resultados obtidos, e ainda analisados possiveis problemas e
dificuldades observadas na execucdo do trabalho. No quinto capitulo encontram-se os principais
resultados obtidos e as conclusGes a retirar do projeto. Por fim, no sexto capitulo, faz-se uma
avaliagdo do trabalho realizado, destacando os objetivos cumpridos, as limitagcGes e os possiveis

trabalhos futuros.
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2 Contexto e Estado da Arte

2.1 Oleos Essenciais

Apesar de os 6leos essenciais constituirem uma das classes de substancias mais antigas, apenas nos
altimos anos tém registado uma maior procura. Até a data, foram identificados 3000 dleos essenciais,
sendo que cerca de 300 sdo utilizados na industria da perfumaria, constituindo os componentes

basicos da aromaterapia (Bhavaniramya et al., 2019; Dima & Dima, 2015; Khayyat & Roselin, 2018).

Os 6leos essenciais, também designados por 6leos etéreos ou dleos volateis, consistem em
misturas de metabolitos secundarios provenientes de plantas aromaticas. Encontram-se
armazenados em glandulas secretoras presentes em diferentes drgaos das plantas, sendo protegidos
de fatores externos, e sdo geralmente incolores e apresentam um odor caracteristico. Apesar do seu
papel bioldgico ainda ndo estar bem definido, auxiliam a planta no controlo e regulagdo do seu meio
e assumem um papel como mecanismo de defesa e de comunicagao (Asbahani et al., 2015;

Bhavaniramya et al., 2019; Kavetsou et al., 2019).

A sua baixa estabilidade é resultado de diferentes fatores internos e externos que levam a
ocorréncia de diferentes reagdes quimicas. A presenca de oxigénio durante o seu armazenamento
pode levar a sua oxidagdo, e a exposi¢do a luz pode provocar mudangas consideraveis na sua
composicdo e estrutura (Asbahani et al., 2015; Khayyat & Roselin, 2018). Para além disso, a sua
volatilidade e sensibilidade a exposicdo solar e ao calor diminuem a sua eficacia, levando a
problemas na sua formulagdo e armazenamento. Por esta razdo, o combate a sua rapida degradagao

e 0 aumento do seu periodo de bioatividade tém vindo a ser estudados (Kavetsou et al., 2019).

Apresentam uma natureza hidrofdobica e sdo considerados lipofilicos. A sua densidade é
geralmente inferior a da dgua e sdo sollveis em diferentes solventes organicos, como alcool, éter e
6leos ndo volateis de origem vegetal ou animal. Devido a sua natureza hidrofébica, os dleos
essenciais desempenham um papel importante na atividade antimicrobiana. Deslocam-se ao longo
dos lipidos das membranas das células de bactérias, rompendo as paredes celulares, o que causa a
libertacdo de iGes e outros materiais celulares, promovendo a lise celular. Alguns 6leos essenciais sdo
também caracterizados pelas suas propriedades antibacterianas, antioxidantes e biocidas (Asbahani

etal., 2015; Bhavaniramya et al., 2019; Kumar et al., 2019).

As propriedades e composicdo quimica destas substancias dependem das condicdes de
crescimento da planta, das praticas de colheita e do 6rgdo da planta de onde sdo extraidas. Por esta

razdo, para plantas da mesma espécie, podem ser extraidos Oleos essenciais com diferentes
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quimiotipos, resultado da sua adaptagdo. A complexidade da sua composi¢do quimica e a existéncia
de diferentes quimiotipos permitem a aplicacdo dos 6leos essenciais em diferentes areas (Maes et al.,

2019; Manion & Widder, 2017).

S3o constituidos por uma mistura complexa de compostos volateis, principalmente terpenos
e terpendides. Os terpenos dividem-se em monoterpenos, que representam mais de 80 % da
composicdo dos Oleos essenciais, e sesquiterpenos. Os terpendides, também designados de
isoprendides, consistem em derivados oxigenados dos terpenos, como alcoois, aldeidos, cetonas,
acidos, fendis, éteres e ésteres (Asbahani et al., 2015; Bhavaniramya et al., 2019). Os terpenos sdo os
metabolitos secundarios mais importantes dos produtos naturais e podem ser utilizados no combate
a doencas ou como inseticidas. A principal estrutura dos terpenos é o isopreno, representado pela
formula estrutural (CsHg),, onde n representa o niumero de unidades de isopreno ligadas. A
classificacdo dos terpenos baseia-se no nimero de unidades de isopreno, sendo que os
monoterpenos consistem em dois isoprenos e sdo representados pela formula molecular CioHie. Os
sesquiterpenos contém trés unidades de isopropeno e sdo representados pela formula molecular

CisHz4 (Asbahani et al., 2015; Khayyat & Roselin, 2018).

O desenvolvimento de novas aplica¢Ges de dleos essenciais depende essencialmente do seu
quimiotipo e da sua composi¢do quimica. A procura por produtos alternativos mais naturais e sem a
adigdo de qualquer tipo de aditivo ou conservante tem levado a investigacdo de novos compostos
ativos com propriedades antimicrobianas e antioxidantes de fontes naturais. Segundo a literatura,
diferentes dleos essenciais provenientes de plantas de familias como Asteraceae, Myrtaceae,
Apiaceae, Lamiaceae e Rutaceae sao eficazes no combate a pestes (Ibrahim, 2019). Neste projeto foi
realizado o estudo da possivel aplicacdo dos extratos da planta Mentha pulegium L. como pesticida.
Para isso, os extratos foram encapsulados e realizou-se um estudo de libertacdo controlada em agua

dos compostos retidos.

2.1.1 Poejo (Mentha pulegiumL.)

Estudos realizados sobre plantas do género Mentha, incluindo a espécie Mentha pulegium L.,
demonstraram a sua atividade inseticida e repelente contra diferentes pestes alimentares
(Heydarzade et al., 2019). Comparativamente a outros 6leos essenciais, o 6leo de M. pulegium
apresenta um espetro de atividade biocida mais largo, sendo capaz de atuar sobre uma maior

variedade de espécies (M. Domingues & Santos, 2019).

Tradicionalmente, partes da planta poejo e o seu 6leo essencial tém sido utilizados em

medicina, cosmética, aromaterapia e gastronomia, dadas as suas propriedades antissépticas,
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antioxidantes, anti-inflamatérias, antimicrobianas, analgésicas e pesticidas. O seu aroma
caracteristico possibilita a sua utilizacdo na industria alimentar e de bebidas, e a sua fragancia em

areas como as terapias alternativas (M. Domingues & Santos, 2019; Teixeira et al., 2012).

A regido de cultivo da planta e as suas condic¢des influenciam os tipos de constituintes
presentes no Oleo essencial. A planta de poejo é cultivada essencialmente como planta de
condimento e as suas folhas sdo ricas em mentol aromatico (Abdelli et al., 2016). As suas propriedades
antibacterianas, antioxidantes e antimicrobianas resultam da presenca de varios monoterpenos
oxigenados, como a pulegona e a mentona, na sua composi¢ao (Ahmed et al., 2018; Kavetsou et al.,

2019).

De acordo com a literatura, através de analises cromatograficas do 6leo essencial, foram
detetados 22 componentes para esta espécie, que totalizam cerca de 98,88 % do 6leo. Sendo
constituido principalmente por cetonas como a pulegona e a mentona, apresenta uma composi¢ao
relativamente simples (Sarikurkcu et al., 2012). Por outro lado, compostos como geraniol, piperitona,
mentol, 6xido de piperitona, entre outros, encontram-se em menor quantidade. Trés tipos de
quimiotipos foram estabelecidos para este dleo essencial — pulegona, piperitenona/piperitona e
isomentona/neoisomentol —, sendo o primeiro o mais abundante (Domingues & Santos, 2019). Na
Tabela 1 encontram-se descritas algumas propriedades fisico-quimicas dos principais compostos

presentes no dleo essencial do poejo estudados neste projeto.
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Composto
Nimero CAS
Férmula Quimica

Pulegona
89-82-7
C10H160

Mentona
14073-97-3
C10H1s0

Geraniol
106-24-1
Ci10Hi1s0

Tabela 1. Propriedades fisico-quimicas de alguns compostos do dleo essencial de Mentha pulegium L.

Estrutura Quimica

152,23

154,25

> 154,25
)\/\)"“\-/\OH

Massa Molar
(g/mol)

Ponto de
ebuli¢ao (°C)

224

207

228

Ponto de
fusdo (°C)

<25

6,0

-15

Log Koa

3,08

3,05

3,56

Solubilidade em

2 R Solubilidade em Pressao de vapor a
aguaa25°C solventes organicos 25 °C (mmHg)
(mg/L)
276 Miscivel com alcool, éter 0,123

etilico, cloroférmio

Solavel em éter etilico,
688 acetona, acido acético e 0,28
ligeiramente em agua

Soldvel em etanol, éter

100 "e L.
etilico, acetona, cloroférmio

0,03
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2.2 Pesticidas

Os pesticidas sdo constituidos por substancias capazes de erradicar e repelir pragas e desempenham
um papel importante na produtividade das colheitas. De origem sintética ou natural, podem ser
classificados com base no organismo alvo — inseticidas, herbicidas, fungicidas, entre outros —, na
suafuncado — desfoliantes, dessecantes, fumegantes e reguladores de crescimento — ou no seu modo

de acao (Singh et al., 2019).

A preocupagdo com o uso excessivo de pesticidas sintéticos, os seus problemas associados e
as possiveis consequéncias a longo prazo tém levado a procura de novas alternativas mais
ecoldgicas. De forma areduzira dosagem de ingredientes ativos e a perda de pesticidas por lixiviagao,
volatilizacdo e degradacao, tém surgido novas formulacoes de pesticidas. A producdo destas novas
formulagcdes é complexa, sendo necessario estudar o seu desenvolvimento, formas de
armazenamento e a sua interagdo com as plantas, animais, solo, ar e agua, podendo ser classificadas
como solugdes aquosas, concentrados, p6s molhaveis, de libertagdo controlada, entre outros. A sua
formulagdo como sistemas liquidos, sélidos ou como sistemas de libertagdo controlada depende das
suas propriedades fisico-quimicas e bioldgicas, do seu modo de acado, do tipo de colheita, do tipo de
aplicacdo e da sua toxicidade em mamiferos. ConsideracGes a nivel econdmico, seguranca e eficacia

também devem ser analisadas (Markus, 2006; Moretti et al., 2002; Sopefia et al., 2009)

Nos pesticidas convencionais a concentracdo aplicada inicialmente é muito elevada,
possivelmente téxica, decrescendo rapidamente para niveis baixos e ineficientes, o que implica uma
reaplicacdo frequente. (Roy et al., 2014; Sopeiia et al., 2009). Através do desenvolvimento de
formulagGes de pesticidas é possivel controlar a eficacia e o modo de aplicagdo, bem como prolongar
o efeito do ingrediente ativo no ambiente (Kumar et al., 2019). O perfil de libertagcao destas
formulagGes é lento, sendo que pequenas quantidades de pesticida sdo utilizadas de forma mais
eficaz durante um determinado intervalo de tempo. Deste modo, a probabilidade de degradacao,
lixiviagdo ou evaporacdo no ambiente do ingrediente ativo — alguns dos principais obstaculos

observados nos pesticidas convencionais — diminui (Markus, 2006).

Para além dos pesticidas de origem natural ja desenvolvidos, o estudo da aplicagdo de dleos
essenciais como pesticidas bioldgicos na procura de alternativas mais seletivas, eficazes e menos
prejudiciais para o ambiente tem vindo a ser desenvolvido. Estes compostos bioativos sdo capazes
de atuar como reguladores de crescimento e como repelentes e, dada a sua composicao complexa, o
desenvolvimento de resisténcia a estas substancias sera dificil. Apesar dos estudos ja realizados, sdo

poucos os produtos presentes no mercado para controlo de pragas baseados em 6leos essenciais.
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Devido a sua volatilidade, os 6leos essenciais apresentam uma fraca persisténcia, sendo necessario
reaplicacdo frequente (Koul et al., 2008). A sua incorporacao em formulacdes pode vir a solucionar
problemas associados a sua volatilidade, baixa solubilidade e instabilidade (Domingues & Santos,

2019)

Reduzir a concentracdo do ingrediente ativo é imperativo para se ultrapassar a toxicidade em
organismos ndo alvo e o risco de contaminagdes (Kumar et al., 2019). Com o objetivo de diminuir a
sua dosagem, mas aumentar a sua eficacia e modo de acdo, surge a técnica de microencapsulagéo,
que permite controlar a cinética de libertacdo do ingrediente ativo e multiplas propriedades —
seletividade, estabilidade, solubilidade e permeabilidade. Para além disso, diminui a degradacdo dos
ingredientes ativos na presenca de condi¢cGes ambientais menos favoraveis. Comparativamente aos
pesticidas convencionais, estas formulagdes apresentam uma maior eficacia contra os organismos

alvo e uma menor necessidade de reaplicagdo (Ibrahim, 2019; Kumar et al., 2019).

Uma vez que os dleos essenciais sdo misturas complexas de compostos, cada um com as suas
caracteristicas, é necessario controlar o perfil de libertagdo destas formulacGes. A libertagdo deve ser
lenta, controlada, continua e deve ter em atencdo o limiar ideal no ambiente. Depende das
propriedades e caracteristicas fisico-quimicas do polimero e do ingrediente ativo, bem como das
condig¢bes do meio de libertagdo. A taxa minima de libertacdo deve ser determinada pela eficiéncia
doingrediente ativo, enquanto que a maxima pela sua escala de toxicidade. Inicialmente, a libertagdo
é rapida até atingir uma concentracdo entre os valores de eficiéncia do ingrediente ativo e a sua
toxicidade, seguindo-se uma libertagdao constante e prolongada (Figura 1). A sua libertacao pode

ocorrer por difusao simples, erosdao da matriz ou por acao de fatores externos (Maes et al., 2019).
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Figura 1. Perfil de libertagdo controlada de um biopesticida (Maes et al., 2019)

Antes de qualquer aplicacdo, devem ser realizados estudos que avaliem o impacto dos 6leos

essenciais e das matrizes em organismos nao alvo, a acumulagdo de produtos indesejados, a
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decomposigao dos produtos e a persisténcia no ambiente (Maes et al., 2019). Os custos associados as
avaliacOes toxicoldgicas e ambientais, a disponibilidade limitada de material vegetal, a dificuldade
na padronizacdo dos produtos devido aos diferentes quimiotipos e a aprovagdo regulatoria

representam alguns dos obstaculos ao desenvolvimento destas novas formulagdes (Koul et al., 2008).

2.2.1 Libertagao controlada

A percentagem de pesticida aplicado que acaba por atingir as pestes alvo é bastante reduzida — dado
que grande parte é perdida por volatilizagdo e lixiviagdo — pelo que a tecnologia de libertagdo
controlada veio revolucionar esta industria. Inicialmente desenvolvida pela inddstria farmacéutica,
apenas mais tarde foi descoberta pela indUstria dos pesticidas com o objetivo de melhorar a protecéo
das colheitas e, a0 mesmo tempo, diminuir a quantidade de ingrediente ativo e o nimero de

aplicacOes (Muro-Sufié et al., 2005).

Nos sistemas de libertagdo controlada, um ingrediente ativo é encapsulado ou incorporado
dentro de uma membrana polimérica, pelo que a sua solubilidade no polimero e difusividade pela
membrana sdo parametros importantes (Muro-Suiié et al., 2005). A libertagdo controlada consiste na
transferéncia do ingrediente ativo desde um reservatério até uma superficie alvo, a um determinado
nivel de concentragdo, durante um determinado periodo. A sua eficacia é observada pela repeléncia
de organismos ou através de mecanismos de intoxicacdo cronica. Para este efeito, as formulagGes
devem permitir a libertacao de uma dosagem adequada para o controlo de pestes durante um

periodo efetivo (Cardarelli, 1976).

O transporte do ingrediente ativo desde a sua posicdo inicial até ao exterior da matriz e a sua
libertacao controlada para o meio ambiente sao resultado de diferentes mecanismos de transporte.
A libertagdo pode ocorrer através da difusdo do pesticida pelos poros ocupados por agua, como
resultado da pressdo osmotica, como resposta a estimulos ou como consequéncia da degradacédo ou
erosdo do polimero (Singh et al., 2019). Pode, também, ser estudada através da analise da atividade
bioldgica da microcapsula, pela observacdo do efeito no crescimento de bactérias, ou através da
quantificacdo por cromatografia gasosa do ingrediente ativo libertado durante um determinado
periodo. A analise da atividade bioldgica pode ser realizada em espaco aberto ou fechado, sendo que
em espaco aberto é possivel observar a eficacia em condicGes reais. Por outro lado, fatores como
temperatura, humidade, pH e concentracdo de compostos podem afetar os resultados obtidos,

condicionando a comparacao entre diferentes estudos de libertacao (Maes et al., 2019).

A libertagdo do pesticida por difusdo depende da espessura e estrutura porosa da matriz de

revestimento, da solubilidade em agua e das condi¢des ambiente. No caso de sistemas esféricos, o
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ingrediente ativo encontra-se distribuido uniformemente e comeca por ser libertado em grande
quantidade, seguido de uma diminuicdo na taxa de libertacao devido ao aumento da distancia a
percorrer até a superficie (Markus, 2006). Assim, em formulagGes de pesticidas com matrizes
poliméricas, os primeiros 60 % do perfil de libertagdo do ingrediente podem ser explicados pelo

modelo de Ritger-Peppas, baseado na Lei da Poténcia através da equacdo
(1.1)

onde M corresponde a quantidade de ingrediente ativo libertado no tempo t, M« corresponde a
quantidade de ingrediente ativo encapsulado, K é uma constante que incorpora caracteristicas
estruturais e geométricas do sistema e n corresponde ao expoente de libertagdo indicativo do
mecanismo de libertagdo. No caso de sistemas esféricos controlados por intumescimento, para n =
0,43 o sistema segue o mecanismo de difusdo Fickiano, para 0,43 < n < 0,85 segue um transporte
andmalo ndo-Fickiano e para n = 0,85 segue um transporte caso Il. Para sistemas esféricos ndo
controlados por intumescimento, para n = 0,43 o sistema segue o mecanismo de difusao Fickiano,
para 0,43 <n<1segue um transporte andmalo nao-Fickiano e para n = 1 segue uma cinética de ordem
zero (Ritger & Peppas, 1987a, 1987b; Sittipummongkol & Pechyen, 2018). Na Tabela 2 estao descritos
alguns estudos de libertagdo de pesticidas ou 6leos essenciais com caracteristicas de pesticidas

incorporados em microcapsulas.

Tabela 2. Estudos de libertagdo em microcdpsulas de pesticidas

Ingrediente ativo

Oleo de Neem

Alacloro

Metomil

Norflurazon

Benzoato de etilo

Atrazina

Matriz de revestimento

Alcool polivinilico, goma
arabica, proteina do soro do
leite/maltodextrina

Etilcelulose

Carboximetilquitosana

Etilcelulose

Etilcelulose, acetato butirato
de celulose

Etilcelulose

Meio de libertacao

Saco de dialise; amostra imersa
numa solucao de 0,1 % Tween 80
em agua desionizada

Agua desionizada a 25 °C com
agitacdo a 50 rpm

Saco de dialise; solugdo tampéo
fosfato

Agua desionizada a 25 °C com
agitacdo a 50 rpm

Agua desionizada a 25 °C e pH 5,5
a300rpm

Agua a 25 °C com agitacdo a 120
rpm

Referéncias

(Sittipummongkol &
Pechyen, 2018)

(Sopefia et al., 2007)

(Sunetal., 2014)

(Pérez-Martinez et al., 2001)

(El Bahri & Taverdet, 2007)

(Ceaetal., 2010)
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2.3 Extracdo de Oleos Essenciais

Os 6leos essenciais sdo geralmente isolados de uma fase aquosa através de processos fisicos, ndo
ocorrendo qualquer alteracdo significativa na sua composicdo quimica. Para a sua extracdo podem
ser utilizadas técnicas com base na solubilidade ou na volatilidade dos compostos. Nas técnicas onde
se considera a solubilidade, como extragdo por Soxhlet, extracado liquido-liquido, extracdo com fluido
supercritico e extracdo em fase sdlida, existe um contacto direto entre a amostra e o
solvente/adsorvente, podendo ocorrer a co-extragdo de compostos pesados. Nas técnicas
envolvendo a volatilidade dos compostos, como destilagdo a vapor e por headspace, por vezes sao
obtidos grandes volumes de dgua com baixa concentracdo de volateis ou apenas a fragdo mais volatil.
Técnicas como a destilacdo e extracdo simultanea (DES) baseiam-se tanto na solubilidade como na

volatilidade dos compostos (Chaintreau, 2001).

A extracdo de dleos essenciais de plantas pode ser realizada recorrendo a métodos mais
classicos e convencionais ou através de métodos mais inovadores e eficientes. Para a escolha do
método de extracdo mais adequado é necessario ter em atengao a natureza hidrofébica e volatil dos
compostos a extrair (Asbahani et al., 2015). Entre os métodos classicos, encontram-se os métodos
mais simples e antigos como hidrodestilagao, destilacao a vapor, extracao por solvente, enfleurage,
prensagem a frio, entre outros (Dima & Dima, 2015; Khayyat & Roselin, 2018). Apesar da sua
simplicidade, apresentam algumas desvantagens — longo tempo de extracdo, possiveis perdas ou
alteracGes quimicas das moléculas terpénicas devido ao contacto prolongado com agua quente, co-
extracdo de matéria ndo volatil, e sobreaquecimento com perda de moléculas polares na remocgao de
agua. Contudo, a nivel industrial, ainda sdo muito utilizados devido a simplicidade das instalacGes, a

facilidade de implementacdo do método e a sua seletividade (Asbahani et al., 2015).

Com a necessidade de obter extratos de melhor qualidade, reduzir o consumo de energia e o
numero de unidades de operacdo, e diminuir a emissdo de CO, e formacdo de co-extratos
indesejaveis, surgiram métodos mais inovadores, de onde se destacam a extragdo com fluido
supercritico (EFSC), extracdo assistida por ultrassom (EAU), extracdo assistida por micro-ondas sem

solvente (EMSS), entre outros (Dima & Dima, 2015; Khayyat & Roselin, 2018).

Para a extracgdo dos 6leos essenciais de Mentha pulegium L., a hidrodestilagdo em aparelho de
Clevenger continua a ser o método mais utilizado. No entanto, métodos como destilagdo e extracao
simulténea, destilacdo a vapor e hidrodestilagdo assistida por micro-ondas também sdo utilizados
(Domingues & Santos, 2019). Neste estudo, para a extracdo do dleo essencial da espécie Mentha

pulegium L. foi utilizada a técnica de destilagdo e extracdo simultanea, motivado pela disponibilidade
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do equipamento, pelo facto de o método nao ter sido estudado a nivel pratico no decorrer do curso

e, também, dadas as vantagens proporcionadas relativamente a outros métodos.

2.3.1 Destilacdo e extracao simultanea

Atécnica de destilacdo e extragdo simultanea (DES) surgiu com base na solubilidade e volatilidade de
compostos. Em 1964, Likens e Nickerson criaram um aparelho, esquematizado na Figura 2, capaz de
concentrar e isolar os compostos de uma amostra num Unico passo, diminuindo o tempo de
operacdo e o volume de liquidos devido a sua reciclagem continua (Chaintreau, 2001; Likens &
Nickerson, 1964; S. Teixeira et al., 2007). Este sistema fechado impede a perda de compostos volateis
e permite a obtengao de altos rendimentos sem que ocorra qualquer degradagao da amostra (Pollien

& Chaintreau, 1997).
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Figura 2. Esquema do equipamento utilizado na técnica DES (Chaintreau, 2001)

Atécnica DES combina a destilacdo a vapor com a extragao liquido-liquido continua utilizando
um solvente imiscivel em agua. Baseia-se nas diferencas de volatilidade e polaridade dos
componentes presentes na matriz, e pode ser realizada em condic¢Ges de pressdo atmosférica e a
temperatura ambiente. A escolha do solvente e tempo de extragdo influenciam a seletividade da
técnica e os compostos extraidos, embora as temperaturas elevadas e o longo tempo de extracdo

possam levar a perda de compostos de menor peso molecular. Por esta razdo, apenas sdo extraidos
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compostos com maior peso molecular e baixa volatilidade (Chaintreau, 2001; Pollien & Chaintreau,

1997).

O processo de destilagdo, no qual os compostos volateis ascendem por um dos bracos do
aparelho, teminicio quando a fase aquosa, onde se encontra a amostra, comeca a entrar em ebuli¢do.
Simultaneamente, a destilacdo da fase organica, onde se encontra o solvente de extracdo, tem inicio
e os seus vapores ascendem pelo outro brago. Os vapores das duas fases condensam quando atingem
uma regido arrefecida e o processo de extracao inicia-se entre os dois filmes liquidos na superficie do
condensador. As fases aquosa e organica sao recolhidas e separadas facilmente por decantacao
devido a imiscibilidade dos dleos essenciais com a agua, voltando aos balGes respetivos (Chaintreau,

2001).

Apesar de todas as técnicas desenvolvidas até a data, segundo Chaintreau, a técnica de
destilagdo e extracdo simultdnea continua a ser a mais eficiente na recuperacao de compostos

volateis de uma matriz (Chaintreau, 2001).

2.4 Microencapsulacdo de Oleos Essenciais

Na técnica de microencapsulagdo, o ingrediente ativo é envolvido e retido no interior de uma matriz
de revestimento, melhorando a sua eficacia e estabilidade, aumentando o seu tempo de retencao e
permitindo o controlo da sua libertacao (Ibrahim, 2019; Maes et al., 2019). A encapsulagdo impede a
evaporacdo ou degradacdo dos compostos em situacGes favoraveis a oxidacdo e volatilizagao,
aumenta a durabilidade de um determinado produto e facilita o seu manuseio, possibilitando a sua

aplicacdo em varias industrias (Domingues & Santos, 2019; Kumar et al., 2019).

Em muitas situacdes, a configuragao sélida de 6leos essenciais é mais conveniente, pelo que a
sua incorporagdo em microcapsulas pode ser vista como uma solugdo. Apesar das possiveis perdas
de compostos durante a sua encapsulagdo, esta técnica permite a protecdo dos dleos essenciais
contra fatores externos que comprometem a sua atividade bioldgica e melhora a eficacia, seguranca

e conveniéncia do produto (Asbahani et al., 2015; Martins et al., 2014; Raileanu et al., 2013).

As microparticulas podem ser consideradas microcapsulas ou microesferas (Figura 3). Uma
microcapsula divide-se essencialmente num ndcleo, onde se encontra o ingrediente ativo, e numa
matriz de revestimento que atua como parede de protecao ao meio exterior. As microesferas sao
descritas como um sistema matriz, onde o ingrediente ativo se encontra disperso e/ou dissolvido na

matriz (Martins et al., 2014).
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Microcapsula Microesfera

Figura 3. Esquema representativo de microparticulas do tipo microcdpsula e microesfera

A matriz de revestimento utilizada depende das propriedades do ingrediente ativo e das
caracteristicas e aplicacdo final das microparticulas. A matriz deve proteger o ingrediente ativo das
condicoes ambientais adversas e controlar o seu mecanismo de libertagdao para o meio exterior. Deve
ainda ser resistente, estavel, permeavel e os produtos da sua degradagdo devem ser biodegradaveis

(Sopefia et al., 2009).

Os materiais poliméricos sdo os mais utilizados na encapsulagao de éleos essenciais e podem
ser de origem natural, semi-sintéticos ou sintéticos (Tabela 3) (Kumar et al., 2019; Maes et al., 2019;

Singh et al., 2019; Sopeiia et al., 2009).

A selecdo do polimero mais adequado é um processo complexo e demorado. Neste projeto
utilizou-se a etilcelulose como matriz de revestimento — um polimero hidrofébico, ndo-intumescente
e soluvel em solventes organicos como acetona, isopropanol, etanol e diclorometano. Apesar de ndo
ser biodegradavel, é biocompativel, ndo-tdxico e ndo-irritante, sendo que a sua porosidade e
compacidade desempenham um papel importante na libertagao de compostos (Murtaza, 2012). Tem
sido utilizada na preparagdo de formulagdes de diferentes herbicidas pela técnica de
microencapsulacdo, dada a sua estabilidade em contacto com oxigénio, calor e luz (Paulo & Santos,

2018; Sopefa et al., 2007).
Tabela 3. Exemplos de materiais poliméricos utilizados como matriz de revestimento
Naturais Amido, polissacarideos (celulose, quitosano, alginato, quitina, dextrano), proteinas (caseina,
gelatina, albumina), materiais lipofilicos (borrachas e ceras), goma arabica, goma xantana,

ciclodextrina

Sintéticos Alcool polivinilico, polilactato, poliaminas, 4cidos do tipo poliamida, poliacrilamido, acido
polilatico (APA), copolimeros de acidos laticos e glicdlicos, poli(acido latico-co-glicdlico) (PALG)

Semi-sintéticos Etilcelulose, acetato butirato, hidroxipropilcelulose, polihidroxibutirato

Atécnica de microencapsulagdo pode ser realizada recorrendo a processos quimicos ou fisicos
(fisico-quimicos ou fisico-mecanicos), dependendo da aplicagdo final das microparticulas, das

propriedades fisico-quimicas do ingrediente ativo e do material de revestimento, e das condi¢Ges de

Contexto e Estado da Arte 16



Estudos preliminares da microencapsulagdo de extratos do poejo (Mentha pulegium L.)

encapsulacdo e de armazenamento. De entre as diferentes técnicas — emulsificagdo com evaporagdo
de solvente, cristalizagdo, polimerizagao, nanoprecipitacado, coacervacao, spray-drying, entre outros
—, 0 método de coacervagdo é o mais utilizado na encapsulacdo de dleos essenciais (Martins et al.,

2014; Mishra, 2016; Singh et al., 2019).

Relativamente a aplicacdo da técnica de microencapsulacdo para o desenvolvimento de
pesticidas bioldgicos, tém vindo a ser desenvolvidos diferentes micro emulsdes de 6leo em agua
como sistemas de distribuicdo de pesticidas, de maneira a reduzir o uso de solventes organicos e a
dosagem de ingrediente ativo (Koul et al., 2008). As microparticulas dos compostos volateis presentes
nos extratos de Mentha pulegium L. foram preparadas utilizando a técnica de maltipla emulsdo com
evaporacao de solvente, que surgiu como uma oportunidade de aprender uma nova técnica pouco

explorada ao longo do curso.

2.4.1 Mdltipla emulsdo com evaporagao do solvente

Uma emulsdo consiste num sistema instavel composto por duas ou mais fases liquidas imisciveis,
que se dispersam entre si. A estabilidade do sistema depende de forgas fisicas e interagdes quimicas
e pode ser melhorada através do aumento de repulsdo entre a fase dispersa e a fase dispersante (Ben
Jemaaetal., 2016). As forgas fisicas reduzem o tamanho das goticulas da fase dispersa, enquanto que
as interagdes quimicas entre os diferentes compostos do meio interferem de forma a impedir a
coalescéncia das particulas. A adigdo de um surfactante diminui a tensdo superficial entre duas fases
imisciveis e, consequentemente, aumenta a sua estabilidade. A emulsificacdo fisica é um dos passos
mais cruciais no processo de microencapsulagdo, uma vez que afeta a qualidade da emulsao final

(Ben Jemaa et al., 2016).

Uma emulsdo com duas fases pode ser considerada éleo em dgua ou agua em 6leo. Quando o
6leo se encontra disperso na fase aquosa, a emulsdo é considerada 6leo em agua (o/w), sendo
considerada agua em 6leo (w/0) caso o contrario se aplique. O interesse nas multiplas emulsdes tem
vindo a aumentar, sendo que emulsdes w/o ou o/w sdo dispersas noutro liquido imiscivel. Embora as
multiplas emulsGes melhorem o transporte e a protecdo de ingredientes bioativos hidrofilicos e
hidrofébicos, apresentam algumas limitagdes devido a sua estrutura complexa e instabilidade
termodindmica (Ben Jemaa et al., 2016). Em emulsGes agua em 6leo em agua (w/o/w), o ingrediente
ativo é dissolvido na fase aquosa interna e, de seguida, disperso na fase organica onde se encontra o
material de revestimento, formando uma primeira emulsdo. A primeira emulsdo é novamente
emulsificada numa fase aquosa externa contendo um surfactante hidrofilico, formando uma segunda

emulsdo. Apods evaporacdo do solvente, as microparticulas estdo formadas (Paulo & Santos, 2018).
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3 Materiais e Métodos

3.1 Materiais

3.1.1 Material vegetal e reagentes

Todas as plantas utilizadas na extragao foram obtidas do viveiro de plantas Horto da Boavista,
localizado na cidade do Porto, tendo sido recolhidas apenas as partes aéreas frescas e em bom

estado.

Na Tabela 4 encontram-se descritos os padrdes analiticos e solventes utilizados no estudo da
composicao do extrato da planta Mentha pulegium L. O geraniol, apesar de ser um dos compostos
minoritarios, foi utilizado no projeto devido a sua disponibilidade no laboratério. A escolha dos
solventes utilizados foi feita de acordo com métodos descritos na literatura e informagao relativa aos

padroes.

Tabela 4. Padrées analiticos e reagentes utilizados no estudo do éleo essencial de Mentha pulegium L.

Massa molar (g/mol) Grau de pureza (%) Marca Funcao
Pulegona 152,23 97,0 Sigma Aldrich Padrdo analitico
Mentona 154,25 97,0 Sigma Aldrich Padr3o analitico
Geraniol 154,25 98,0 Sigma Aldrich Padrdo analitico
Eter etilico 74,12 100 Macron Solvente de extracdo
n-Hexano 86,18 95,0 VWR Solvente de analise
Su!fato de magnésio 120,37 96,0 Panreac Agente exsicante
anidro
Dodecano 170,33 99,0 Sigma Aldrich Padrdo interno

Para a técnica de microencapsulacdo, o alcool polivinilico (Ref: P8136-250G, hidrolisado 87-90
%, peso molecular médio de 30,000-70,000, CAS 9002-89-5) e a etilcelulose (Ref. 433837-250G,
viscosidade de 46 cP, CAS 9004-57-3) foram adquiridos de Sigma Aldrich Chemical (St. Louis, MO,
EUA). O diclorometano (Ref. ACRO433991000, CH,Cl,, CAS 1665-00-5), usado como solvente para a
etilcelulose, foi adquirido de VWR International (Fontenay-sous-Bois, Franca). A agua utilizada foi
desionizada e destilada usando um sistema de purificagdo de agua MilliporeTM (Massachusetts, EUA)

com 18.2 Q de resisténcia elétrica.
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3.1.2 Equipamento

Para a obtencdo de extratos da planta Mentha pulegium L. recorreu-se a técnica DES com o auxilio de
um banho de refrigeracdo Thermo Scientific™ A25, seguida de evaporacao do solvente de extracao

num evaporador rotativo Blichi R-200.

A andlise cromatografica dos padrdes analiticos e dos extratos obtidos foi realizada num
cromatdgrafo gasoso CG - 2010 SHIMADZU com uma coluna BR-1MS (15 m x 0,25 mm x 0,25 um de

filme) e detetor de ionizag¢ao de chama (DIC).

As pesagens foram realizadas numa balanca analitica Mettler Toledo AG245 (Columbus, OH,
EUA). Para a microencapsulagao, usou-se um banho ultrasénico (P Selecta, Barcelona, Espanha), um
agitador vortex (IKAVORTEX GENIUS 3, Staufen, Alemanha), um homogeneizador de alta performance
(IKA T18 Digital ULTRA-TURRAX®, Staufen, Alemanha), uma placa de agitacdo (AREX Digital, VELP

Scientifica, Monza, Italia) e um liofilizador (SP Scientific, NY, EUA) foram utilizados.

A morfologia das microparticulas foi analisada recorrendo a um microscépio eletrénico de
varrimento PHENOM XL (Eindhoven, Paises Baixos). A distribuicdo de tamanho das microparticulas
foi avaliada recorrendo a granulometria de laser utilizando o equipamento Coulter Counter-LS 230

Particle Size Analyzer (Miami, FL, EUA).

3.2 Métodos

3.2.1 Preparacdo dos padrdes analiticos

Para a preparacao das solugdes individuais dos padroes analiticos comegou-se por pipetar cerca de
125 gramas de cada um dos padrdes comerciais para baloes volumétricos individuais de 25 mL e
perfez-se o volume com n-hexano. A partir das solu¢des individuais dos trés compostos, preparou-se
uma solugdo mistura com uma concentracao de 100 mg/L em n-hexano de todos os padroes (MIX 100
mg/L) num baldo volumétrico de 10 mL. Partindo de uma solugdo de dodecano (p = 750 kg/m?) com
99,0 % de pureza, foi preparada uma solu¢cao com uma concentracao de 12 g/L. A partir de uma
diluicdo, preparou-se uma solugao de concentracao 100 mg/L num baldao de 10 mL. As solu¢des foram

seladas com parafilm, protegidas e refrigeradas.

3.2.2 Procedimento de extragdo do 6leo essencial

A extragdo do o6leo essencial da planta Mentha pulegium L. foi realizada pela técnica DES,

representada na Figura 4. O tempo de extracdo de 60 minutos e o solvente de extracdo éter etilico
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foram definidos através de ensaios preliminares onde foram otimizadas as condi¢Ges de extragdo

para esta espécie.

Figura 4. Extragdo do 6leo essencial pela técnica DES

Em todas as extracOes, apenas foram utilizadas as partes aéreas da planta. As duas primeiras
extracOes foram realizadas a partir da mesma planta, embora a amostra utilizada na segunda fosse
maioritariamente composta por caule. As amostras foram cortadas em pedagos mais pequenos, com

o auxilio de uma tesoura, antes de serem adicionadas ao baldo com agua destilada.

Para as duas Ultimas extragdes foram recolhidas amostras a partir de outras duas plantas. Uma
das extracdOes foi realizada no dia de preparagao da amostra, enquanto que a outra foi realizada no
dia seguinte, apds conservacgao no frio. Ambas as amostras foram trituradas em agua destilada, ainda

que a amostra da penultima extragdo tenha sido sujeita a uma maior trituracdo.

Inicialmente pesaram-se as partes aéreas das plantas. As amostras foram cortadas e/ou
trituradas e introduzidas num baldo de fundo redondo de 500 mL com cerca de 250 mL de agua
destilada (fase aquosa). O balao da fase aquosa foi ligado a um dos bragos do aparelho e, em seguida,
foi ligada a manta de aquecimento. Adicionou-se cerca de 50 mL de éter etilico a um baldo de fundo
redondo de 100 mL (fase organica) e, posteriormente, ligou-se o baldao ao outro braco do aparelho. A
manta de aquecimento do baldo da fase organica ligou-se momentos antes da fase aquosa entrar em
ebulicdo. As mantas de aquecimento da fase aquosa e da fase orgénica foram mantidas a
temperaturas constantes que favorecessem a extracao. Para evitar variacdes de temperatura durante
o tempo extracao, os bragos do condensador foram isolados. O sistema de condensacao foi ligado a

um banho de agua refrigerada a5 °C.
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Com o processo de destilagdo da fase aquosa, os compostos volateis da fase aquosa
comegaram por atravessar um dos bracos do aparelho. Os vapores do solvente de extracao
atravessaram o outro braco até a parte superior do aparelho e, no condensador, deu-se a extragdo
dos compostos volateis pelo solvente. Abaixo do condensador, na zona de separacdo, comegou-se
por observar o condensado da fase aquosa, sem nunca ultrapassar a marca de referéncia. Apds o

inicio da condensagao do solvente de extracdo, observou-se a formacgdo de duas fases.

Passados os 60 minutos, desligaram-se as mantas de aquecimento e deixaram-se arrefecer os
dois baldes, sendo a fase organica presente na zona de separacao recuperada para o baldo da fase
organica. Adicionou-se sulfato de magnésio anidro a fase organica, de forma a remover quaisquer
vestigios de agua, e realizou-se a filtracdo da fase organica por gravidade na hotte. De seguida, o
solvente de extracao foi removido por evaporagao, num evaporador rotativo, com um banho a 40 °C.

O extrato obtido foi transferido para um frasco de vidro, selado com parafilm e refrigerado.

3.2.3  Analise quantitativa por cromatografia gasosa (CG-DIC)

Aanalise quantitativa dos padr&es analiticos e dos extratos obtidos pela técnica DES foi realizada por
cromatografia gasosa com detetor de ionizacdo de chama (CG-DIC). O tempo de reten¢do foi o
parametro utilizado naidentificacao de cada composto, por comparagao com os tempos de reten¢ao

dos padrdes analiticos.

Para utilizacdo do cromatoégrafo gasoso foi necessario abrir as correntes do gas de arraste —
hélio (pureza de 99,9 %) —, de hidrogénio (pureza de 99,9 %) e de ar comprimido. De seguida, ligou-
se o estabilizador de corrente e, finalmente, o cromatdgrafo. As condi¢des de analise sdo definidas

no Software — CG Solution — 1 instrument.

O processamento de dados foi realizado de forma automatica e todas as inje¢cSes foram
realizadas por injecdo automatica. Para isso, as amostras foram preparadas em vials de 1,5 mL e

inseridas num rack de inje¢do automatica.

O controlo da temperatura da coluna é um dos métodos mais simples e eficazes de influenciar
aseparacao, pelo que a utilizagdo de um programa de temperaturas, onde ocorre um aumento linear

da temperatura da coluna com o tempo, é bastante eficiente em misturas de amostras.
O programa de temperaturas definido (Figura 5) encontra-se descrito de seguida:

Temperatura inicial: 45 °C durante 5 minutos;
Rampa de temperatura a 8 °C/min até 100 °C;

Rampa de temperatura a 20 °C/min até 180 °C, constante nos 5 minutos seguintes.
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Figura 5. Programa de temperaturas utilizado na andlise por CG-DIC
As condigGes analiticas utilizadas para analise dos extratos encontram-se na Tabela 5:

Tabela 5. Condi¢des analiticas do CG-DIC

Temperatura do injetor 250°C
Temperatura do detetor 250°C

Modo de injecao Split

Volume de injecdo 1,0 uL
Velocidade linear 35,0cm/s
Tempo total de corrida 20,88 min
Gas de arraste Hélio (30 mL/min)
Pressao 56,3 kPa
Caudal da purga 3,0 mL/min
Caudal de H: 40,0 mL/min
Caudal de ar 400,0 mL/min
Caudal da coluna 1,25 mL/min

3.2.3.1 Identificacdo e quantificacdo dos compostos presentes nos extratos

Inicialmente, para efetuar a determinacdo dos tempos de retencdo dos padrdes analiticos e do
padrdo interno, prepararam-se amostras individuais a partir das respetivas solu¢des individuais. A
partir da solucdo MIX 100 mg/L e da solugdo de padrdo interno, foram preparados 7 padroes de
calibragdo (Tabela A 1, Anexo A) e, posteriormente, foi possivel determinar as retas de calibragdo de

cada um dos compostos em estudo.

A quantificacdo dos compostos em estudo foi realizada recorrendo ao método do padrdo
interno, diminuindo assim os possiveis erros associados ao método e ao equipamento. Com a
informacdo relativa aos tempos de retencdo desenvolveu-se um método analitico capaz de

identificar e quantificar os compostos de interesse presentes nos extratos da planta. Através da razdo
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entre a area do pico de cada um dos compostos e a area do pico do padrdo interno foi possivel

determinar as retas de calibra¢do e quantificar cada um dos compostos de interesse.

0 padrao interno deve ser quimicamente semelhante aos compostos presentes nas amostras,
bem como inerte e apresentar uma elevada pureza. Para além disso, deve eluir proximo dos
compostos de interesse, ainda que deva ser possivel distingui-lo dos restantes picos da amostra. Para
a determinagdo das retas de calibracao, a cada um dos padroes de calibracao foi adicionada uma
concentracao fixa conhecida de padrao interno que favorecesse todos os compostos de interesse (5

mg/L). As injecOes dos padroes de calibragao foram realizadas em triplicado.

Os compostos de interesse presentes nos extratos foram identificados e, a partir da razao entre
a area do pico de cada um dos compostos e a area do pico do padrdo interno, foi feita a quantificagdo

dos compostos recorrendo as retas de calibragao.

3.2.4 Microencapsulacao

Para o estudo da microencapsulacao de extratos de Mentha pulegium L. comegou-se por realizar um
estudo que consistiu na microencapsulacdo de trés dos principais compostos presentes na
composicdo quimica da planta usando os seus padrGes analiticos. De seguida, realizou-se a
microencapsulacao dos extratos provenientes da planta e os resultados obtidos foram analisados. A
técnica de multipla emulsdo com evaporagdo de solvente foi utilizada para a formulagdo das

microparticulas dos compostos padrdo e dos extratos.
3.2.4.1 Microencapsulacao dos compostos padrao

Pesaram-se individualmente, em balGes volumétricos de 25 mL, cerca de 375 mg de cada um dos
compostos e adicionou-se éter etilico até perfazer o volume de 25 mL. As solugdes foram
homogeneizadas no vortex, envolvidas em papel de aluminio e refrigeradas até ao dia seguinte. A
partir de cada uma das solug¢Ges foram preparadas soluc¢Ges intermédias e, posteriormente, solugdes
individuais com uma concentragdo de 5,263 mg/mL e de 11,111 mg/mL, correspondentes a um
loading tedrico de 5 % (m/m) (formulagdo F-1) e 10 % (m/m) (formulagdo F-2) respetivamente, para

cada um dos trés compostos.

Para a preparacdo da fase aquosa externa (W,) pesou-se cerca de 1 g do polimero alcool
polivinilico (APV), utilizado como surfactante, e cerca de 99 mg de agua ultrapura (AUP), obtendo-se
uma solugao com concentracao de 1 % (m/m). A solucao foi colocada numa placa de agitacao a 120-

180 °C até ocorrer solubilizacdo total.
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Para a preparacdo da fase organica (0,) pesou-se cerca de 100 mg do polimero etilcelulose e,
no instante da microencapsula¢do e no interior da hotte, foram adicionados 10 mL do solvente
organico diclorometano, obtendo-se assim uma solu¢do polimérica com concentracdo de 10 mg/mL.
Para ocorrer solubilizagdo total do polimero, os frascos foram sonicados durante 5 minutos e

homogeneizados no vortex durante 1 minuto.

Foi adicionado 1 mL de cada uma das trés solugdes individuais a um frasco com 7 mL de fase
aquosa externa (W,). As solugdes foram homogeneizadas no vortex durante 3 minutos e a primeira
emulsdo de 6leo em agua (0:/W,) formou-se. Rapidamente, a primeira emuls3o foi adicionada a fase
organica (O,) e promoveu-se a sua homogeneizacdo novamente durante 3 minutos no vortex,
formando a segunda emulsdo (0:/W,/0,). A segunda emulsdo foi adicionada a fase aquosa externa
(W) e emulsificada usando um homogeneizador de alta performance durante 5 minutos a 5000 rpm.
Ao fim deste tempo, a emulsdo 0,/W,/0,/W, formou-se. Na Figura 6 encontra-se representado o

procedimento de multipla emuls3o.
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Figura 6. Esquema representativo do procedimento de miltipla emulséo

Para evaporagao dos solventes organicos e endurecimento das microparticulas, a emulsdo
0,:/W,/0,/W, foi colocada numa placa de agitacao a 700 rpm durante trés horas no interior da hotte a
temperatura ambiente e com exaustdo ligada. De seguida, as microparticulas foram recuperadas
recorrendo a técnica de filtragdo por vacuo, utilizando papel de filtro Whatman™ de nylon com 0,45
um de espessura e lavadas com cerca de 300 mL de agua destilada para remogdo de possiveis

residuos de APV. As microparticulas foram congeladas a -4 °C e liofilizadas durante 72 horas.

Na Tabela 6 encontra-se a razdo agua-éleo-agua (ROA), em que se considera a razdo entre o
volume da solug¢do mistura com os trés padrdes e a solugdo polimérica utilizada na formagao da
primeira emulsdo. O conteldo tedrico de loading (CTL %) consiste na razdo entre a massa dos
compostos bioativos e a massa total das microparticulas. Todos as experiéncias foram realizadas em

triplicado.
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Tabela 6. Composi¢do das formulagdes

Volumede  Volumeda Csm Cpolimero ROA Capv Volume da solugao CTL
DCM (mL) SM (mL) (mg/mL) (mg/mL) (v/v) (%, m/v) de APV (mL) (% m/m)
F-1 0,526 5
F.2 10 10 1111 10 1 1 100 10

F - Formulagdo; DCM - diclorometano; SM - soluc¢do mistura; ROA - razdo 6leo em agua; APV - alcool polivinilico

3.2.4.2 Microencapsulacao de extratos da planta Mentha Pulegium L.

Para a microencapsulagdo dos extratos de M. pulegium comegou-se por definir um loading teérico de
5 % (m/m). A partir dos extratos obtidos por DES preparou-se uma solugdo com uma concentragao
de 5,263 mg/mL. O procedimento realizado foi idéntico ao descrito no ponto 3.2.4.1. Todos os ensaios

foram realizados em triplicado.

3.2.5 Rendimento de encapsulag¢do das microparticulas

O rendimento de encapsulagdo de microparticulas é definido como

RP (%) = TIMPs x 100 (3.1)

Minjcial tMpolimero

onde Minicia COrresponde a massa de compostos adicionada inicialmente para microencapsulagao,
Mpolimero COrresponde a massa de polimero utilizado no processo de microencapsulacdo e Mups

corresponde a massa de microparticulas recuperada apds o processo de liofilizagdo.

3.2.6 Eficiéncia de encapsulacdo das microparticulas
A eficiéncia de encapsulagdo dos compostos (EE) é definida como

EE (%) = —retida x 1090 (3.2)

Mjnicial
onde Myaa COrresponde a massa de compostos bioativos retidos nas microparticulas € Minicia

corresponde a massa de compostos bioativos adicionada inicialmente para microencapsulagéo.

Adicionou-se 10 mL de diclorometano a 10 mg de cada uma das amostras de microparticulas
e, apos dissolucdo do polimero etilcelulose, removeu-se o solvente diclorometano por evaporagdo
num evaporador rotativo. Para andlise cromatografica, a cada uma das amostras foram adicionados
3 mL de n-hexano, capaz de extrair os compostos retidos pelo método de microencapsulagdo. Em
seguida, 1 mL das amostras foi filtrado utilizando um filtro PTFE de 0,2 um, de forma a remover

quaisquer residuos de polimero, e injetado no cromatoégrafo. O procedimento foi realizado em
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triplicado para cada um dos tipos de microcapsulas (extrato, compostos padrdo com loading de 5%

(m/m) e loading de 10% (m/m)).

3.2.7 Morfologia das microparticulas

A avaliagdo da morfologia externa e a polidispersividade das microparticulas foi realizada num
microscopio eletrénico de varrimento PHENOM XL (Eindhoven, Paises Baixos) a uma voltagem de 10
kV. As microparticulas foram colocadas num stub de aluminio com fita de dupla face de carbono e
pulverizadas com ouro durante 20 segundos, usando um pulverizador a vacuo. Foram obtidas

microfotografias a diferentes ampliagGes para cada um dos tipos de microparticulas.

3.2.8 Distribui¢do de tamanho das microparticulas

A distribui¢do de tamanho das microparticulas foi avaliada recorrendo a granulometria de laser
usando Coulter Counter-LS 230 Particle Size Analyzer (Miami, FL, EUA), considerando a distribui¢cao
diferencial de volumes. Uma amostra foi suspensa em agua destilada e a distribuicdo de tamanho das

microparticulas foi registada trés vezes durante 60 segundos.

A polidispersividade da distribuicdo de tamanho das particulas foi analisada através da

equagado SPAN, definida como

SPAN = 2v20~Dvio (3.3)

Dy 50

onde Dy 10, Dy 50 € Dvoo representam, respetivamente, os diametros do volume caracteristico a 10 %, 50

% e 90 % do volume cumulativo.

3.2.9 Estudo de libertagdo dos compostos retidos nas microparticulas de extrato

Para estudar a libertagdo dos compostos encapsulados nas microparticulas realizou-se um estudo ao
longo de 4 dias. Comegou-se por pesar cerca de 10 mg de microparticulas de extrato em 12 frascos e
adicionou-se a cada um cerca de 10 mL de agua ultrapura. Os 12 frascos foram colocados a agitar
num agitador orbital a 240 rpm e, ao fim de 24h, 48h, 72h e 96h, foram recolhidos os frascos
correspondentes. A cada frasco adicionou-se com o auxilio de uma seringa, de maneira a minimizar
as perdas dos compostos de interesse, cerca de 10 mL de n-hexano no sentido de extrair os
compostos libertados. As amostras foram submetidas a ultrassons durante 15 minutos, seguindo-se
de um repouso de 15 minutos, levando a formacdo de duas fases. Cerca de 90 % da fase rica em n-
hexano (9 mL) de cada amostra foi extraida para novos frascos. Na Figura 7 encontra-se representado

o procedimento realizado do estudo de libertacao controlada.
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Previamente a realizagdo da analise cromatografica, as amostras foram filtradas utilizando um
filtro PTFE de 0,2 um de forma a remover quaisquer residuos. Em seguida, 1 mL de cada uma das
amostras foi injetado no CG-DIC e procedeu-se a sua quantificagdo. O procedimento foi realizado em
triplicado.

10 mLde
n-Hexano

10 mg de MPs

89 mlL dafase rica
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10 mL de UPW 48 h [% nos compostos
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| E 96 h Repouso E
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essancial

Figura 7. Esquema representativo do procedimento do estudo da libertagédo controlada

3.2.10 Gestao de residuos

Todos os residuos produzidos ao longo deste projeto foram devidamente armazenados e etiquetados
em frascos e recipientes adequados até ao seu tratamento pelo Sistema de Gestdo Ambiental da

FEUP — Eco FEUP, unidade especializada em gestdo de residuos da faculdade.
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4 Resultados e Discussao

4.1 Validacdo do método analitico (CG-DIC)

A composicdo do 6leo essencial obtido apds extracdo por DES foi quantificada por CG-DIC pelo
método de padrdo interno. Para a validagdo do método, analisaram-se pardmetros quantitativos
como a linearidade das retas de calibracao, limites de detecdo e quantificacao, sensibilidade e
precisao. Comegou-se por determinar o tempo de retencao correspondente a cada um dos padrdes

analiticos, apresentados na Tabela 7.

Tabela 7. Tempo de reten¢do dos padrdes analiticos
Composto Mentona Pulegona Geraniol

Tempo de retengao (min) 11,529 12,943 13,285

4.1.1 Identificacao e quantificacao dos compostos

A natureza quimica da fase estacionaria (polaridade) contribui para a separagdo cromatografica da
amostra, e a recuperagdo de um determinado composto pode ser determinada a partir da sua
pressao de vapor e do seu coeficiente de particdao. Quanto maior o valor da pressao de vapor de um
composto, menor é o seu ponto de ebulicdo e, consequentemente, menor o seu tempo de retengado
na coluna cromatografica. Quanto maior a polaridade de um determinado composto, maior a sua

afinidade a fase estacionaria e, consequentemente, maior o seu tempo de retengao.

As informacdes referentes as propriedades fisico-quimicas necessarias para a analise dos

resultados obtidos encontram-se na Tabela 1, apresentada no capitulo de Contexto e Estado de Arte.

De entre os trés compostos em estudo, a mentona apresenta o menor ponto de ebuli¢ao (207
°C), seguido da pulegona (224 °C) e, por fim, do geraniol (228 °C). Os valores de coeficiente de particao
6leo-agua dos trés compostos — 3,05 para a mentona, 3,08 para a pulegona, 3,56 para o geraniol —,
encontram-se bastante proximos, pelo que a afinidade ndo é um fator tdo determinante como o
ponto de ebulicdo na separagdo destes compostos na coluna cromatografica. Tal como esperado, a

mentona apresentou um menor tempo de retencdo, seguida da pulegona e do geraniol.

Apds identificagdo dos compostos em estudo, procedeu-se ao desenvolvimento das retas de
calibracdo recorrendo ao método do padrdo interno. As retas de calibracdo para cada um dos trés
compostos foram obtidas por injecdo em triplicado dos 7 padrdes de calibracao e encontram-se

representadas na Figura 8.

Resultados e Discussao 29



Estudos preliminares da microencapsulagdo de extratos do poejo (Mentha pulegium L.)
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Figura 8. Retas de calibrag¢éo dos compostos em estudo obtidas por injegdo dos padrées de calibracdo no CG-DIC

As andlises quantitativas estdo sempre sujeitas a erros, pelo que a validagdo do método é uma
parte importante do processo. Para se validar um determinado método analitico é necessario
analisar as retas de calibracdo obtidas, os limiares analiticos do método utilizado e a sua
sensibilidade. No caso de modelos lineares, devem ser utilizados pelo menos cinco pontos na
construcdo da reta de calibracdo e a gama de concentragdes deve ser superior aum fator de 10. Como
se pode observar, todas as retas cumpriram estes critérios. O estudo da linearidade das retas,
necessario para a validacdo do método analitico, foi realizado com base em alguns pardmetros

estatisticos. Os resultados obtidos encontram-se descritos na Tabela 8.

Tabela 8. Equagbes das retas de calibragdo e respetivos pardmetros estatisticos

Equagao da Reta de Calibracao

%) (<5 9 -sp (< +sp, (>
Composto V=(asts.)xHbtss) R (>0,995) safa (%) (<5 %) b-sp (<0) b+sp (>0)
Mentona RA=(0,125+0,008)C-(0,120+0,236) 0,999 v/ 2,6V 0,029 x 0,212 v
Pulegona RA=(0,164+0,011)C-(0,271+0,301) 0,998 v/ 2,5V 0,154 x 0,388 v/
Geraniol RA=(0,134+0,023)C-(0,572+0,637) 0,989 x 6,6 % 0,324 x 0,819 v

A sensibilidade de um método analitico corresponde a razdo entre a resposta instrumental e a
concentracao do analito. No caso de um modelo linear, corresponde ao declive da reta de calibragao
e é constante ao longo da gama de trabalho. Quanto maior o valor de declive, mais sensivel e apto é
o método para distinguir pequenas diferencas de concentracdo de um analito. De entre as retas

obtidas, conclui-se que 0 método é mais sensivel para o composto pulegona.
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Para a determinacado do coeficiente de correlagdo da reta e respetivos parametros estatisticos
(Anexo B) foi aplicado o método dos minimos quadrados. Através da analise do coeficiente de
correlagdo (R) é possivel verificar a linearidade das retas de calibragdo, cujo valor deve ser igual ou
superior a 0,995. Tendo em conta a informacao descrita na Tabela 8, apenas o geraniol ndo cumpriu

esse critério.

O parametro s./a (%) <5 % foi cumprido por todas as retas, exceto a do geraniol. Por outro lado,
0 parametro b-s, <0 < b+s, apresentou-se mais dificil de validar, possivelmente pela presenca de
interferentes nos padrdes de calibragdo ou da condi¢cdo da coluna. De acordo com os resultados

obtidos, o parametro ndo foi cumprido por nenhuma reta.

Dado que a presenca do geraniol — um dos componentes minoritarios da planta — nao era
esperada nos extratos, ndo se considerou fundamental validar a sua reta, pelo que nao houve

necessidade de repetir os ensaios.

Os limiares analiticos sdo constituidos pelos limites de dete¢do e de quantificacdo. O limite de
detegdo (LD) corresponde a concentragdo minima de analito capaz de ser detetada, mas ndo
necessariamente quantificada. O limite de quantificacao (LQ) consiste na menor concentracao de
analito possivel de quantificar com a precisdo e exatiddo pretendidas. Os limites de detecdo e de
quantificagdo foram determinados através das equagdes 4.1 e 4.2, e os valores encontram-se na

Tabela 9.

O valor de S/N foi calculado através da altura do pico do composto e da altura do pico do ruido

para o padrao de concentragao mais baixa (P1).

3C 3
LD = —kadrio (4.1)
N
10Cpadrs
LQ= % (4,2)
N
onde S _ altura do pico do composto
N altura do pico de ruido

Tabela 9. Gama de linearidade e limites de dete¢do e quantificagdo das retas dos compostos em estudo

Composto Gama de linearidade (mg/L) R? LD (mg/L) LQ (mg/L)
Mentona 1-50 0,998 0,155 0,517
Pulegona 1-50 0,997 0,106 0,354
Geraniol 1-50 0,979 0,187 0,622
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A precisdao permite verificar a concordancia dos resultados obtidos entre ensaios
independentes repetidos sobre uma mesma amostra nas mesmas condi¢Oes e é avaliada pelo
coeficiente de variagdo. Para avaliar a precisdo do método analitico realizaram-se seis determinagGes
do mesmo padrdo analitico para trés concentracdes diferentes, usando as mesmas solugdes, o
mesmo equipamento, as mesmas condicdes operatdrias e no mais curto intervalo de tempo. A

precisdo foi avaliada em triplicado e os resultados obtidos estao apresentados na Figura 9.
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Figura 9. Coeficientes de variagdo médios obtidos para os padrées P1, P4 e P7

Os valores de CV obtidos para o padrao P1, correspondente ao de concentracao mais baixa,
foram superiores aos valores obtidos para os padrdes P4 e P7, padrdes de concentragdo intermédia
e de concentracdo mais alta, respetivamente. E possivel concluir que, para concentracdes mais
baixas, o método ndo é tdo preciso — a precisdo do método aumenta com o aumento de
concentragdo. Para os compostos pulegona e mentona, os valores de coeficiente de variagao obtidos
foram iguais ou inferiores a 10 %, pelo que os resultados foram satisfatérios, contrariamente ao

observado com o geraniol.

4.2 Extracao

Seguindo o procedimento descrito no ponto 3.2.2, foram realizadas extra¢des para obtencdo de
extratos da planta Mentha pulegium L. As amostras foram cortadas ou trituradas em 250 mL de agua
destilada, sendo as extragdes realizadas durante 60 minutos utilizando éter etilico como solvente de

extracao.
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4.2.1 Extracdo dos dleos essenciais de Mentha pulegium L.

No sentido de obter extratos para posterior encapsulacdo, procedeu-se a sua extracdo a partir de

quatro amostras da planta.

Tabela 10. Massa de planta utilizada e massa de extrato obtido

Numero de extracdo Massa de planta (g) Massa de extrato (mg) Rendimento de extracao (%)
1 5,17 67,20 1,3
2 5,23 25,70 0,5
3 19,51 39,50 0,2
4 10,42 45,40 0,4

Tendo em consideracao os resultados descritos na Tabela 10, ao comparar a primeira e a
segunda extra¢do, observa-se uma diminuicao significativa do valor da massa de extrato obtida.
Dado que a amostra utilizada na primeira extracao era mais rica em folhas e o valor da massa de
extrato obtido correspondente ter sido o mais elevado, pode-se assumir a existéncia de uma relacao
entre a quantidade de folhas e a quantidade de O6leo essencial passivel de extragdo.
Consequentemente, em relagdo a segunda extracdo, assume-se que o facto de a amostra ter uma
maior proporcdo de caule em detrimento de folhas contribua para que a quantidade de 6leo essencial

extraida seja menor.

Relativamente a terceira e a quarta extracles, as amostras de planta apresentavam
quantidades mais uniformes entre caule e folhas. De uma maneira geral, tendo em conta a massa de
planta utilizada nas duas Ultimas extragGes, seria de esperar maiores quantidades de massa de
extrato quando comparadas as obtidas nas duas primeiras extragGes. Mais concretamente,
comparando os resultados obtidos para a terceira e quarta extracdes com os resultados da primeira
extracao, a massa de extrato obtida foi inferior, contrariamente ao que seria de esperar. Comparando
com os resultados da segunda extracao, as massas de extrato obtidas foram superiores — neste caso,

como a massa de planta utilizada foi superior, foi possivel extrair mais quantidade.

Note-se que a utilizagcdo de diferentes plantas e diferentes condi¢cdes de operacao impossibilita
uma comparagdo bem sustentada. No entanto, o principal objetivo desta extracao consistia na

obtengdo de 6leo essencial — especialmente rico em pulegona — com o fim de ser microencapsulado.
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4.2.2 Analise dos extratos de Mentha pulegium L.

Para proceder a analise quantitativa, os extratos foram preparados com uma concentragado
conhecida de padrdo interno e com solvente de inje¢do n-hexano, tendo sido analisados em
duplicado no CG-DIC. Um dos cromatogramas obtidos para o quarto extrato encontra-se
representado na Figura 10, estando os restantes no Anexo C. A analise cromatografica dos extratos
foi realizada comparando os tempos de retencao de cada um dos picos com os tempos de retencao

dos compostos em estudo.
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Figura 10. Cromatograma com identifica¢do dos compostos em estudo obtido apos inje¢do do quarto extrato no

CG-DIC

Segundo a andlise dos cromatogramas, os compostos pulegona e mentona encontram-se
presentes em todos os extratos, contrariamente ao geraniol. Segundo a literatura, o geraniol
corresponde a um dos compostos minoritarios, dai que ndo tenha sido extraida uma quantidade que
permitisse a sua detecdo. Tal como era de esperar, o pico correspondente ao composto pulegona

corresponde ao pico com maior area, sendo, por isso, considerado o composto maioritario.

Dado que nos cromatogramas correspondentes ao terceiro e quarto extratos é possivel
observar a presenga de um maior nimero de picos — isto é, uma maior percentagem de compostos
identificaveis —, e a area do pico correspondente ao composto pulegona é superior, conclui-se que a
extracao das amostras preparadas por trituragao permitiu obter uma maior quantidade de extrato e,

portanto, foi mais eficaz.

Recorrendo as retas de calibracdo foi possivel quantificar os compostos a partir da razdo entre
a area do pico de cada composto e a area do pico do padrdo interno. A média da concentracdo de
cada composto em estudo identificado no extrato, tendo em consideracgao as dilui¢cdes realizadas e

os respetivos coeficientes de variacao encontram-se na Tabela 11.
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Tabela 11. Resultados obtidos apéds andlise dos extratos de Mentha pulegium L. no CG-DIC

Pulegona Mentona
Extrato Cextrato (Mg/L) CV (%) Cextrato (Mg/L) CV (%)
1 175,54 2,3 18,56 5,0
2 200,55 46 6,98 6,4
3 1423,67 4,0 104,47 4,1
4 2374,64 1,8 163,16 0,8

Analisando a tabela é possivel concluir que os resultados sdo precisos, dado que os coeficientes
de variagao se encontram abaixo de 10 %. Os valores de concentragdo da pulegona e da mentona
obtidos na terceira e quarta extracdes — onde as amostras foram trituradas — revelam uma maior
eficacia do método. Novamente, é possivel concluir que a preparagdo da amostra por trituragado

permite obter melhores resultados, dado que tende a proporcionar uma menor perda de compostos.

Através da analise cromatografica foi possivel analisar a distribuicdo dos compostos em estudo
nos extratos. Com a informacdo da Figura 11 e das Figuras C 2, C 4 e C 6, presentes no Anexo C, é
possivel concluir que a pulegona é o composto maioritario, com um valor percentual entre 57 e 66 %.
O composto mentona apresenta um valor percentual mais baixo, entre 1 e 4 %. Os valores obtidos
sdo comparaveis com o descrito na literatura, onde o composto pulegona representa o composto

maioritario e a mentona um dos compostos minoritarios.

= Pulegona
Mentona

Outros
3%

Figura 11. Valores percentuais dos compostos de interesse presentes no quarto extrato, obtidos por andlise
cromatogrdfica
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4.3 Microencapsulacao

O rendimento e eficiéncia de encapsulagdo das microparticulas foram determinados. As

microcapsulas foram caracterizadas tendo em conta a sua morfologia e distribuicdo de tamanho.

4.3.1 Rendimento de encapsulagdo das microparticulas

Os valores necessarios para o calculo do rendimento das microparticulas dos padrées com loading
tedrico de 5 % (m/m) e 10 % (m/m) estdo apresentados na Tabela 12. Através da analise dos
resultados obtidos, observa-se que o rendimento variou entre 62,1 e 81,8 %. O valor médio de
rendimento foi 81,0 % para a formulagao com loading de 5 % (m/m) e de 64,4 % para a formulagdo

com loading de 10 % (m/m).

Tabela 12. Rendimento da microencapsulagdo dos padrées para um loading de 5 % (m/m) e 10 % (m/m)

L=5% (m/m) L=10% (m/m)
Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 3 Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 3
Massa de polimero (mg) 102,80 102,60 103,10 100,30 101,00 100,20
Massa de padrées (mg) 15,79 15,79 15,79 33,33 33,33 33,33
Massa de MPs (mg) 95,63 96,80 95,64 87,40 88,10 82,90
Rendimento (%) 80,6 81,8 80,4 65,4 65,6 62,1

Utilizou-se a analise de varidncia (ANOVA) para determinar diferencas significativas (p < 0,05).
Uma vez que o valor p obtido é inferior a 0,05, verifica-se uma dependéncia do rendimento de
producao em fungdo do loading. Para a mesma quantidade de etilcelulose, a diminuicao do
rendimento de producdo com o aumento do loading sugere que a quantidade de polimero utilizado
para a formulacao de 10 % (m/m) foi insuficiente. Ou seja, o rendimento do produto depende da
concentragdo de polimero utilizado no processo de microencapsulacdo. A quantidade de polimero
pode condicionar o aprisionamento de compostos imisciveis com agua na matriz polimérica durante

a evaporacao do solvente.

A microencapsulagdo de extratos foi feita para um loading teérico de 5 % (m/m), uma vez que
o valor do rendimento obtido para as microparticulas dos padrées com loading tedrico de 5 % (m/m)
foi superior. Analisando a Tabela 13 concluiu-se que o rendimento variou entre 64,3 e 75,2 %, sendo

70,1 % o valor médio.
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Tabela 13. Rendimento da microencapsulagdo dos extratos de Mentha pulegium L.

L=5 % (m/m)

Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 3
Massa de polimero (mg) 101,20 99,60 104,40
Massa de extrato (mg) 5,26 5,26 5,26
Massa de MPs (mg) 80,10 67,40 77,70
Rendimento (%) 75,2 64,3 70,9

4.3.2 Eficiéncia de encapsulacdo das microparticulas

Apds a andlise quantitativa das amostras das microparticulas, determinou-se a eficiéncia de

encapsulagdo. Na Tabela 14 encontram-se descritos os resultados obtidos.

Tabela 14. Eficiéncia de encapsulagdo (EE) dos compostos nas diferentes microparticulas

Pulegona Mentona Geraniol
Cméda — cyioe)  EE() ™ cv(%) EE(®%) ™ cv(%)  EE (%)
(mg/L) (mg/L) (mg/L)
MPs extratoL=5 % 14,24 14,6 3,1 n.d. - - n.d. - -
MPs padrio L = 5% 43,23 48 2,5 57,42 5,9 3,3 147,49 1,6 8,4
MPs padrao L=10 % 17,32 5,3 0,5 10,54 - 0,3 181,22 10,3 49

MPs - microparticulas; CV - coeficiente de variacdo; n.d. - ndo detetado

De um modo geral, os valores obtidos encontram-se acima do limite de quantificagdo e
apontam para uma baixa eficiéncia de encapsulagdo tanto para o extrato como para os compostos
padrdo. A miscibilidade dos solventes utilizados na solugdo dos compostos padrdao — n-Hexano e éter
etilico, no caso do extrato e dos compostos padrdo, respetivamente — usada na preparacdo da fase
01, com o solvente utilizado na preparagao da fase 0, — diclorometano — pode ter impedido a
retengdo dos compostos no interior da matriz polimérica. O aumento da concentragdo do polimero
pode ser uma possivel solu¢do pois, quando muito concentrado, a sua taxa de precipitacdo é mais
alta e, consequentemente, a difusao dos compostos para a fase aquosa externa torna-se mais lenta.
Avelocidade da placa de agitacao na etapa de evaporagao dos solventes organicos e endurecimento
das microparticulas, bem como a relativa elevada pressdo de vapor dos compostos, sdo outros
fatores que podem ter contribuido para estes resultados. Por fim, a dificuldade em distinguir os picos
dos compostos do ruido do cromatdgrafo pode ter influenciado a interpretagdo dos resultados

(Anexo D).
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Dado que o geraniol apresenta uma pressao de vapor inferior a dos restantes compostos em
estudo, a sua taxa de evaporagdo é mais baixa. Tal pode justificar a maior eficiéncia de encapsulagéo

do geraniol observada nas microparticulas dos compostos padrao.

Os resultados obtidos sugerem a repeticao da experiéncia, alterando alguns parametros, como

velocidade e tempo de agitagdo, solventes, e técnica utilizada.

4.3.3 Morfologia das microparticulas

Para se estudar a morfologia das microparticulas recorreu-se a um microscépio eletrénico de
varrimento. De uma maneira geral, por observacao das microfotografias representadas na Figura 12,
as microparticulas do extrato apresentam uma morfologia esférica e regular, sendo possivel observar
uma superficie lisa e porosa, o que pode favorecer a libertagdo controlada dos compostos. No
entanto, o facto de a distribuicdo dos poros ndo ser uniforme pode influenciar a cinética de

libertagao.

A técnica de microencapsulacdo utilizada permitiu obter uma elevada quantidade de
microparticulas com alguma polidispersividade, que possivelmente resultou da etapa de formagao

da emulsdo O;/W,/0,/W,.

Figura 12. Microfotografias das microparticulas do extrato (a) amplia¢do de 1500x, b) ampliagdo de 2000x e ¢)
ampliagdo de 2000x)

As microparticulas dos compostos padrdo apresentam, também, de uma forma geral, uma
morfologia esférica e regular. No entanto, como se pode observar na Figura 13, a sua superficie é
pouco porosa e apresenta alguma rugosidade, sendo que algumas das microparticulas de maiores
dimensGes apresentam deformacGes. Comparando a morfologia das microparticulas para uma

mesma ampliacdao em fungado do loading, ndo se observam grandes diferencas na polidispersividade.
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Comparando os resultados obtidos, verifica-se que as microparticulas de extrato apresentam

melhores caracteristicas morfoldgicas do que as microparticulas dos compostos padrao.

Figura 13. Microfotografias das microparticulas dos compostos padrdo (a) loading de 5% (m/m), ampliag¢do de
10000x, b) loading de 10 % (m/m), ampliagdo de 10000x e c) loading de 10% (m/m), amplia¢éo de 5000x)

4.3.4 Distribuicdo de tamanho das microparticulas

A distribuicdo de tamanho das microparticulas pode ser afetada por diversos parametros, como a
velocidade de agitacdo, loading e a concentragdo de polimero e surfactante. Esta distribuicdo e a
polidispersividade das microparticulas foram avaliadas por granulometria a laser e os resultados
obtidos para as microparticulas de extrato e dos compostos padrdo com loading de 10 % (m/m)
encontram-se representados nas Tabelas 15 e 16, respetivamente. Ndo foi possivel analisar as
microparticulas dos compostos padrdao com loading de 5 % (m/m), uma vez que se encontravam

aglomeradas.

Tabela 15. Dados obtidos para a distribuigcdo de tamanho das microparticulas de extrato

Média (um) CV (%) D1o(pum) Dso (um) D10 (um) SPAN
1 15,86 59,2 3,504 15,15 27,29 1,57
2 15,6 58,6 3,434 15 26,87 1,56
3 15,51 58,7 3,413 14,92 26,68 1,56

O tamanho médio obtido para as microparticulas de extrato foi 15,7 um, enquanto que para as
microparticulas dos compostos padrdo com loading de 10 % (m/m) se obteve um valor de 4,6 pm. Tal

pode ser justificado pela presenca no extrato de outros componentes nao identificados, atendendo
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que se quantificaram apenas os compostos em estudo. De qualquer forma, os valores obtidos

demonstram que as microparticulas obtidas apresentaram dimens&es razoaveis na escala micro.

Tabela 16. Dados obtidos para a distribui¢do de tamanho das microparticulas dos compostos padrdo com um
loading de 10 % (m/m) por granulometria a laser

Média (um) CV (%) D1o(pum) Dso (um) D1o(um) SPAN
1 4,388 91,1 1,553 3,269 11,6 3,07
2 4,489 82,9 1,539 3,197 10,75 2,88
3 4,542 83,9 1,545 3,211 10,85 2,90

Relativamente aos valores obtidos pela equagdo SPAN, contrariamente ao que seria de
esperar, as microparticulas de extrato apresentaram um valor de polidispersividade média de 1,56 e
as microparticulas dos compostos padrdo com loading de 10 % (m/m) um valor de 2,95. Ou seja, as
microparticulas dos compostos padrdo apresentaram-se, aproximadamente, duas vezes mais
polidispersas que as microparticulas de extrato e, portanto, resultaram numa formulagdo menos
homogénea. Era esperado que as microparticulas dos compostos padrdo apresentassem uma
distribuicdo de tamanho mais uniforme comparativamente as do extrato, dado que o ultimo é
constituido por compostos com diferentes propriedades fisico-quimicas que podem condicionar a
formacdo de microparticulas. Por outro lado, a presenca de aglomerados pode ter influenciado os
resultados.

Relativamente a distribuicdo de tamanho das particulas, os resultados estdo representados na
Figura 14. No caso das microparticulas de extrato, obteve-se uma distribui¢cdo normal, enquanto que

para as microparticulas dos compostos padrao se obteve uma distribuicdo multimodal.

MPs de extrato

4 —— MPs dos compostos padrdo L =10 %

Volume diferencial (%)

o

10 20 50 60 70

.30 , 40
Didmetro da particula (um)

Figura 14. Distribuicdo de tamanho das microparticulas de extrato e dos compostos padrédo com loading de 10 %
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4.4 Estudo de libertagdo dos compostos retidos nas microparticulas de

extrato

Os estudos de libertacao foram realizados em triplicado, mas apenas se analisou a pulegona, por ser
0 componente maioritario do extrato. No Anexo D estdo representados os cromatogramas e
resultados obtidos por analise cromatografica das amostras. A percentagem de libertagdo da

pulegona em funcdo do tempo encontra-se representada na Figura 15.
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Pulegona libertada (%)

Figura 15. Percentagem de libertagdo do composto pulegona ao longo do estudo de libertagdo

Tendo em conta os limites de dete¢do e quantificacdo determinados anteriormente, os valores
de concentragdo obtidos encontram-se acima do limite de quantificacdo, pelo que parece possivel
quantifica-los. No entanto, tendo em conta os valores obtidos, é possivel concluir que os resultados
ndo tém qualquer valor analitico, uma vez que a percentagem de pulegona libertada excede os 100
%. Dado que os valores de concentracdo determinados se encontram numa zona critica — uma vez
que sdao muito baixos —, a interpretacdo dos cromatogramas pode ter sido condicionada pela
dificuldade em distinguir os picos dos compostos do ruido do cromatédgrafo. Para além disto, os

valores obtidos na determinacdo da eficiéncia de encapsulagdo também influenciaram os resultados.
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5 Conclusoes

Com esta dissertacdo pretendeu-se estudar a possibilidade da aplicagdo de microparticulas do dleo
essencial de Mentha pulegium L. como biopesticida. Em primeira instancia, realizou-se a extragdo do
6leo essencial recorrendo ao método de destilagcdo e extracdo simultanea. Para a analise quantitativa
dos extratos, desenvolveu-se e validou-se um método analitico por CG-DIC com base no estudo das
retas de calibracdo obtidas, nos limiares analiticos e na sua sensibilidade. O método revelou-se eficaz
para a identificacdao e quantificacao dos compostos pulegona e mentona, ainda que nao tenha sido

possivel validar a reta de calibragdo do composto geraniol.

Através da andlise quantitativa dos extratos, foi possivel comprovar que a pulegona
corresponde ao composto maioritario, com um valor percentual entre 57 e 66 %. A mentona, por

outro lado, apresentou um valor entre 1 e 4 %, sendo um dos compostos minoritarios.

A microencapsulacdo do dleo essencial foi realizada recorrendo ao método de mudltipla
emulsdo com evaporacdo do solvente. O rendimento de produgao das microparticulas variou entre
64,3 e 75,2 %, contudo a eficiéncia de encapsulacdo foi bastante baixa. Por esta razdo, é possivel
concluir que o método de microencapsulacdo utilizado ndo foi o mais adequado. O facto de os

compostos em estudo apresentarem alguma volatilidade pode ter contribuido para estes resultados.

As microparticulas de extrato apresentaram uma morfologia esférica e regular, bem como uma
superficie porosa. Para as microparticulas dos compostos padrdo, ndo se observou influéncia do
loading na polidispersividade. Por outro lado, as microparticulas apresentaram alguma rugosidade e
deformagdes. As microparticulas de extrato apresentaram um tamanho médio de 15,7 um, enquanto
que as microparticulas dos compostos padrdo com loading de 10 % (m/m) apresentaram um

tamanho médio inferior, de 4,6 um.

Foi realizado um estudo de libertagdao controlada, no entanto os resultados obtidos foram
condicionados pela baixa eficiéncia de encapsulagdo. Uma vez que os resultados da
microencapsulacao e libertagdo de compostos nao foram conclusivos, novos estudos devem ser

desenvolvidos de forma a otimizar a técnica de encapsulagdo e o estudo de libertacao.
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6 Avaliacao do trabalho realizado

6.1 Objetivos Realizados

O trabalho desenvolvido ao longo desta dissertacao cumpriu todos os objetivos inicialmente
propostos. O estudo do método de extracdo e destilagdo simultdnea e a analise quantitativa por
cromatografia gasosa com detetor de ionizacdo de chama permitiram obter resultados bastante
satisfatorios. Relativamente a técnica de microencapsulagdo utilizada — multipla emulsdo com
evaporacao de solvente —, observaram-se resultados menos favoraveis, o que condicionou o estudo

de libertacao.

6.2 Trabalho Futuro

A nivel de trabalho futuro, dever-se-a otimizar a técnica de microencapsulagdo e realizar novos
estudos de libertagao controlada, experimentando novas matrizes de libertagao, por exemplo em

solos, de forma a avaliar a possivel aplicacdo das microcapsulas como pesticidas.

E necessario aferir a utilidade e viabilidade dos sistemas de libertacio estudados através da
realizacdo de andlises que permitam a sua comparagdo, em condicles reais, com pesticidas

convencionais.

Os riscos associados a aplicagdo das microcapsulas na saiide e no ambiente devem, também,
ser avaliados. Apesar das vantagens aparentes, antes da sua aplicagdo, é necessario realizar
multiplos estudos, tanto ao nivel da toxicidade — em humanos e em organismos ndo alvo —, como
da durabilidade e da bioacumulagdo. Adicionalmente, devem ser realizados testes de lixiviagao e
testes de eficacia em pestes alvo. A pegada ecoldgica, a percecdo social, as preocupagdes regulatérias

e aviabilidade econdmica sdo outras questdes a ter em conta.

6.3 Apreciacao Final

O estudo realizado pode ser considerado uma introducdo ao desenvolvimento de alternativas de
pesticidas mais sustentaveis e ecoldgicas, pelo que a otimizagdo e procura de novos métodos de

microencapsulagdo mais eficientes pode potenciar o desenvolvimento de novos produtos.

Apesar dos resultados obtidos ndo terem sido os desejados, o projeto proporcionou a
aprendizagem e maturacdo de diversas técnicas, algumas das quais ndo haviam sido exploradas ao

longo do curso.
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Anexo A - Padroes de calibragao

Tabela A 1. Preparagdo dos padrobes de calibragéo

Padrio C (mg/L) Vmix 100 mg/ (KL) Vpi100mg/L (ML) Vn-Hexano (ML)
P1 1 10 50 940
P2 5 50 50 900
P3 10 100 50 850
P4 20 200 50 750
P5 30 300 50 650
P6 40 400 50 550
P7 50 500 50 450

Mentana

Geraniol

in

——Dodeca Apylegona

1kgara

Mertora

1;=,__
‘F-_Gealnl

Figura A 1. Cromatograma obtido por inje¢éo do padréo P4 no CG-DIC
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Anexo B - Parametros estatisticos

Adispersao dos valores das retas de calibracao obtidas para cada um dos compostos foi determinada

através do desvio padrédo dos residuos da linearizagdo de y sobre x (s,, /) e é representada da seguinte

2(yi—9)?
Sy = [P0 (B.1)

onde y; corresponde aos valores das areas obtidas experimentalmente, §; aos valores das areas

forma

calculadas com base no ajuste linear para cada valor de x e n ao nimero de pontos experimentais.

As variancias do declive (s2) e da ordenada na origem (sZ) foram determinadas através das

seguintes expressoes, respetivamente,

sy

2 _ X

%4 = -2 (B.2)
2 2

2 Syix ZXj

Sb = n I(x;—X;)? (B3)

em que x; corresponde aos valores das concentragdes, X; ao valor médio das concentragées e n ao

numero de pontos experimentais.
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Anexo C - Analise Cromatografica dos extratos de Mentha pulegium
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Figura C 1. Cromatograma com identificagdo dos compostos em estudo obtido apds inje¢do do primeiro extrato
no CG-DIC
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Figura C 2. Valores percentuais dos compostos de interesse presentes no primeiro extrato, obtidos por andlise
cromatogrdfica
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Figura C 3. Cromatograma com identificagdo dos compostos em estudo obtido apds inje¢do do segundo extrato
no CG-DIC
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Figura C 4. Valores percentuais dos compostos de interesse presentes no segundo extrato, obtidos por andlise
cromatogrdfica
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Figura C 5. Cromatograma com identificagdo dos compostos em estudo obtido apés injegdo do terceiro extrato

no CG-DIC
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Figura C 6. Valores percentuais dos compostos de interesse presentes no terceiro extrato, obtidos por andlise
cromatogrdfica
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Anexo D - Eficiéncia de Encapsulacao
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Figura D 1. Andlise quantitativa obtida por CG-DIC dos compostos retidos nas microparticulas dos compostos
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Figura D 2. Andlise quantitativa obtida por CG-DIC dos compostos retidos nas microparticulas dos compostos

padrdo para um loading de 10 % (m/m)
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Figura D 3. Andlise quantitativa obtida por CG-DIC dos compostos retidos nas microparticulas de extrato
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Anexo E - Estudo de libertacao
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Figura E 1. Cromatograma obtido por inje¢do de um dos triplicados recolhidos apds 24h do inicio do estudo de

libertagdo

Tabela E 1. Resultados do estudo de libertag¢do da pulegona obtidos por andlise cromatogrdfica das amostras no

Horas (h)
24
48
72

96

Cmédia (mg/L)
13,89

13,99
14,34

13,90

CG-DIC

CV (%)
1,2
0,6
1,8

0,3

Libertacao (%)
325,3
327,6
3356

3254

Anexo E - Estudo de libertagdo
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