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Resumo

A doenca da murchiddo do pinheiro (DMP) e o seu agente patogénico sdo um dos fatores
que tem contribuido para a grande reducéo das florestas de pinheiro-bravo (Pinus pinaster)
em Portugal. De forma a combater a propagacao do agente patogénico da DMP, o Nematode-
da-Madeira-do-Pinheiro (NMP), tém sido desenvolvidas medidas de agdo que procuram
impedir a dissipagdo deste através do controlo do seu inseto vetor Monochamus
galloprovincialis. No entanto, os produtos atualmente comercializados ainda apresentam
limitacGes em relacdo a sua eficacia, a duracéo e a facilidade de aplicagcdo que precisam de
ser suplantadas para que as medidas sejam eficazes. Assim, com a realizagéo deste trabalho,
procurou-se desenvolver formulacBes de base polimérica, biodegradaveis, para libertacao
controlada de semioquimicos naturais com atividade atrativa ou repelente (c-pineno e o
eucaliptol) para o inseto vetor do NMP, para serem aplicadas em armadilhas florestais
comerciais. As formulacGes foram processadas por espumagem/mixing com CO:
supercritico, a partir de misturas de a-pineno e poli(e-caprolactona) (PCL), com e sem
adicdo de cera de carnauba ou serradura. Posteriormente, foi testado um revestimento
comercial. Os resultados obtidos demonstraram que 0s materiais compositos baseados em
PCL, aos quais foi adicionada cera ou serradura, bem como os que foram revestidos,
emitiram oa-pineno em taxas de libertacdo mais baixas do que as obtidas para formulacGes
poliméricas de PCL pura. Além do controlo da taxa de libertacdo da emissdo de volateis, as
estratégias para as formulacdes aplicadas também permitiram aumentar a capacidade de
carregamento em termos de a-pineno e conduziram a taxas de degradagdo mais rapidas
durante os testes de degradacdo acelerada. O a-pineno e o eucaliptol ndo apresentaram
degradacédo ao fim de 1 més em condi¢des ambientais simuladas (radiacdo UVB e UVC e
temperaturas ambientais tipicas — 25 e 40°C). As formulagGes desenvolvidas no decorrer
deste trabalho tém potencial para serem aplicadas no controlo do inseto vetor do NMP, e as
metodologias aqui apresentadas sdo estratégias promissoras para, no futuro, conseguir
desenvolver formulagGes melhoradas, e que possam ser utilizadas com outros

semioquimicos e, deste modo, possam também ser aplicadas no controlo de outros insetos.

Palavras-chave: FormulacOes porosas de base polimérica, Semioquimicos de origem
natural, Espumagem/Mixing com dioxido de carbono supercritico, Monochamus

galloprovincialis, Doenca da Murchidao do Pinheiro






Abstract

Pine Wilt Disease (PWD) and its pathogen are one of the factors that have contributed to the
large reduction of maritime pine (Pinus pinaster) forests in Portugal. To combat the spread
of the PWD pathogen, the Pinewood Nematode (PWN), action measures have been
developed to prevent its dissipation through the control of its insect vector Monochamus
galloprovincialis. However, currently marketed products still have limitations in terms of
their effectiveness, durability and ease of application that need to be overcome for the
measures to be effective. With our study, we tried to develop biodegradable polymer-based
formulations for the controlled release of bioactive natural semiochemical with attractant
por repellent activity (a.-pinene and eucalyptol) for the insect vector of PWN, to be applied
together with commercial forest traps. Formulations were processed as blends of a—pinene
and poly(e-caprolactone) (PCL), by foaming/mixing with supercritical CO2, with or without
carnauba wax or sawdust as additives. A commercial polymer coating was further tested. It
was found that the composite materials based on PCL with wax or sawdust, as well as those
that were coated, emitted a-pinene at release rates than the obtained for pure PCL polymeric
formulations. In addition to the control of volatile emission release rates, the employed
formulations strategies also allowed to increase the loading capacity in terms of a-pinene
and led to fast degradation rates in accelerated experiments. a-pinene and eucalyptol did not
show degradation after 1 month of exposure to environmental conditions (UVB and UVC
radiation and typical environmental temperatures — 25 and 40°C). The formulations
developed along this study have potential to be applied in the control of the insect vector of
the PWN, and the methodologies here presented are promising strategies for, in the future,
develop optimized formulations and that might be able to be used with different
semiochemical substances and thus, to be applied in the control of other insects.

Key-words: Polymer based porous formulations, Natural-origin semiochemicals,
Supercritical carbon dioxide foaming/mixing, Monochamus galloprovincialis, Pine Wilt

Disease
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Objetivos e Motivacoes

A grande perda de area florestal que Portugal tem vindo a enfrentar nos Gltimos anos, é uma
das maiores preocupacfes ambientais do pais. Em particular, a fileira do pinho, uma das
mais importantes e com maior impacto econdmico para o pais, tem sido uma das mais
afetadas. Entre as principais causas desta devastacdo, podem distinguir-se algumas
associadas a presenca de pragas e doencgas, como a doeng¢a da murchidao do pinheiro (DMP),
que afeta a espécie de pinheiro mais comum e com mais valor socio-econémico em Portugal,

0 pinheiro-bravo (Pinus pinaster Aiton).

Apesar das inimeras medidas que tém vindo a ser tomadas com o objetivo de conseguir
controlar e erradicar o agente patogénico desta doenca, 0 Nematode-da-madeira-do-pinheiro
(NMP), Bursaphelenchus xylophilus, este agente bidtico continua a propagar-se e a devastar

hectares de florestas de pinheiro a nivel mundial.

A par deste facto, os riscos para 0 meio ambiente e os elevados custos financeiros,
geralmente associados a implementacdo destas medidas, tem fomentado a procura continua
por estratégias alternativas, entre as quais se tém vindo a destacar as que, através de métodos
biotécnicos, atuam no controlo do inseto vetor do NMP. Estas estratégias procuram, através
do uso de produtos com bioatividade, repelir ou atrair os insetos para locais afastados das

areas infetadas ou para armadilhas onde séo capturados.

A preocupacao global com a sustentabilidade e com o impacto ambiental, inerente ao uso de
compostos sintéticos perigosos para a saude humana e para 0 meio ambiente, tem promovido
uma tendéncia de substituicdo dos mesmos por substdncias naturais bioativas menos
perigosas, como €& exemplo disso os semioquimicos. Contudo, os produtos atualmente
comercializados baseados no uso de compostos naturais ainda apresentam algumas
limitacOes que precisam de ser ultrapassadas para que estas medidas sejam eficazes no
controlo do inseto vetor, nomeadamente no que diz respeito a eficicia, & duracdo e a

facilidade de aplicacdo dos mesmaos.

E neste &mbito que se insere esta tese, por via da qual se procurou desenvolver formulacdes
de base polimérica, biodegradaveis e contendo compostos bioativos de origem natural,

menos toxicos, que apresentam poder atrativo ou repelente para o inseto vetor do NMP (o-



pineno e eucaliptol) com o objetivo final de tentar aumentar a sua eficécia e, desta forma,

reduzir de forma controlada, sustentavel e ecologica, a infecéo nos pinhais.

Os principais desafios cientificos a fim de atingir estes objetivos passam, essencialmente,
por desenvolver formulacdes especificas que permitam controlar a quantidade (dose) dos
agentes bioativos de interesse, protegé-los de fatores externos que contribuam para a sua
degradacéo, e promover a sua difusdo dentro dos limites de eficécia pretendidos e de uma

forma controlada e sustentada no tempo.

Para isto, propde-se 0 uso de uma técnica de foaming/mixing com dioxido de carbono
supercritico (scCOz2), para a producdo de materiais compdsitos, porosos e biodegradaveis,
de base de poli(e-caprolactona) (PCL), e contendo enchimentos/revestimentos, igualmente

biodegradaveis, de origem natural ou sintética.



1. INTRODUCAO

1.1. A importancia do pinheiro-bravo para a economia portuguesa

Portugal é atualmente um dos paises com maior percentagem de area florestal da Europa, a
qual cobre cerca de 40% do territorio nacional e que é constituida, essencialmente por
monoculturas de eucalipto e de pinheiro-bravo (Pinus pinaster Aiton) [1].

A fileira do pinho é uma das fileiras florestais com maior importancia para o pais, tanto a
nivel ambiental como econdémico. Em termos ambientais, contribui ndo s6 para a regulacao
ambiental e conservacdo dos solos mas também para a captura de CO2 o que,
consequentemente, contribui para a diminuigdo da emissdo de gases com efeito de estufa.
As florestas de pinheiros sdo ainda a base de uma grande variedade de ecossistemas naturais.
Além dos beneficios ambientais, esta fileira funciona como um motor da economia
portuguesa, oferecendo diversos bens e servicos de alto valor acrescentado, é exemplo disso
a madeira utilizada nas industrias da serracdo e da pasta e papel, pellets e resina [2]. Em
2017, a fileira do pinho contribuia para 50% do VAB (Valor Acrescentado Bruto) do pais,
fornecendo recursos para 87% das empresas do setor florestal, responsaveis pela criacdo de
80% dos postos de trabalho deste setor e por 36% das exportacdes, o que corresponde a 3,4%
do total das exportagdes nacionais [3].

Nos ultimos anos, Portugal tem visto a sua area florestal ser reduzida [4] e, no periodo entre
1995 e 2010 essa reducdo chegou a ser de 263 mil hectares [5], conduzindo a uma falta de
matéria-prima [6] e uma consequente desvalorizacdo dos produtos e servicos oferecidos por
esta industria [7].

Os graves riscos ambientais e o forte impacto negativo na balangca comercial do pais que a
perda de floresta de pinheiro-bravo acarreta, tem conduzido a procura de estratégias que
levem a inversdo desta tendéncia. Entre os principais fatores que contribuem para esta
situacdo estdo a gestdo inadequada e a intensa exploracéo destes recursos, fatores abioticos,
como os incéndios e as alteracBes climaticas, e fatores bidticos como por exemplo pragas e

doencas, como é o caso da doenca da murchidao do pinheiro (DMP), [2, 8-10].

Originério das florestas da América do Norte, 0 agente patogénico da DMP, o Nematode-
da-madeira-do-pinheiro (NMP), pode hoje ser encontrado em diferentes regides do mundo.
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No entanto, enquanto nas florestas de pinheiros da América do Norte convive em equilibrio
com as especies nativas, para as regides para onde se tem vindo a propagar, 0 NMP
representa uma das maiores ameacas a sanidade das florestas de pinheiros [2]. Descoberto
no Japdo, em 1905 [11], onde causou uma perda de mais de 46 milhGes de metros cubicos
de floresta nos ultimos 50 anos, fatores como as condi¢Ges meteoroldgicas e topogréficas e,
sobretudo as trocas comerciais internacionais [12], conduziram a introdugdo deste agente
patogénico no continente europeu, onde foi reportado pela primeira vez em Portugal, em
1999 na regido de Setdbal [13]. Contudo, apesar da implementacdo de medidas
fitossanitarias e do restrito controlo feito sobre o comércio e exportacdo de produtos da
indUstria da madeira ou derivados, a dificuldade em controlar a dispersdo deste agente
patogénico levou a sua propagacao para outras regiGes do pais e, mais recentemente, para
territério espanhol (2008) e para a ilha da Madeira (2009) [14]. As principais espécies
responsaveis pela transmissdo da doenca em Portugal, o nematode Bursaphelencus
xylophilus e o seu inseto vetor Monochamus galloprovincialis, estdo atualmente
classificadas como organismos de quarentena pela Organizacdo Europeia e Mediterranica
para a Protecdo das Plantas (OEPP) [14].

Pela severidade dos impactos ambientais e socioeconémicos que o NMP acarreta tanto para
0s paises afetados como para outros suscetiveis a sua entrada, esta doenca representa
atualmente uma das principais preocupacdes ambientais e econémicas a nivel mundial.
Neste sentido, ao abrigo do Programa de Acdo para o Controlo do Neméatodo-da-madeira-
do-pinheiro, tém vindo a ser implementadas multiplas medidas de agdo que procuram
monitorizar, controlar e erradicar as espécies envolvidas na propagacdo da doenca [15]. No
entanto, o facto da implementacédo destes planos de acao ser bastante dispendiosa, como € 0
exemplo dos 9,5 milhGes de ddlares gastos pela Coreia em 2005 em medidas de combate a
DMP, e o facto destas medidas demonstrarem néo ser suficientes para impedir a dispersao

do NMP, tem fomentado a procura continua por novas estratégias [12, 16].

10



1.2. Estratégias fitossanitarias para controlo do NMP

Os planos de agéo desenvolvidos para o controlo do NMP abrangem medidas de prevencao,
de controlo e de erradicagdo e tém vindo a ser implementados tanto por paises onde a doenca
ja foi detetada, como por paises que estejam suscetiveis a entrada do NMP pela sua
proximidade com regibes afetadas ou por efetuarem trocas comerciais de produtos ou

derivados da industria da madeira com paises infetados [14, 15].

Como medida de prevencdo, € geralmente feita a monitorizacdo do NMP através de
inspecdes rigorosas em zonas de quarentena, tanto em areas florestais como em &reas ligadas
a circulacdo e exportacdo de madeira, como € o caso dos parques de madeiras e dos portos
maritimos. Em particular, na Unido Europeia (UE), foram estabelecidas diversas
regulamentacfes e diretivas relacionadas com o comércio nacional e internacional de
produtos e sub-produtos provenientes da indUstria da madeira, como é o0 caso da
Regulamentacéo n° 995/2010 para o comércio de madeira manufaturada [17]. Em Portugal,
0 Decreto-Lei n°95/2011 publicado no Diario da Republica n® 151/2011, define um conjunto

de medidas de protecdo fitossanitaria essenciais ao controlo do NMP [18].

Outra medida preventiva adotada por alguns dos paises em que foi detetada a DMP, como é
caso Portugal, foi o estabelecimento de faixas fitossanitarias em torno de areas florestais

onde a doenca foi detetada e que estdo sob constante monitorizagéo [19].

Entre as medidas de controlo e erradicacdo deste inseto, que tém vindo a ser adotadas, podem
distinguir-se as medidas baseadas em métodos mecéanicos como é o caso da queima e do
abate de arvores ou ramos, que apresentem sinais da doenga, como por exemplo a
descoloracédo das agulhas, a secura parcial ou total da copa e a reducdo do fluxo de resina, e
as que tém como principio métodos culturais através de intervences silviculturais [12, 20].
Outras sdo baseadas em métodos biologicos onde o controlo do agente patogénico é
conseguido através da introducdo de populagdes de organismos inimigos naturais do seu
inseto vetor, como é o caso do fungo Scleroderma guani utilizado na China no combate aos
insetos Monochamus [16], ou ainda em métodos quimicos, onde estdo incluidas a fumigacéao
ou pulverizacdo da madeira com nematodicidas ou inseticidas. Por Gltimo, e embora menos
frequentemente utilizadas, sdo as estratégias baseadas em método geneticos que, através da
alteracdo genética das arvores, procuram aumentar a resiliéncia desta ao agente patogénico
[15, 21, 22].
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No caso da UE, os principais tratamentos aplicados em zonas de quarentena incluem a
queima e remocao das arvores infetadas, a fumigagdo da madeira ou a inje¢éo de substancias
fitossanitarias nos troncos e ainda o tratamento térmico da madeira e produtos derivados
dela, como por exemplo de embalagens [16, 23]. No entanto, a maioria destas estratégias
pode ter um impacto nocivo no meio ambiente e na satde humana e requer um elevado
consumo de tempo e de recursos humanos e econdmicos. Além disso, a dificuldade em
restringir a propagacao da doenca através do controlo direto do nematode e o risco de este
ou o inseto vetor desenvolverem resisténcia aos produtos quimicos fitossanitarios utilizados,

tém-se refletido na ineficacia da maioria das estratégias adotadas [12, 24].

Como alternativa, surgiram, mais recentemente, 0s métodos biotécnicos que visam prevenir
ou tratar a doenca através da manipulacdo das interac6es entre a arvore e o inseto vetor, ao

invés de incidir no controlo direto do NMP [15].

O nematode sai do inseto
vetor e entra nas feridas de

alimentagdo nos raminhos \
. N
\ % Os nematodes alimentam-se

< e multiplicam-se dentro do

\ ‘ xilema da érvore

Arvore

saudavel

O inseto vetor adulto
alimenta-se se arvores

saudaveis Arvore em

Oviposi¢do declinio

>

U
) =/ =B

Desenvolvimento larvar
O nematode entra nas do inseto vetor

camaras pupais do inseto
vetor antes de este emergir

Figura 1 - Ciclo de transmissdo do Nematodo-da-madeira-do-pinheiro. Adaptado de Cram
e Hanson (2014) [25].
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A DMP resulta da interacdo entre o agente patogénico NMP, o inseto vetor responsavel pelo
seu transporte e as arvores que, depois de colonizadas, entram em rapido declinio [2].
Durante o ano, o transporte dos nematodes até as arvores pode ocorrer em dois periodos
(Figura 1): durante a fase jovem dos insetos vetores, enquanto se alimentam de pinheiros
saudaveis (transmissdo primaria), ou durante a fase adulta, durante o qual estes insetos
selecionam arvores em declinio para que ocorra a oviposi¢ao (transmissdo secundaria) [12].
O periodo de vdo dos insetos vetores decorre geralmente entre os meses de Maio e Outubro
[26].

As estratégias de controlo do inseto vetor sdo geralmente implementadas durante o seu
periodo de v6o e procuram interferir nas relagdes inseto-arvore através do uso de compostos
quimicos bioativos aplicados, na maioria das vezes, em conjunto com armadilhas de insetos
[19]. A aplicacdo destes compostos tem como objetivo mimetizar as substancias volateis
emitidas pelas arvores e que sdo responsaveis pela capacidade do inseto vetor detetar a sua
presenca [27]. Estas substancias volateis e bioativas, designadas de semioquimicos, sdo
capazes de desencadear sinais quimicos que interferem no comportamento de outros
organismos, da mesma espécie ou de espécies diferentes, e que podem funcionar como
agente atrativos ou repelentes [28]. Nos Ultimos anos, o interesse pelo uso destes compostos
em programas de gestdo de pragas e doencas tem vindo a crescer, sendo utilizados como
uma estratégia para impedir que os organismos envolvidos na transmissdo das doencas

alcancem as arvores saudaveis [29, 30].

De acordo com a forma como afetam as inter-relacfes, os semioquimicos podem distinguir-
se em feromonas, quando as alteragdes ocorrem entre organismos da mesma espécie, e em
aleloguimicos, quando afetam relacdes entre organismos de espécies diferentes. Por sua vez,
os aleloquimicos podem subdividir-se em alomonas ou em cairomonas, quando as alteragdes
comportamentais desencadeadas sdo benéficas ou desfavoraveis, respetivamente, para o

organismo emissor [31].

O uso de semioquimicos em substituicdo dos pesticidas convencionais torna-se vantajoso,
uma vez que estes compostos sdo normalmente de origem biolégica e geralmente
biodegradaveis, 0s seus efeitos sdo menos nocivos para o ambiente e para a salde humana
[14]. Qutras vantagens da sua utilizagdo sdo o menor risco de ocorrer fitotoxicidade para as

culturas ou das espécies-alvo desenvolverem resisténcia aos quimicos e a sua maior
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seletividade, que permite reduzir o risco de contaminagdo ou de interferirem com outras

espécies e, por conseguinte, diminuir a quantidade de pesticidas necessaria [32-34].

Nos produtos agroquimicos convencionais, como 0s pesticidas, recorre-se muitas vezes a
compostos bioativos de origem sintética. Contudo, estes compostos apresentam algumas
desvantagens, especialmente pelo maior risco que representam para 0 ambiente e para a
salide humana [35, 36]. Por este motivo, compostos semioquimicos de origem natural como
0s Oleos essenciais, tém recebido especial atencdo para produtos agricolas [37]. Em
particular, e para programas de gestdo de pragas, a utilizacdo de 6leos essenciais enquanto
substancias capazes de manipular o comportamento dos insetos, tem vindo cada vez mais a
ser explorada e as suas propriedades bioativas foram j& descritas na literatura para uma
grande variedade de espécies de insetos [34], incluindo o galloprovincialis [38-40]. Estas
substancias podem interferir a nivel do crescimento, da reproducéo ou dos recetores olfativos
dos insetos, desencadeando um efeito atrativo ou repelente [33, 41], dependendo do tipo,
natureza e concentracdo de cada composto presente no 6leo [42].

Os 0leos essenciais sdo constituidos por misturas de compostos aromaticos volateis e podem
ser obtidos de espécies vegetais. Desde ha muito tempo que estes 6leo tém vindo a ser
utilizados para as mais diversas aplicacdes em areas como a farmacéutica e a alimentar e,
por conseguinte, a maior parte dos 6leos atualmente utilizados no controlo de pragas, ja pode
ser facilmente adquirido com um grau de pureza consideravel (~95%) e a um custo

relativamente baixo [43, 44].

Neste ambito, diversos estudos tém procurado identificar os principais 6leos essenciais
emitidos por diferentes espécies de pinheiros que tém sido infetadas pela DMP, como o P.
pinaster, P. pinea, P. sylvestris e P. nigra [45], e que podem ser responsaveis por atrair ou
por repelir os insetos do género Monochamus, com especial incidéncia nas arvores em fase
de decadéncia, uma vez que é neste estado que sdo preferencialmente escolhidas pelas
fémeas adultas, para ocorrer a oviposicdo. Entre os volateis encontrados estdo terpenos,
terpenos oxigenados, sesquiterpenos e diterpenos. No entanto, monoterpenos como A-3-
carene, a-pineno e B-pineno foram identificados como 0s compostos emitidos em maiores
quantidades [46]. Dentro destes volateis, 0 a-pineno tem sido 0 composto mais utilizado em
estratégias de controlo do NMP pela sua capacidade atrativa para os insetos do género
Monochamus [47, 48]. No entanto, a utilizacdo destes Oleos em conjunto com certas

substancias cairomonais, como o ipsenol, ou feromonais, como o 2-undeciloxi-1-etanol,
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resulta num efeito sinergético, que potencia a interacdo com o0s insetos, uma vez que
permitem simular de forma mais realista a dindmica dos pinheiros na natureza [49]. Desta
forma, é possivel melhorar a eficacia dos produtos atrativos e reduzir o risco de 0s insetos

desenvolverem resisténcia aos quimicos [44].

De forma a conhecer o que existe no mercado, realizou-se uma pesquisa acerca dos produtos
comerciais baseados no uso de substancias semioquimicas, desenvolvidos para programas
de gestdo do inseto vetor M. galloprovincialis, cujas informacgdes se encontram reunidas na
Tabela 1.

Na Tabela 1, pode verificar-se que 0 a-pineno tem sido um dos principais 6leos essenciais
usados na composic¢do dos produtos comerciais atrativos para controlo do inseto vetor. Além
do seu poder atrativo, fatores como a abundancia, um dos compostos terpénicos emitidos em
maior quantidade pelos pinheiros, e a facil acessibilidade por extragdo tornam esta substancia
apelativa para o uso em produtos comerciais agricolas [46]. Como se observa nos produtos
apresentados na Tabela 1 é frequente utilizar misturas de o-pineno com outros
semioquimicos, como por exemplo, substancias cairomonais como o etanol, o ipsenol ou o
ipsdienol [48, 50] e feromonas de agregacdo emitidas pelos insetos-macho da espécie M.
galloprovincialis, como o 2-undeciloxi-1-etanol [49]. Deste modo, é possivel obter um efeito

sinergético, melhorando a eficiéncia de atracdo para a captura dos insetos [44, 51].

Apesar de ndo se conhecerem produtos comerciais especificos para repelir 0s insetos M.
galloprovincialis, 6leos essenciais como o 6leo de eucalipto, de caAnfora ou de citronela, séo
algumas das substancias mais usadas como repelentes de insetos [52]. O 6leo de eucalipto €
reconhecido pela sua atividade repelente, que tem vindo a ser demonstrada na literatura para
diferentes espécies de insetos, designadamente mosquitos, baratas e besouros-da-batata [53],
facto que se deve a presenca de compostos o eucaliptol (1,8-cineole), citral, limoneno, y-
terpineno, etc. [42]. Embora o eucaliptol ndo seja o principal responsavel pelas propriedades
repelentes do Oleo de eucalipto, quando € misturado com outras substancias presentes no
o6leo, promove-se um efeito sinergetico que potencia a sua bioatividade [42]. Por outro lado,
apesar de ainda ndo haverem evidéncias cientificas sobre o efeito repelente deste 6leo no
inseto M. galloprovincialis, no trabalho desenvolvido por Faria, et al., 2013, foi demonstrado

que o eucaliptol pode ser usado como nematodicida no controlo do NMP [54].
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Difusor A Difusor B Difusor C

[ v S

Figura 2 - Exemplo de formulagdes utilizadas em produtos comerciais atrativos no
controlo do inseto Monochamus galloprovincialis (Galloprotect Plus®, SEDQ). Difusores:

(A) ipsenol e 2-metil-3-buten-2-ol, (B) 2-undeciloxi-1-etanol, (C) a-pineno.

Além dos motivos apresentados, o 6leo de eucalipto, considerado como nédo-toxico nos EUA,
onde € também reconhecido como substancia GRAS (Geralmente Reconhecido Como
Seguro) pela FDA, e aprovado pelo Concelho Europeu desde que utilizado em baixas
concentragdes (< 5 mg/kg) [42], torna-se ainda apelativo para utilizagdo em Portugal pela
abundancia de culturas de eucalipto no pais e pela facilidade de extracdo deste composto [1,
42].

As estratégias adotadas em programas de gestdo de pragas desenvolvidas para o controlo de
insetos resultam muitas vezes de combinacdes de estratégias envolvendo misturas de
repelentes e atrativos (Figura 4) e, nos Ultimos anos, duas abordagens tém-se vindo a destacar
pela sua eficacia no combate a insetos vetores. Designadas por Lure and Kill (Atrair e Matar)
e Push-Pull (Empurra-Puxar), estas estratégias procuram impedir que os insetos alcancem
as culturas de arvores e as colonizem. No entanto, enquanto na estratégia Lure and Kill s&o
apenas usados atrativos integrados em armadilhas existentes no local, onde sdo capturados
ou mortos [55], na estratégia Push-Pull, além dos atrativos, sdo também usados repelentes
com o objetivo de afastar os insetos da area infetada, conduzindo-os para armadilhas ou

outras areas afastadas das culturas, sendo ai capturados ou extintos [29, 56].

As armadilhas usadas devem ter um design adequado, que permita simular o tronco das
arvores, e especifico para a espécie de interesse. As armadilhas do tipo multi-funil tém sido
bastante usadas para capturar diferentes espécies de cerambicideos [57]. Para a captura de

insetos M. galloprovincialis, tanto estas armadilhas como as de painéis cruzados (Figura 3),
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de silhueta preta ou transparentes, tém demonstrado ser eficazes, apresentando 0s maiores

indices de captura destes insetos [15, 27].

Figura 3 - Exemplos de armadilhas aplicadas no controlo do inseto vetor Monochamus
galloprovincialis. A esquerda: Armadilha do tipo multi-funil; a direita: armadilha do tipo

paineéis cruzados [58].

Por conseguinte, as formulagdes com compostos bioativos desenvolvidas para programas de
gestdo de pragas, além de ter uma boa biodisponibilidade e seletividade para os organismos-
alvo, devem ser de baixo custo, ter uma duracdo adequada, i.e., que ndo implique a
reaplicagdo frequente do produto, serem faceis de manipular e, quando aplicavel, serem

faceis de colocar nas armadilhas instaladas nas florestas [29, 59].

Armadilhas Multi-funil

Criacdo da faixa fitossanitaria Armadilhas multi-funil o
com Galloprotect 2D"
- 20 armadilhas de voo (atrativos: - Mais de 1000 armadilhas N°  insuficiente  de
terebintina + etanol) . wieieie €
armadilhas implantadas
2005
2006
. . . SALLOPROTECT"
Pesquisa de possiveis Produtos comerciais ¢ ) ITEC
vetores para controlo do NMP - Mais de 2000
. . o dilh: locad
- Controlo com armadilhas - Armadilhas de painéis ?;?rl:ti\lf'osfl'scair‘;?n(;;z::
de véo com etanol cruzados ¢ multi-funis £ )
eromonas
- Insctos do género - Gallowit®  (produto
Monochamus ainda nao comercial) ou misturas de
sdo considerados como atrativos com o-pineno.
praga etanol. ipsenol, ipsdienol

¢ metil-butenol.
Figura 4 - Evolucdo das estratégias de controlo com armadilhas e compostos bioativos
adotadas em Portugal, adaptado de ICNF (2013) [5].
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1.3. Desenvolvimento de formulagdes com compostos bioativos para

0 inseto vetor

Apesar das vantagens associadas ao uso de semioquimicos como os 0Oleos essenciais, em
substituicdo de substancias sintéticas, por serem substancias quimicas produzidas por
organismos Vivos, estdo bastante sujeitos a variabilidade uma vez que a sua composicao
quimica depende de fatores como o estado fisioldgico, a maturidade e o 6rgéo da planta onde
é sintetizado, das condi¢des climatéricas, do solo e das variagbes sazonais a que esta esta
sujeita, etc. [33]. Além disso, propriedades como o seu caracter altamente volatil e suscetivel
de sofrer alteracdo quimica e/ou bioldgica perante a exposicao a fatores ambientais, como a
radiacdo UV, a temperatura ou a fatores oxidativos [60, 61], fazem com que estas substancias
sejam rapidamente libertadas para o0 meio ambiente e, em geral, se degradem mais rapido do
que as substancias sintéticas [62]. Para que a sua utilizacdo em estratégias de controlo do
NMP seja eficaz, ainda é necessario ultrapassar algumas limitacoes, tais como questdes

relacionadas com a eficécia, a duragdo e 0 manuseamento do produto.

Por este motivo, é fulcral que a formulagdo do produto seja apropriada a substancias
altamente volateis e sensiveis, conferindo-lhes protecdo da influéncia de fatores de
degradacéo, e permitindo que a sua libertacdo ocorra a uma concentracao que esteja dentro
dos limites de detecdo do inseto, e a uma velocidade adequada ao tempo de duragédo desejada
para 0 produto. Idealmente, estas formulagdes devem ser de baixo custo, facilmente
aplicadas em conjunto com as armadilhas instaladas nos pinhais e permitir que a libertacao
dos compostos ocorra de forma controlada durante todo o periodo de véo dos insetos,
reduzindo assim 0s custos e esfor¢os associados a manutencao e reaplicacdo destes produtos
[63].

Apesar de em produtos comerciais como o Galloprotect® Plus (SEDQ, Espanha) os 6leos
essenciais tém vindo a ser utilizados no estado liquido, colocados dentro de recipientes
plasticos que permitem a sua libertacdo através da entrada do frasco, a rapida volatilizacéo
dos 6leos essenciais condiciona a duragao do produto, sendo muitas vezes inferior ao tempo
referido pelo fornecedor. Neste a&mbito, as formulacGes de libertacdo controlada de
ingredientes ativos tém demonstrado ser uma solucdo eficaz para suplantar muitas destas
limitacdes. Em particular, no caso de dleos essenciais este tipo de formulagdes permite

aumentar a biodisponibilidade, diminuir a taxa de volatilizacdo prolongando o tempo de
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libertacdo das formulagdes, melhorar a estabilidade quimica e térmica do produto e facilitar

nas etapas de processamento, armazenamento e manuseamento [64].

Aerossais, filmes, geis, tubos, saquetas e frascos de polietileno, dispositivos de membranas,
fibras ocas, redes impregnadas e formulacGes a base de cera, sdo algumas das formulacdes
solidas utilizadas no controlo de pragas sdo alguns exemplos de formulagdes utilizadas para
libertacdo de controlada de semioquimicos [44, 56, 65]. A tabela 2 reine alguns exemplos

onde estas formulacdes foram aplicadas para controlo de pragas.

As formulacdes de libertacdo controlada mais comuns sdo limitadas pelo mecanismo de
difusdo, entre as quais, de acordo com a forma como o ingrediente ativo é incorporado na
formulacdo, se podem distinguir sistemas do tipo reservatorio, em que o ingrediente ativo se
encontra concentrado no interior do sistema e que é envolvido por uma barreira difusional,
ou em sistemas monoliticos, nos quais o ingrediente ativo se encontra disperso ou dissolvido,

em geral, uniformemente numa matriz [66].

Em oposicao as formulagdes que utilizam um grande volume de ingrediente ativo e que para
isso fazem uso de grandes reservatorios, pode ser interessante ter uma matriz que permita
carregar um volume de ingrediente ativo inferior ao utilizado nos reservatorios e que ao
mesmo tempo essa propria matriz favorecesse a libertacdo. Deste modo, conseguir-se-ia
melhorar o produto ao economizar a quantidade de ingrediente ativo aplicada na formulagao
e ainda ter um produto de menores dimensdes. Isto pode ser possivel através do uso de

materiais porosos nos quais o ingrediente ativo se encontra disperso na matriz.

Os sistemas monoliticos macroporosos tém vindo a ser utilizados em diversas aplicagdes em
areas como a engenharia de tecidos e a libertacdo de farmacos ou de agroquimicos [67-69].
Nestes materiais, a difusdo do composto ocorre essencialmente através dos poros da matriz
e depende de parametros como o coeficiente de difusdo do ingrediente ativo, que esta
diretamente relacionado com a geometria do sistema (esférica, cilindrica ou em filme) [70],

0 tamanho de poros e a porosidade [66].
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Estas matrizes sdo constituidas por poros de diferentes dimensdes, que se podem distinguir
de acordo com o seu diametro (d) em micro (d<2 nm), meso (2<d<50nm) ou macroporos
(d>50nm), e de acordo com a quantidade de poros que apresentam, podem ser de alta, média
ou baixa porosidade. Além disso, estes poros podem estar interconectados, permitindo a
difusdo do ingrediente ativo através da matriz, ou podem estar separados impedindo o fluxo

da matéria nestes incorporada através da matriz, designados poros cegos [78].

A porosidade e tamanho de poros estdo relacionados com a area de superficie especifica e
sdo fatores limitantes da transferéncia de massa do ingrediente ativo na matriz. Assim,
quanto maior for o tamanho de poros e menor for a porosidade da matriz, menor sera a area

de superficie especifica e menor seré a taxa de difusdo do ingrediente ativo [79].

Deste modo, com materiais macroporosos consegue-se alcancar uma menor taxa de
libertacdo do que em materiais micro ou mesoporosos, uma vez que estes Gltimos apresentam
uma grande area de superficie especifica. Por conseguinte, 0 uso de materiais macroporosos

permite obter um produto com um maior tempo de duracdo do produto.

No entanto, a porosidade e a area de superficie especifica afetam ndo s6 a difusdo e a taxa
de libertacdo mas também a capacidade de carregamento de ingrediente ativo na matriz [80],
sendo que quanto menor for a porosidade e area de superficie especifica, menor serd a

quantidade de composto incorporado na formulacao.

Deste modo, através do controlo destes parametros, porosidade e area de superficie
especifica, é possivel controlar a taxa de libertacdo e a capacidade de carregamento de
ingrediente ativo na formulacdo, de forma a obter um produto com o tempo de duracao e
uma taxa de libertagcdo desejadas. De acordo com os dados encontrados na literatura, o tempo
médio de duracdo dos produtos comerciais € de 6 semanas [26, 81] e a taxa de libertacdo
deve estar entre 0,32 e 1000 mg/dia [48, 81].

A producdo de materiais monoliticos porosos tem sido feito através de técnicas como o
solvent casting e a extrusdo ou moldagem a quente [82]. No entanto, a estas técnicas estdo
associadas limitagcdes como, no caso do solvent casting, o uso de solventes organicos,
havendo o risco do produto final conter residuos deste solvente [82], ou a necessidade de
utilizar elevadas temperaturas durante o processamento, como no caso da extrusdo a quente

da PCL que requer o uso de temperaturas proximas de 80°C [83] e que, devido a natureza
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termol&bil dos Oleos essenciais, pode conduzir a volatilizagdo e a degradacdo destas
substancias. Neste ambito, o uso de tecnologias de processamento com fluidos supercriticos,
tém recebido cada vez mais atencdo [84]. Esta € uma tecnologia mais ecoldgica que 0s
processos convencionais, ndo exigindo o uso de solventes perigosos para 0 meio ambiente.
Além disso, uma vez que o fluido supercritico atua como um solvente e reduz as interagdes
intermoleculares entre as cadeias poliméricas, as temperaturas de fuséo e de transicao vitrea
dos materiais diminuem e, desta forma, consegue-se operar em condi¢des de temperatura
mais baixas e minimizar as perdas por volatilizacdo dos compostos durante o processo [82,
85, 86]. O CO2 supercritico tem sido um dos solventes mais utilizados, em especial por ser
inerte, e por isso ndo reagir com o polimero ou com o composto bioativo, e ndo ser toxico
[87, 88], 0 que o torna interessante para producdo de materiais para aplicacdo agricola [89,
90].

1.4. Estratégias para controlar a difuséo do(s) composto(s)

bioativo(s)

Além da geometria do sistema e da porosidade, a difusdo do ingrediente ativo através da

matriz depende ainda da sele¢do dos materiais que constituem a formulacéo.

Tendo em conta a aplicagdo em estudo e a natureza dos 6leos essenciais, deve optar-se por
materiais estaveis durante o tempo de utilizacdo, compativeis com o ingrediente ativo e que
permitam a sua libertacdo da matriz sem reagir com este. Além destas caracteristicas, 0s
materiais ndo devem ser toxicos para o meio ambiente e devem ser de baixo custo e faceis

de produzir ou obter, uma vez que podem ser necessarios em grandes quantidades [91].

A crescente preocupagdo com o meio ambiente exige o uso de polimeros biodegradaveis na
producéo de dispositivos agricolas. Deste modo, além de permitir que a libertagdo para o
meio ambiente decorra de forma controlada, o(s) polimero(s) utilizado(s) deve(m) degradar-
se de forma espontanea no meio ambiente por influéncia de fatores como a luz visivel e UV,

a temperatura, o vento, a humidade e a presenca de outros agentes bioticos [89].

Em relacdo aos materiais poliméricos que podem ser utilizados na producdo dos materiais
porosos com semioquimicos, apesar de polimeros biodegradaveis de origem natural, como

0 quitosano, a gelatina, o colagénio e alginatos terem vindo a ganhar destaque no mercado
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[92], limitagOes como a grande variabilidade a que estdo sujeitos, o custo elevado e a
dificuldade em processé-los, e a instabilidade que tendem a desenvolver ao longo do tempo,
ainda condicionam a sua aplicacdo [93, 94]. Para aplicacGes agricolas ainda é dada
preferéncia a utilizacdo de polimeros biodegradaveis de origem sintética como 0s
poliésteres, os polianidridos e as poliuretanas [95, 96]. Os polimeros sintéticos apresentam
ainda vantagens como uma maior reprodutibilidade e uma maior facilidade em controlar e

prever a composi¢ao quimica e o comportamento da matriz ao longo do tempo [93].

Em particular para o processamento de formula¢es com compostos volateis, tem sido dada
preferéncia a polimeros da classe dos poli(a-ésteres), como a poli-(e-caprolactona) (PCL),
o poli(acido lactico) (PLA), o poli(acido glicolico) (PGA) e o poli(acido lactico-coglicélico)
(PLGA). A sua grande afinidade com o CO; e as baixas temperaturas de fusdo e transicao
vitrea, que no caso da PCL sdo respetivamente de 60-64°C e -60°C [97], permitem a

aplicacdo do método de foaming/mixing para a producdo de matrizes porosas [98, 99].

Durante o processamento destes sistemas com materiais poliméricos, o ingrediente ativo
pode ficar incorporado adsorvido a superficie da matriz, volatilizado dentro dos poros ou
ainda dentro da rede polimérica (Figura 5). A entrada do ingrediente ativo nas cadeias
polimérica é consequéncia da diminuicdo da temperatura de transicdo vitrea (Tg) do
polimero durante o processamento, conduz a um aumento da mobilidade das cadeias,
causando a expansdo da rede polimérica e possibilitando assim a entrada do composto na

matriz por dissolucéo e a sua difusdo pela rede [66].

Deste modo, quando o material poroso é colocado no ambiente e fica exposto a influéncia
dos fatores que causam a sua degradacdo, a par da transferéncia de massa que ocorre pela
conveccao das moléculas de ingrediente ativo a adsorvida na superficie da matriz, e da
difusdo das moléculas incorporadas nos poros interconectados da matriz, ocorre ainda a

difusdo das moléculas retidas nos poros cegos da matriz e nas cadeiras poliméricas [100].

Uma vez que, 0 aumento da porosidade da matriz contribui tanto para a velocidade de difusao
do ingrediente ativo como para a velocidade de degradacdo das matrizes porosas, entende-
se que a através do controlo deste pardmetro é possivel controlar a cinética de libertacao da

formulacéo.
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Figura 5 - Representacdo esquematica dos mecanismos envolvidos na libertagdo de

compostos volateis (®) através de matrizes poliméricas porosas.

Assim, além da selecdo do material polimérico, tém sido adotadas estratégias que permitem
controlar a difusdo e a degradacao dos materiais porosos através do controlo de parametros
como a porosidade a fim de alcancar um perfil da cinética de libertacdo adequado as
especificacbes de desempenho do produto. Algumas destas estratégias recorrem ao uso de
aditivos no processamento das matrizes poliméricas, tais como plastificantes, solventes
porogénicos [101, 102] materiais de enchimento [103, 104] ou ainda ha aplicacdo de um
revestimento [105]. Para esta aplicacdo em especifico, a adicdo de materiais de enchimento
pode ser uma estratégia interessante uma vez que permite controlar tanto a taxa de libertacdo
e a capacidade de carregamento de 6leo na matriz como ainda promover a degradabilidade

das formulagGes.

Em suma, embora o uso de produtos comerciais de compostos semiogquimicos, como 0
Galloprotect 2D® ou Plus (SEDQ, Espanha) ou o Gallowit® (Witasek, Austria) em
associacdo com armadilhas, pareca ser uma estratégia de controlo promissora no combate ao
inseto vetor do NMP [106], ainda é necessario ultrapassar limitagdes como a baixa eficacia
no controlo dos insetos derivado da baixa eficiéncia em manter a libertagdo dos compostos
com atividade biologica em niveis de concentracdo dentro dos limites de detecdo dos insetos,

por periodos de tempo superiores a 6 semanas e a dificuldade de reaplicacdo dos produtos.
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Assim, o objetivo deste trabalho é desenvolver novas formulagfes de base polimérica,
biodegradaveis, para serem aplicadas em conjunto com armadilhas florestais comerciais, e
que permitam controlar a libertacdo de compostos semioquimicos naturais, com atividade
atrativa ou repelente para o inseto vetor do NMP, por um periodo superior a 6 semanas e

uma taxa de libertacdo entre 0,32 e 1000 mg/dia.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Materiais

A poli-(e-caprolactona) (PCL), adquirida na forma de pellets com um peso molecular (Mw)
de 45000g.mol™?, a acetona (pureza > 99,5%), o a-pineno (pureza > 97%) e o eucaliptol
(pureza > 99%) foram obtidos da Sigma-Aldrich. O metanol HPLC (pureza > 99,9%) usado
na preparacdo dos pos de PCL foi fornecido pela Carlo Erba. A serradura de pinheiro foi
obtida de uma serracéo local e a cera de carnatba com pureza do Tipo 1 da Stévia Comercial
Ltda (Brasil). O CO2 (pureza > 99,998 %(v/v)), utilizado durante o processo de foaming, foi
fornecido pela Praxair (Espanha). Em relacdo aos materiais testados para o revestimento, a
resina Polidisp 6320 foi obtida da Resiquimica, a resina da Ceska®WL da CSK Food
Enrichment, a cera Paradip™ Red L2 da Paramelt e a parafina e a estearina da Glicerina e
Parafinas de Portugal. Também as fibras SPME PDMS/DVB Stableflex e PDMS/DVB
CAR, utilizadas durante os ensaios de cromatografia gasosa, foram obtidos da Supelco —
Sigma-Aldrich. Por ultimo, o acetato de etilo LC-MS (pureza > 99,7) e o NaOH, obtido em

pellets, foram adquiridos, respetivamente, da Fluka e da Akzonobel Eka.

Tabela 3 - Propriedades e caracteristicas de interesse de alguns dos materiais usados.

Composto Férmula quimica Densidade (g.cm®)  Outras propriedades Ref.
) 0,859 Ts = -55°C;
a-pineno CioH16 [107]
(a 20°C) Te=155-156
Poli-(e-caprolactona) T =58-60 °C;
(CeH1002)n 1,145 [86]
(PCL) Ty =-60
Ponto Critico:
Dioxido de Carbono CO; 0,85 P.=73,8 bar; [108]
(a 45°C e 189bar)
T.=31,1°C
Cera de carnauba - 0,97 T;=82-86°C
Serradura de
pinheiro
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2.2. Processamento das formulacdes

As formulagdes desenvolvidas funcionam como difusores de a-pineno (Figura 6) e
consistem em compdositos compostos por um polimero biodegradavel (PCL) e cera de
carnauba ou serradura, em diferentes proporcdes. As matrizes foram processadas por
foaming/mixing com CO- supercritico de forma a obter uma matriz porosa e cilindrica. A
PCL é um poliéster semi-cristalino, insolivel em agua e com baixas temperaturas de fuséo
e transicdo vitrea e um comportamento hidrofobico, apresentado por isso afinidade com os
oOleos essenciais [85, 108]. Além disso, este polimero de baixo custo [109], ja foi utilizado
em diversos trabalhos para o processamento de formulagBes para indUstrias como a
farmacéutica, cosmética e agroquimica [109-112], em particular, recorrendo a tecnologia de
foaming com scCO, [113-116].

Uma vez que a adigdo de diferentes materiais resulta em diferentes interagdes da matriz tanto
com 0 a-pineno como no ambiente, com a adi¢ao cera ou serradura procura-se aumentar o
carregamento de a-pineno na matriz, modular a cinética de libertacdo do volatil,
prolongando o tempo de libertacdo da formulacdo, e favorecer a degradacdo da matriz no
meio ambiente. A selecdo destes materiais teve por base a sua origem natural e o facto de
ndo representarem um risco para 0 meio ambiente e estarem disponiveis no mercado a um
baixo custo. Além disso, a serradura de pinheiro € um dos principais residuos da industria
da madeira [117] e a cera é um composto comercial lipofilico, com 6leos essenciais na sua
constituicdo, ja utilizado em diversas industrias, incluindo em formulag6es para controlo de
pragas [103, 118].

Por fim, e ainda com o objetivo de controlar a libertacdo do a-pineno, as matrizes polimérica
foram revestidas com uma pelicula de uma resina de base aquosa comercial, permeavel a

saida do 6leo.
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Figura 6 - Diagrama de desenvolvimento de um difusor de o-pineno.

Pré-preparacdo dos materiais

Numa primeira etapa, foi necessario transformar pellets de PCL em p6s com uma
distribuicdo de tamanhos entre 500 e 850 um, seguindo a metodologia descrita por Matos
(2013) [115]. A serradura foi previamente seca numa cAmara a 25°C, de forma a diminuir o
teor de humidade e, assim como a cera, foi selecionada para obter particulas com a mesma
distribuicdo de tamanhos dos pés de PCL. Posteriormente, as particulas de cera ou serradura
foram misturadas com o volume de a-pineno que foi mais tarde utilizado no processamento
dos materiais compositos. As particulas de cera ou serradura ficaram imersas no o-pineno
por um periodo de 12 h, para que ficassem saturadas de 6leo antes do processamento e, SO

apos este tempo foram adicionados os pés de PCL.

Processamento com CO2 supercritico

O processamento dos difusores de a-pineno com as composic¢des indicadas na Tabela 4, foi
feito de acordo com os trabalhos de Churro (2015) e Rosa (2013) [113, 114], a uma pressao
de 189 bar e a 45°C [68]. As amostras foram deixadas em contacto com o scCO- durante 2h
e a despressurizacao da célula foi feita a uma taxa de 10bar/min [68]. Foram produzidas pelo

menos duas réplicas para cada ensaio.
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Tabela 4 - Composicao das diferentes formulagdes processadas.

Composicéo !:ormulagao
(PCL : a-pineno : cera : serradura)

(1) PCL (1:0:0:0)

(2) PCL + a-pineno (1:1,02:0:0)

(3) PCL + cera + a-pineno (0,70:0,30:0:1,02)

(4) PCL + serradura + a-pineno (0,85:0:0,15:1,02)

(5) PCL + serradura + a-pineno (0,75:0:0,15:1,02)

(6) PCL + serradura + a-pineno (0,80:0:0,25:0,25)

Pos-processamento

As matrizes com o-pineno, depois de processadas, foram pesadas e mantidas numa camara
a 25°C, dentro de frasco hermeticamente fechado e previamente saturado com a-pineno, de
forma a evitar a saida de composto volatil devido ao gradiente de concentragdo que se

formaria com o exterior, até posterior utilizagéo.

Com o0 objetivo de criar uma nova resisténcia a saida do composto volatil da matriz e
prolongar o tempo de libertacdo do difusor, foram feitas réplicas das formulacdes com
composicdo (2), (3) e (4), as quais foi adicionada uma pelicula de resina a superficie externa.
Optou-se por apenas fazer o revestimento das amostras com a mesma massa da composi¢ao
inicial (1 g) de forma a ser comparavel o efeito do revestimento na modulacéo da difusdo do

composto volatil.

Para a selecdo do material do revestimento, foram previamente testados diferentes materiais
que incluiram materiais naturais e sinteticos, tipicamente usados em revestimentos de
formulacdes na inddstria alimentar (ANEXO 1). Tendo em conta o objetivo da formulagéo e
a aplicacdo em estudo, o material ideal deveria cumprir requisitos como: ser biodegradavel
e, assim como os seus produtos de degradacdo, ndo ser nocivo para 0 ambiente, ser
permedavel a saida do composto volatil, ter afinidade com a matriz, permitindo a sua adesao
mas sem ocorrer reagdo com a matriz ou com o ingrediente ativo e, por fim, formar solugbes
de baixa viscosidade. De um ponto de vista mais técnico, este material deveria ser de baixo

custo, facil de aplicar e secar, de forma a ndo ocorrerem grandes perdas de volateis durante
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0 processo [86]. Depois de uma andlise a todos estes fatores, optou-se por utilizar uma resina
com 45% de solidos, constituida por copolimeros de vinil-acetato e éster dibutilico de &cido
maleico. A resina Polidisp 6320 (Resiquimica) foi utilizada com uma dilui¢do de (5:1), de
forma a tornar a mistura menos viscosa e mais facil de aplicar, de secar e formar peliculas

de menor espessura.

As matrizes poliméricas foram revestidas pelo método de deep-coating e foram secas
utilizando 2 secadores de 1900 W, na posi¢do 2, durante 15 min. Os secadores foram
colocados em lados opostos e a cerca de 30cm da amostra, criando-se uma atmosfera
envolvente a uma temperatura de, aproximadamente, 30 °C. As amostras foram pesadas

antes e depois do revestimento ser aplicado.

E de notar que as formulacdes as quais foi aplicado o revestimento s&o identificadas por (*).

2.3. Caracterizacdo dos materiais desenvolvidos

2.3.1. Anélise morfoldgica e fisica

Nesta etapa foram realizados um conjunto de anélises e testes de forma a compreender a
micro e a macroestrutura das matrizes produzidas, bem como outros parametros fisicos que
permitissem analisar a capacidade de carregamento e a taxa de libertacdo das formulacdes e

a degradabilidade do produto final. As amostras foram analisadas em duplicado.

A Tabela 5 reine um resumo dos parametros determinados e da respetiva técnica,

especificacOes e equipamento usado nos ensaios.
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2.3.2. Cinética de libertacdo do a-pineno

A andlise do perfil de libertacdo de a-pineno pelos difusores foi feita por duas vias: através
da perda de massa das amostras e da concentracdo e anélise dos volateis emitidos ao longo
do tempo. Para isso, recorreu-se a analise gravimétrica e cromatografica das amostras, € a
técnica de microextracdo em fase solida (SPME). As amostras foram analisadas em
duplicado para a técnica de gravimetria, enquanto que para a cromatografia foi analisada

apenas uma amostra de cada composicao.

2.3.2.1. Analise gravimétrica

As amostras analisadas por esta técnica foram retiradas do frasco saturado com a-pineno,
onde foram mantidas por um periodo de 12 h, a exce¢do das amostras sem a-pineno, e
passaram a ser pesadas numa balanca analitica, a cada hora, durante as primeiras oito horas,
e a cada 24 h nas duas semanas seguintes — periodo a partir do qual a perda de massa de dia
para dia deixou de ser significativa. Apos este tempo, as amostras foram pesadas de 1 em 1
semana durante 7 semanas, sendo que depois deste tempo de ensaio os valores se mantiveram
constantes. No entanto, ao fim de 25 dias de ensaio, uma réplica de cada amostra foi
analisada por cromatografia gasosa, recorrendo a técnica SPME, com o objetivo de avaliar
se continuava a ocorrer libertacdo de a-pineno, uma vez que esta técnica é seletiva, mais

sensivel e tem um limite de dete¢do maior.

Durante o tempo de ensaio as amostras foram deixadas expostas ao ar, numa sala onde a
temperatura média durante o tempo do projeto manteve-se a 19 °C. A porta da sala foi

deixada aberta de forma a fomentar a circulagédo do ar.

A partir dos resultados obtidos, foi possivel calcular a eficiéncia de incorporacéo de -
pineno durante o processamento, definida pela massa de o-pineno incorporada, que se

considerou ser igual @ massa de a-pineno utilizada na preparacéo da amostra (1,02 g).

Para conhecer o perfil de libertacdo de volateis de cada amostra, a partir dos dados obtidos
gravimetricamente, foram determinados os pardmetros que caracterizam a cinética de
libertacdo aplicando o modelo de Korsmeyer-Peppas’. Este modelo, baseado na Lei de Fick

para a difusdo, foi aplicado aos dados obtidos pela analise gravimétrica e que correspondem
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a uma libertagdo igual ou inferior a 60% (M¢/M»<0,6) [119]. O modelo, que pode ser
aplicado a matrizes de geometria cilindrica insolUveis em agua, é descrito pela equagao (1)
onde M, traduz a massa de volateis emitida num tempo t, M., a massa total libertada, k €
uma constante cinética relacionada com a estrutura e geometria do dispositivo e n é um

parametro relacionado com o mecanismo de libertacdo.

&zktn 1
T (1)

o)

2.3.2.2.  Analise cromatografica (SPME — GC-MS/FID)

Com o objetivo de simular como decorreria a libertagédo de a-pineno pelo produto quando
exposto as condi¢cGes do meio ambiente, as amostras foram colocadas num tdnel de vento
com uma atmosfera envolvente mais aproximada da que se faz sentir nas florestas. De forma
a inferir sobre a concentracdo de o-pineno que era libertada pela formulacdo ao longo do

tempo, recorreu-se a técnica de SPME e a anélise cromatogréfica por GC/MS-FID.

Na Figura 7 encontra-se esquematizado o sistema do tunel utilizado. A amostra foi colocada
a 25 cm da entrada de um tdnel de PVC, de geometria cilindrica, e com 2m de comprimento
e 20 cm de raio. Na entrada do tanel foi colocada uma ventoinha que cria uma corrente de
vento de 0,4 m/s. A outra extremidade do tunel foi direcionada para uma hotte (HL-ST01

Laborial). O ensaio decorreu a uma temperatura média de 20 + 5 °C.

Para o calculo da concentracdo de a-pineno emitido ao longo do tempo pela técnica de
SPME, foram expostas fibras de SPME ao ambiente do tdnel (a 1,75 m da entrada do tunel
e a 6cm de distancia da parede) em intervalos de tempo regulares. O tempo de exposic¢éo das
fibras (tempo de sorcdo) foi de 30s. As fibras foram, posteriormente, analisadas por
cromatografia gasosa, utilizando o equipamento GC (7890 Agilent Tchnologies) acoplado a
um detector FID, e uma coluna DB5 (30 m x 320 pum x 0.25 pm). O solvente hélio foi
mantido a um caudal de 1,02 mL/min. A temperatura do injetor foi de 250 °C, temperatura
do detector de 300 °C, com taxa de aquecimento de 3 °C/min, a partir de 60 até 105 °C [130].
Para a analise das fibras, o tempo de exposicao (tempo de dessor¢do) foi de 3min e o tempo
total de corrida foi de 14,30 min. Antes do inicio de cada ensaio foi feito um branco do tanel
e das fibras SPME de forma a saber se 0s compostos presentes no tinel e nas fibras poderiam

aparecer no espetro com o mesmo tempo de retencdo que 0 a-pineno, evitando assim uma

34



sobre-quantificacdo da concentracdo de composto volatil emitida. Pelo mesmo motivo, além
de no inicio do ensaio, foram feitas limpezas das fibras a cada 24 h.

Fibra

A
=
[
[¥2]
3

Y

\ 4

< 20m

Figura 7 - Esquema ilustrativo do tunel de vento utilizado no ensaio para avaliar a

libertac&o de o-pineno em condigGes de vento controladas.

2.4. Degradacao dos bioativos e do produto final

Degradacdo dos bioativos: a-pineno e eucaliptol

Diversas investigacdes tém sido feitas acerca do efeito de fatores ambientais como a radiacdo
e a temperatura na degradacdo de Oleos essenciais como 0 a-pineno, 0 que poderia
influenciar a eficacia do produto apresentado neste projeto [120]. Com o proposito de avaliar
0 comportamento do a-pineno durante o tempo de aplicacdo em campo e perante a exposi¢ao
a estes fatores, foram realizados testes onde se sujeitaram diferentes amostras de 6leo a
incidéncia de radiacdo UV e a diferentes temperaturas (25 °C e 40 °C). Além do a-pineno,
foi também estudado o efeito no eucaliptol, uma vez que este 0leo poderia vir a ser
incorporado em formulacdes semelhantes as desenvolvidas, para casos em que o produto

funcionasse enquanto repelente de insetos.

Para avaliar a influéncia da radiacdo, foram preparadas dilui¢fes de 1 mg/mL de a-pineno
em acetato de etilo, das quais foram retirados 4 mL e inseridos em frascos de vidro
transparentes. Estes frascos foram selados e colocados dentro de uma camara UV (BS-02),
constituida por quatro tubos de cada tipo de radiacdo, UVB e UVC. O ensaio foi feito a

temperatura ambiente e os frascos foram colocados deitados, de forma deixar exposta a
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maior area de liquido possivel. Foram feitas 2 réplicas de cada amostra, que foram retiradas
da camara em diferentes intervalos de tempo, tal como indicado na Tabela 6.

Para o estudo do efeito da temperatura, o procedimento foi semelhante. Contudo, os frascos
de vidro das amostras colocadas em camaras a 25 ou a 40 °C foram embrulhados em folha
de aluminio, para que ndo houvesse influéncia da exposicdo a radiacdo. As temperaturas
usadas no ensaio foram definidas de acordo com a temperatura minima e méxima atingidas

ao longo do dia nas florestas portuguesas (24 °C e cerca de 40 °C, respetivamente) [121].

A composicdo das amostras foi determinada por cromatografia gasosa, recorrendo ao
GC/MS e a influéncia na degradacdo dos 6leos a exposi¢do destas condi¢des foi avaliada
comparando os espetros das amostras que tinham sido sujeitas a diferentes tempos de

exposicao.

Neste ensaio foi utilizado o equipamento GC acoplado a um detector de massa (7890 Agilent
Technologies) e uma coluna DB5-MS (30 m x 250 pm x 0.25 pum). O solvente hélio foi
mantido a um caudal de ImL/min. A temperatura do injetor foi de 250 °C, o foi mantido a
50 °C por 5 min com aquecimento de 10 °C/min até 270 °C, temperatura a qual fica por 5

min.
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Tabela 6 - Identificacdo das condi¢cdes de temperatura ou radiacdo a que as amostras de a-

pineno e eucaliptol foram sujeitas e o respetivo tempo a que esteve exposta a estes fatores.

Condicd@es de teste Tempo de exposicao (h)
Controlo -

24 (1 dia)
25°C 168 (1 semana)

5040 (1 més)
24 (1 dia)
168 (1 semana)

40°C 336 (2 semanas)
5040 (1 més)
5184 (1 més e 6 dias)
24 (1 dia)
168 (1 semana)

Radiacao

uvB+UVC
5040 (1 més)

Degradacdo do produto final

De forma a analisar como decorreria a degradacdo do produto final, quando sujeito as
condicdes do meio ambiente, foi realizado um teste de degradacdo hidrolitica acelerada que
seguiu a metodologia descrita por Lam et al. (2008) [122]. De forma a garantir a
humidificacdo de toda a amostra, antes do inicio do ensaio, 2 réplicas de cada amostra foram
pesadas (Mamostra seca), Passadas por uma seringa com agua MiliQ e deixadas imersas por um
periodo de 12 h. As amostras foram novamente pesadas (Mamostra humida) €, pPOSteriormente,
imersas em 100 mL de uma solucdo de NaOH 5 M e deixadas num termoshaker (THO 500/1,
Gerhardt Analytical Systems) a 100 rpm e a 37 °C. Para avaliar a perda de massa ao longo
do tempo, as amostras foram pesadas em intervalos de 1 h durante as primeiras 8 h e a cada

4 h nos dias seguintes até que ndo se verificasse perda de massa significativa.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Embora a proposta inicial deste projeto incluisse a preparacdo de formulagcBes com
compostos atrativos e repelentes para o inseto vetor do NMP, dado o tempo disponivel para

a sua realizacao, apenas foi possivel estudar e desenvolver formula¢Ges com o a-pineno.

Este capitulo serd focado no estudo das propriedades fisicas e morfoldgicas dos difusores
de a-pineno desenvolvidos e que permitem avaliar o seu desempenho e duracédo, tendo em
conta o objetivo do projeto de conseguir carregar a matriz porosa com uma quantidade de o-
pineno suficiente e controlar a sua libertacdo para o meio ambiente de forma a obter um
produto final com uma taxa de libertacdo constante, entre 0,32 e 1000 mg/dia [48, 81], em
concentragOes eficientes e por um longo periodo de tempo (superior a 6 semanas). Estes
parametros foram estabelecidos de acordo com os produtos comerciais atualmente usados

no controlo do inseto vetor M. galloprovincialis.

3.1. Caracterizacdo morfoldgica

Analise macroscépica e microscopica

Nas Figuras 8 e 9 sdo apresentadas imagens macro e microscopicas, respetivamente, das
estruturas produzidas, onde se podem distinguir as diferencas morfoldgicas causadas pela
adicdo de outros compostos como 0 a-pineno, a cera, a serradura e a pelicula de

revestimento, as matrizes de PCL.

Analisando as diferencas morfologicas das matrizes porosas processadas com 1 g de PCL
(Figura 8A), torna-se evidente que com a adi¢do de a-pineno a matriz se obtém estruturas
com maior volume, nomeadamente maior altura, e com poros de maiores dimensdes. Este
efeito porogénico do a-pineno pode ser comprovado tanto nos resultados obtidos por SEM
(Figura 9), como nos resultados obtidos por intrusdo de mercurio e adsor¢do de azoto,
nomeadamente pela maior area total de poros e pelo maior volume de poros que a formulagao
(1: 0:0: 1,02) apresenta quando comparado com os da formulacéo (1: 0 : 0 : 0) que serdo

mais a frente discutidos.
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Ainda nas imagens obtidas por SEM, tornam-se ainda evidentes duas caracteristicas comuns
entre as estruturas produzidas: os poros de formato irregular e uma superficie também
irregular, constituida por microporos que ndo séo visiveis nas imagens macroscopicas. A
existéncia destes microporos na superficie de poros de maiores dimens@es, contribui para o
aumento da area superficial da matriz o que, de acordo com o verificado por Rodel, M., et
al. (2018) pode favorecer a adsorcdo das moléculas de o-pineno e, consequentemente,

aumentar a capacidade de carregamento de 6leo na matriz [123].

Por outro lado, na estrutura da formulacao (1 : 0 : 0 : 0), com as ampliacGes de 200 e 500 X,
e daformulagéo (1:0:0:1,02)*, com uma ampliacdo de 50x, pode constatar-se a existéncia
de poros cegos e poros interconectados. Embora a existéncia de poros conectados seja
fundamental para que ocorra a difusdo dos volateis através da matriz [124], a presenca de
poros cegos onde o volatil fique incorporado pode também ser importante para o controlo
da taxa de libertagdo, permitindo que a difusdo do gas retido dentro destes poros ocorra

durante a degradacéo da matriz.

Observando as imagens macroscépicas das diferentes formulagdes, verifica-se que enquanto
as matrizes constituidas apenas de PCL apresentam um aspeto homogéneo, o aspeto das
estruturas com cera e serradura é mais heterogéneo. Tanto nas imagens macro como
microscopicas, pode facilmente distinguir-se as particulas de cera ou serradura da parte

polimérica da matriz.

Tal como acontece quando ¢ adicionado 6leo & matriz, também a adigdo destes materiais
provoca alteracfes nas dimensdes da matriz, na porosidade e no didmetro dos poros
formados. Nas imagens macroscépicas dos compdsitos com cera podem observar-se as
particulas de cera alojadas dentro dos poros formados ao longo de toda a matriz e 0 menor
volume, nomeadamente a altura, destas estruturas em relacdo ao da formula¢édo (1:0:0:
1,02). No entanto, embora ndo seja observavel a nivel macroscopico, nas imagens obtidas
por SEM da formulag&o (0,70 : 0,30 : 0 : 1,02)* com uma ampliagdo de 1000x, é também
possivel identificar regiGes da matriz cobertas por uma camada de cera fundida. Deste modo,
embora se verifique que durante o processamento a cera fique maioritariamente no estado
solido dado a sua temperatura de fuséo ser bastante superior a da PCL (Tabela 3), as porcdes

de cera fundida encontradas na superficie da matriz demonstram que as condic¢Ges de
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temperatura e pressdo usadas na tecnologia com CO; supercritico permite fundir

parcialmente a cera usada na mistura.

Em relacdo a diferenca no tamanho de poros formados, os resultados apresentados na Figura
8 mostram que o didmetro dos poros das matrizes dos compositos de cera se situa em gamas
de tamanhos mais baixas do que quando as matrizes com a.-pineno sdo apenas constituidas
por PCL.

Por outro lado, nas imagens macroscépicas das matrizes com serradura pode constatar-se
que se forma uma pelicula no exterior da matriz de PCL, que ndo se formava nas outras
formulaces, e que reveste 0s poros existentes na superficie externa da matriz. O facto de os
poros ficarem cobertos, pode resultar como uma barreira & saida do a.-pineno incorporado e,
consequentemente, diminuir a taxa de libertacdo destas formulacdes. Além disso, na Figura
10 verifica-se que esta pelicula é mais compacta no caso das formulagGes (0,75:0: 0,15 ;
1,02)e (0,85:0:0,15;1,02).

Por outro lado, comparando a morfologia das matrizes produzidas com serradura em
diferentes proporcdes (Figura 10), verifica-se que com o aumento da quantidade de 6leo
utilizado no processamento, as particulas de serradura tendem a ficar alojadas na base da
matriz e menor € a altura da matriz e o diametro dos poros formados. Embora ndo tenham
sido encontrados valores para a densidade da serradura de pinheiro na literatura, a tendéncia
da serradura se depositar na base da matriz sugere que este material tem maior densidade do
que a PCL. Analisando a formulacg&o (0,80 :0:0,25:1,02), é visivel uma grande distribuicdo
de tamanhos de poros, destacando particularmente dois poros de dimensdes bastante
superiores as dos poros formados nas matrizes com outras propor¢des da mistura serradura
e PCL.

43



(0,80:0:0,25:0,25) (0,75:0:0,15:1,02) (0,85:0:0,15: 1,02)

50x

200x

Figura 10 - Imagens obtidas por microscopia eletronica de varrimento (SEM) dos

compositos com serradura em diferentes proporcdes.

Nas imagens microscopicas dos compdsitos com serradura (Figura 11), pode mais uma vez
observar-se a superficie bastante microporosa destas estruturas e ainda constatar-se que com

0 aumento da proporc¢ao serradura : PCL, a estrutura da matriz torna-se mais fibrosa.

Nas imagens micro e macroscopicas das formulagcdes com revestimento apresentadas na
Figura 12, pode observar-se que a fina camada de revestimento que se forma, fica
principalmente adsorvida a superficie externa da matriz. No entanto, na ampliacdo da
formulacdo (1: 0: 0: 1,02)* € possivel distinguir situacdes em que a pelicula fica apenas na
superficie dos poros ou situacdes em que enche completamente o seu interior. Por outro lado
por ser visivel que apenas uma pequena quantidade de resina alcanga 0s poros internos,
pensa-se que este composto néo ird interferir com o volatil incorporado no interior da matriz.
O facto de esta pelicula ficar adsorvida a superficie da matriz sugere que com a aplicacdo do
revestimento se consegue diminuir a area de superficie especifica da matriz exposta ao
ambiente e assim reduzir a taxa de libertagcdo de o-pineno. Estes dados sdo confirmados

através dos resultados obtidos pelas técnicas de intrusdo de mercdrio e adsorgéo.
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Intrusdo de Mercurio e Adsorcao de Azoto

Através das técnicas de intrusao de mercurio e adsorcao de azoto foram obtidas informacdes
acerca da porosidade, densidade, area de superficie (BET) e densidade das amostras. Estes
parametros fortemente relacionados com a capacidade de carregamento de 6leo e a taxa de
libertacdo de cada formulagdo, foram compilados na Figuras 12 e sdo apresentados
individualmente no ANEXO IV.

Analisando os resultados obtidos para as formulagfes (1:0:0:0)e(1:0:0:1,02) (Figura
12A) verifica-se que, com a adicdo do composto bioativo, ocorre uma reducéo de cerca de
20% da porosidade da matriz e uma diminuicdo da area de superficie (BET) de 1,57 £ 0,30
para 1,04 + 0,37 m2.g’t. Como consequéncia da reducéo da porosidade, ha um aumento da
densidade bulk, uma vez que é calculada tendo em conta a parte sélida e os poros da matriz.
Pode ainda verificar-se um aumento do volume de poros de 1,51 + 0,30 cm®.g™* para 5,51 +
0,36 cm®.g quando se adiciona a-pineno a formulagdo, que demonstra o efeito porogénico

deste composto.

As diferencas de resultados das formulagbes (1:0:0:1,02) e (1:0:0: 1,02)* mostram
que a aplicacdo de uma camada de revestimento conduz a uma reducéo de cerca de 12% da
porosidade e a uma diminuicdo do volume de poros para 2,78 + 1,69 cm®.g™ . Uma vez que
a porosidade é um dos fatores determinantes da taxa de libertacdo dos sistemas matriciais
[123], a diminuicdo destes parametros sugere que a aplicacdo do revestimento permitira

cumprir o objetivo de reduzir a taxa de libertacao dos difusores.
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Por outro lado, o estudo da influéncia da adi¢do de materiais como a cera e a serradura a
composicdo da matriz polimérica, pode ser estudada comparando os resultados dos difusores
com a mesma massa de base sélida (1g). Estes resultados demonstraram que ao aditivar as
matrizes com cera ou serradura, representadas pelas formulacdes (0,70 : 0,30 : 0: 1,02) e
(0,85:0:0,15: 1,02), promove-se um decréscimo na porosidade da matriz de 42,80 + 3,00
% para 38,91 + 0,82 e 34,42 + 2,15 %, respetivamente. Os compdsitos produzidos
apresentam também menor area de superficie (BET) e menor volume de poros. A diminuigdo
destes parametros, diretamente relacionados com a taxa de libertacdo dos difusores,
permitem inferir que ao adicionar estes compostos a matriz sera possivel prolongar a emissao
de a-pineno. Contudo, de acordo com o que foi observado por Rodel et al. (2018), a
diminuicdo a porosidade e a area de superficie (BET) pode implicar uma redugdo da
capacidade de incorporagdo de 6leo na formulagdo uma vez que estes parametros também

estdo relacionados com a capacidade de adsorcao das moléculas de a-pineno a matriz [123].

Uma vez que ja foi demonstrado o efeito da adi¢do de a-pineno na porosidade da matriz, a
influéncia do teor em serradura nas matrizes dos compositos foi avaliada apenas a partir das
formulagbes (0,75:0:0,15:1,02) e (0,85: 0:0,15: 1,02), por terem a mesma quantidade
a-pineno. A comparagdo dos resultados permitiu concluir que com o aumento da fragdo
(PCL : serradura) ocorre uma ligeira diminuicdo tanto da porosidade como da area de
superficie (BET) da matriz, respetivamente de 36,24 + 0,96 % e de 0,87 + 0,05 m2.g™ para
34,42 + 2,15 % e 0,80 + 0,04 m2.g™t. Assim, espera-se que a formulacéo (0,85 :0: 0,15 :
1,02) esteja associada uma menor taxa de libertacdo mas também uma menor capacidade de
carregamento de 6leo na matriz. Contudo, é importante ndo esquecer que a diminuicdo da
quantidade de polimero também implica uma reducdo da quantidade de a-pineno que pode

ficar retido nas cadeiras poliméricas, o que afeta a quantidade de 6leo incorporado.

Da mesma forma que se observou que a aplicacdo de revestimento & formula¢do (1:0:0:
1,02) resultava numa diminuicdo dos parametros condicionantes da taxa de libertacdo do
difusor, também as matrizes aditivadas com cera ou serradura apresentaram valores
inferiores de porosidade, area de superficie (BET) e volume de poros quando eram
recobertas por uma pelicula de resina. Esta diminuigdo sugere mais uma vez, que a aplicagao
do revestimento permite reduzir a superficie disponivel para a saida do a-pineno adsorvido

a matriz e, consequentemente, a taxa de libertacdo das formulagdes.
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Além disso, pode ainda observar-se uma ligeira diminuicdo na densidade skeletal das
formulacGes aditivadas com cera (Figura 12), uma vez que este material tem uma densidade
inferior a da PCL (Tabela 3). Por este motivo, e apesar de terem menor porosidade e volume
de poros do que a formulacao (1: 0:0: 1,02), as matrizes (0,70 : 0,30 : 0 : 1,02) apresentam
uma densidade bulk 0,02 + 0,04 g.cm™ menor. Por outro lado, comparando a diferenca de
densidades skeletal entre as formulagées (0,80 : 0 : 0,25 : 0,25), (0,75:0:0,15:1,02) e
(0,85:0:0,15:1,02), verifica-se que 0 aumento do teor em serradura conduz a um aumento
da densidade skeletal da matriz, podendo concluir-se que a serradura sera mais densa do que

parte polimérica.

Adicionalmente ao efeito plastificante do CO; [113], e como se pode observado nos
resultados da andlise macroscopica e microscopica, 0 a-pineno também atua como
plastificante, baixando temporariamente a temperatura de transi¢do vitrea da PCL [68], e
como agente porogénico. Deste modo, com a adicdo do volatil a matriz promoveu-se a sua

degradacéo, o que pode ser verificado pelos resultados da analise SDT.

3.2. Caracterizagao termogravimétrica

A incorporacdo de oa-pineno durante o processamento pode ocorrer por adsor¢do das
moléculas a superficie da matriz ou por incorporagdo dentro das cadeias poliméricas ou das
particulas de cera ou serradura adicionadas a matriz, em particular durante as 12 h que
estiveram imersas em a-pineno antes de serem processadas. Por outro lado, no caso das
moléculas adsorvidas a superficie da matriz, estas podem ainda ficar dentro de poros
interconectados ou, como pode ser observado por SEM, dentro de poros cegos. A saida de
volateis da formulagdo processa-se por duas fases. Na primeira ocorre a libertagdo das
moléculas adsorvidas a superficie externa da matriz por conveccdo e a difusdo do 6leo
incorporado nos poros interconectados existentes no interior da matriz, através dos quais se
gera um fluxo de matéria que atinge o exterior. A segunda fase acontece durante a
degradacdo da matriz onde ocorre a difusdo do composto incorporado nos poros cegos da

matriz, entre as cadeias poliméricas ou nas particulas de cera ou serradura.

Uma das estratégias para conseguir que a maior quantidade possivel de composto seja
libertado da formulagdo em tempo Util e ainda assim manter a taxa de libertagdo num nivel

adequado ao controlo do inseto vetor (0,32 — 1000 mg/dia) por um periodo superior a 6
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semanas, passa por conjugar estas duas fases de libertacdo do composto. Assim, com a
adicdo de materiais como a cera e a serradura & matriz, espera-se conseguir promover a

degradacédo da formulacéao e antecipar a saida do composto incorporado.

A andlise diferencial térmica simultanea (SDT) permitiu determinar as temperaturas de
fusdo, degradacdo e a cristalinidade das formulagbes e dos materiais usados no
processamento e que foram reunidas na Tabela 7 e na Figura 13. Estes resultados permitem
avaliar a influéncia da adicé@o dos diferentes enchimentos e do revestimento na estabilidade

térmica da matriz.

Tabela 7 - Temperaturas de fusdo, temperaturas de degradacéo e cristalinidade obtidas por

analise diferencial térmica simultanea (SDT) para os materiais desenvolvidos.

Formulacao Te€0)  TealO)  TosCO)  Toa(C) (%)
(PCL.: cera : serradura: a-pineno) ’ ' ’ '

(1:0:0:0) 652+x14 - - 408906 47,3x0,6
(1:0:0:1,02) 65,1+0,8 - - 408,109 47,1x0,6
(1:0:0:1,02)* 65,5+ 0,6 - 332,7+£4,1 403626 47,0x0,3
(0,70:0,30:0:1,02) 65,7+1,2 86,2+1,7 - 4104+16 47,1+09
(0,70:0,30:0:1,02)* 66,1+04 855+03 3333+36 4062+26 47,4+0,3
(0,85:0:0,15: 1,02) 65,8 + 0,5° - - 406,1+31 472+05
(0,85:0:0,15:1,02)* 66,0 + 0,62 - 337,735 4033x13 47404
(0,80:0:0,25 : 0,25)P 67,1+1,2° - - 4073+12 482+08
(0,75:0:0,15:1,02)° 64,1+1,92 - - 407,714 46,0x172
PCL 64,5+ 0,2 407,3x 1,6

Cera 86,1+0,5 4234+ 3,9

Serradura - 346,0£0,3 )
Resina 80,4+7,1 336,8+0,1

@Nas amostras aditivadas com serradura, esta temperatura é referente a fusdo da PCL e da serradura

bAmostras que néo foram feitas nas mesmas condic@es dos restantes ensaios

As diferengas apresentadas pelas formulagdes (1 : 0:0:0)e (1:0:0:1,02), cujas
temperaturas de fusdo e de degradacdo foram, respetivamente, de 65,2 + 1,4 e 65,1 £ 0,8 °C
e de 408,9+ 0,6 e 408,1 £ 0,9 °C, com as temperaturas de fusédo e de degradagéo obtidas para
PCL antes de ser processada, respetivamente de 64,5 = 0,2 e de 407,3 £ 1,6 °C, mostram que
tanto o método de processamento adotado como a adi¢éo de a-pineno a matriz constituida

apenas por PCL, néo tiveram um efeito significativo na estabilidade térmica da PCL, o que
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vai de encontro aos resultados apresentados por Matos et al. (2013), Rosa (2013) e Churro
(2015) [113-115].

Porém, observando os perfis obtidos para a derivada do peso em funcdo da temperatura
(ANEXO I1I), verifica-se que quando é aplicado o revestimento passa a ser possivel
distinguir dois picos onde ocorre uma perda acentuada de massa durante a fase de
degradacgdo. O primeiro pico, designado de Tp,1, ocorre aos 332,7 + 4,1 °C, e corresponde
sobretudo a fase de degradacéo da resina, que antes de ser adicionada a matriz se degrada a
cerca de 5°C acima desta temperatura. A degradacdo da matriz polimérica acontece
principalmente durante a segunda fase, cujo pico designado de Tp,2, se verifica aos 403,6 £
2,6 °C para os difusores com uma base sélida formada apenas por PCL, e, portanto, 4°C

abaixo da Tp da PCL antes de ser formulada.

Quando ¢é adicionada cera a matriz polimérica, passa a ser possivel identificar duas fases de
perda de massa até que toda a amostra seja fundida: uma primeira fase que ocorre aos 65,7
+ 1,2 °C e uma segunda aos 86,2 + 1,7 °C. Comparando estas temperaturas de fusdo com a
da PCL e a da cera antes de serem processadas, pode atribuir-se o primeiro pico a fusao da
parte polimérica da matriz e o segundo pico a fusdo da cera. No entanto, com a adicdo de
cera ndo ha alteracdo significativa da temperatura de degradacdo das formulagdes,
verificando-se que as formulagdes (1:0:0:1,02) e (0,70:0,30:0: 1,02), tém temperaturas

de degradacéo bastante proximas e, respetivamente, de 408,1 + 0,9 e 410,4 + 1,6°C.
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Quando a matriz ¢ aditivada com serradura, apenas se distingue um pico no perfil da analise
SDT durante a etapa de fusdo. Este pico aproxima-se das temperaturas de fusdo das matrizes
de PCL pura, a excecédo da formulagéo (0,80 : 0: 0,25 : 0,25) que funde a uma temperatura

de cerca de 2°C acima.

Embora na natureza as formulagdes nunca atinjam as temperaturas de degradacéo, este
pardmetro é indicativo que ocorre alteracdo na estrutura da matriz. Além disso, apesar dos
elevados desvios-padrdo, ndo se verificam alteracdes significativas na cristalinidade do
polimero quando formulado com diferentes composi¢des, variando entre 0s 45 e 0s 49%.
Estes desvios estéo relacionados com a variabilidade dos compostos naturais como a cera e
a serradura que compdem a formulacgdo e da homogeneidade da amostra.

3.2.1. Degradacéo dos bioativos e do produto final

A estabilidade dos compostos bioativos, atrativos ou repelentes, perante a exposi¢do a
diferentes temperaturas e a incidéncia de radiacdo UV, foi avaliada a partir dos espetros
obtidos por analise cromatografica com o GC/MS. Para a identificacdo dos compostos
recorreu-se as bibliotecas FFNSC (Flavor and Fragrance Natural and Synthetic
Compounds), adequada para analises a substancias com sabor e fragrancia, e NIST que, em

geral, contém uma ampla gama de diferentes compostos.

Eucaliptol

Apesar de nos espetros obtidos para as amostras de eucaliptol se conseguirem distinguir
picos com tempos de retencdo e intensidades diferentes (Figura 14), uma vez que a sua area
é bastante reduzida em relagdo a &rea do pico do eucaliptol, estes fragmentos/residuos ndo
foram considerados. Os resultados demonstram que todas as amostras apresentam uma
composicao de aproximadamente 100% de eucaliptol e, por conseguinte, conclui-se que este
composto néo sofre degradacdo quando exposto a radiacdo UV ou as temperaturas de 25 e
40°C.
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o-pineno

Nas amostras de a-pineno, analisadas por cromatografia, a area do espetro referente ao a-
pineno foi aproximadamente de 98%. Embora esta percentagem seja consideravelmente alta,
tentou-se perceber se alguns dos picos pequenos, que apareciam nos espetros, poderiam ser
de sub-produtos de degradacao. No entanto, estabeleceu-se que apenas seriam analisados 0s
picos dos controlos com uma intensidade superior a 10000 e que representassem uma area
superior a 0,01% da &rea total do espetro, uma vez que 0s picos abaixo destes valores ja
apresentam uma area e intensidade bastante reduzida em relacdo a area e intensidade do pico

correspondente ao a-pineno.

Dada a grande quantidade de compostos identificados e a variabilidade entre a intensidade
dos picos dos controlos 1 e 2 apresentados na Tabela 8, optou-se mais tarde, por preparar e
analisar dois novos controlos (3 e 4). No entanto, ao observar os resultados dos quatros
controlos, torna-se evidente que hd uma semelhanca entre os compostos identificados cada
par de controlos: 1-2 e 3-4. Os controlos 3 e 4 apresentaram apenas dois picos dentro das
consideracOes estabelecidas para os picos que seriam analisados, tendo ambos sido
identificados como a-pineno para o controlo 4. No controlo 3, além do a-pineno, identifica-
se ainda a presenca de um outro terpeno, o limoneno, possivelmente devido a contaminacao.
Contudo, nos controlos 1 e 2 foram encontrados cerca de 14 compostos para além do o-
pineno, o que sugere que o volume de Oleo utilizado na preparacdo destas amostras ja
apresentava sinais de degradacdo, possivelmente devido a entrada de oxigénio dentro do
frasco de a-pineno, uma vez que o0s restantes compostos identificados, como o tricicleno,
oxido de a-pineno, 0 myrtenal e a pinocarvona, séo geralmente encontrados como impurezas

ou sub-produtos do processo de autoxidagdo do a-pineno [120].

Uma vez que as amostras colocadas na camara UV e nas camaras a 25 e 40°C foram
preparadas a partir do mesmo volume de a-pineno que os controlos 1 e 2, ao contrario dos
controlos 3 e 4 que foram mais tarde preparados a partir de uma amostra de 6leo diferente,
entende-se que parte dos compostos encontrados nos controlos 1 e 2 também estivessem
presentes nessas amostras. Por conseguinte, optou-se por avaliar se houve degradacdo das
amostras perante a influéncia dos fatores radiacdo e temperatura por comparagao com 0s
resultados dos controlos 1 e 2, o0 que pode ser analisado no espetros compilados na Figura
15.
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Dada a variabilidade de resultados que as proprias amostras-controlo apresentaram, foi
definida uma gama de referéncia a partir da diferenca entre a intensidade dos picos respetivos
ao mesmo composto, encontrados em cada controlo. Considerou-se que 0s compostos que
tivessem sido identificados tanto nas amostras expostas a radiacdo ou a temperatura, como
nos controlos 1 e 2, cuja intensidade do respetivo pico estivesse dentro da gama de referéncia
definida, seria considerado que ndo tinha ocorrido degradagdo devido a exposicao a estes
fatores. Por outro lado, quando a intensidade dos picos se situasse acima ou abaixo desta
gama, seria considerado que tinha ocorrido formacdo ou degradacéo, respetivamente, desse
composto. Os casos em que os picos identificados como correspondendo a presenca de

compostos diferentes dos encontrados nos controlos, foram analisados individualmente.

Por ultimo, uma vez que as fibras SPME tém uma composic¢do de polidimetilsiloxanas,
divinilbenzeno e Carboxen®, os picos identificados como compostos que pudessem

pertencer & constituicdo das fibras ndo foram analisados.

Os resultados obtidos pela analise as amostras expostas a radiagdo ou a temperatura
encontram-se compilados no ANEXO V, tendo-se verificado que a intensidade dos picos
identificados como sendo de a-pineno € inferior a dos picos dos controlos, 0 que poderia
sugerir que todas as amostras teriam sofrido degradacdo. No entanto, ao contrario do que foi
descrito no trabalho de Schrader et al. (2001), comparando a diferenca entre a intensidade
do pico de a-pineno entre as amostras sujeitas ao mesmo fator de temperatura ou radiacao
mas com um tempo de exposic¢éo diferente, ndo se consegue distinguir uma tendéncia para
a evolucdo do pico [120]. Como exemplo pode observar-se 0 que acontece para as amostras
expostas a radiacdo por 1 dia, 1 semana e 1 més, onde a intensidade dos picos de a-pineno
foram, respetivamente, de 7730824 + 410480, 7787781 + 418455 e 6580242 + 2288966. A
intensidade do pico da amostra com 1 semana de exposicao é superior ao da amostra com 1

dia mas também é superior a das amostras com 1 més.

Por outro lado, foram encontrados compostos diferentes dos identificados nos controlos,
como € o caso do a-longipineno e pinocanfona. Porém, é notoria a inconsisténcia com que
estes picos aparecem apenas numa das réplicas ou apenas para um determinado tempo de
exposicado, como € o caso do verbenol que aparece apenas numa das replicas das amostras
colocadas a 40°C por 2 semanas. Os resultados obtidos ndo permitiram inferir acerca da

influéncia dos fatores radiacao e temperatura na degradacéo do a-pineno.
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Degradacéo do produto final

Para avaliar a degradacéo do produto final foi simulada a degradacéo acelerada das matrizes

porosas num meio alcalino de NaOH 5M. Os resultados deste ensaio foram representados

na Figura 16.
10
——(1:0:0:0)

@ —&—(1:0:0:1,02)
© 8 =x={1:0:0:1,02)*
g = (0,70:0,30:0:1,02)
= &-(0,70:0,30:0:1,02)*
$ 6 (0,85:0:0,15 1,03
o e-(0,85:0:0,15:1,02)*
©
&
c 4
S

2

tempo (h)
Figura 16 - Representacdo grafica da massa das amostras em NaOH 5 M, ao longo do tempo.

Embora a variagédo seja grande, o que mostra variabilidade da matriz, foram detetadas claras

tendéncias.

Durante as primeiras 5 h, houve um aumento de massa que indica ainda a incorporacao da
solucdo no interior das formulacGes. Quando a matriz se encontra submersa, o processo de

hidrolise € iniciado, com consequente perda de massa.

A influéncia da composicdo da formulacdo na velocidade de degradacéo foi avaliada pelos
declives obtidos pela linearizagdo das curvas de perda de massa (ANEXO VI), cujos

resultados foram compilados na Tabela 9.

Comparando a perda de massa da formulagéo (1:0:0: 0) com a da formulacdo (1:0:0:
1,02), torna-se evidente o efeito da adicdo do composto bioativo na degradabilidade da
matriz polimérica, uma vez que este atua como um agente porogenico, favorecendo a

degradacédo da matriz, o que pode ser vantajoso do ponto de vista ambiental.
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Nos resultados obtidos podem também notar-se diferencas no comportamento dos difusores
com e sem aplicagdo de revestimento, particularmente evidenciadas durante as primeiras 8
horas de ensaio. Os difusores sem revestimento apresentam uma perda de massa gradual a
partir do momento em que sdo colocados em solucdo, deixando de ser tdo evidente a partir
das 30 h. Nos resultados obtidos pela linearizac&o das curvas de perda de massa (Tabela 9),
verifica-se que os declives das retas lineares para a fase de degradacéo das formulages (1 :
0:0:1,02), (0,70:0,30:0:1,02) e (0,85:0:0,15: 1,02) foram respetivamente de -0,0918,
-0,1007 e de -0,1586. Esta diminuicdo do declive demonstra que a perda de massa é mais
rapida para as formulacGes com serradura, seguidas das formulacGes com cera e, por fim,
das matrizes formadas apenas por PCL. Por outro lado, ao ser adicionada uma camada de
revestimento, verifica-se que numa fase inicial ocorre um ganho de massa devido a entrada
de solucdo no revestimento, designada de fase de inchago. Esta fase é mais prolongada para
aformulagdo (1:0:0:1,02)*, e decorre até que o revestimento fique saturado de solugéo e
esta alcance a matriz, provocando a sua degradagdo. Apesar da adi¢do de uma pelicula de
resina, as amostras com serradura continuam a apresentar a maior velocidade de degradacao.
Além disso, assim como no caso dos difusores sem revestimento, a partir das 30 h a perda
de massa das amostras deixa de ser tdo acentuada. Contudo, embora praticamente toda a
parte polimérica da formulacdo se tenha desagregado até este tempo, para ambos 0s casos
ainda era possivel encontrar dispersas em solucdo tanto as particulas de cera e serradura,

como, no caso das amostras revestidas, a pelicula de resina.

Tabela 9 - Linearizacdo das curvas obtidas durante as fases de inchaco do revestimento e da

degradacdo das matrizes poliméricas. y = massa da amostra; X = tempo (h).

Formulacéo Fase de inchaco do revestimento Fase de degradacdo
(PCL: cera : serradura: o-

. Eq. da reta linear  Declive R? Eq. da reta linear  Declive R?
pineno)
(1:0:0:0) - y=-0,0115x+2,3792  -0,0115 0,8385
(1:0:0:1,02) - y=-0,0918x+3,8511  -0,0918 0,9830
(1:0:0:1,02)* y=0,1413x+3,4267 0,1413 0,9092 y=-0,1204x+5,3717  -0,1204  0,9815
(0,70:0,30:0:1,02) - y=-0,1007x+3,5977  -0,1007  0,9562
(0,70:0,30:0:1,02)* y=0,649x+3,7138 0,649 0,9557  y=-0,1223x+6,0389 -0,1223  0,9722
(0,85:0:0,15 : 1,02) - y=-0,1586x+3,9461 -0,1586  0,8919

(0,85:0:0,15:1,02)*  y=0,6205x+3,6245 0,6205 0,9259  y=-0,1517x+6,6205 -0,1517  0,9876
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Em suma, com os resultados deste ensaio conclui-se que com a utilizacdo de materiais
compdsitos em vez de matrizes unicamente poliméricas, o processo de degradacdo do
material poroso seria mais rapido. Depois da degradacdo da parte polimérica da matriz, as
particulas de cera e serradura ficaram desagregadas em solucéo, o que pode indicar que ap0s
a degradagédo da matriz no meio ambiente, ainda pode continuar a ocorrer difuséo de a-
pineno para o ambiente através do 6leo que ficou incorporado nas particulas de cera ou
serradura e que é libertado durante a degradacgdo destes materiais.

Contudo, este ensaio expds também o facto do revestimento utilizado ter uma taxa de
degradacdo mais lenta do que a matriz porosa, o que pode ter consequéncias do ponto de
vista ambiental. Porém, ainda que se reconheca que em trabalhos futuros se deve ponderar a
substituicdo da resina usada por compostos biodegradaveis, a analise SDT feita aos residuos
de revestimento que ficaram em solucdo, demonstrou que a temperatura de degradacéo deste
residuo é de 177,6 °C, um valor bastante inferior ao da resina antes de ser aplicada aos
difusores. Deste modo, conclui-se que embora o revestimento nédo se tenha degradado ao fim

de 56 h, neste tempo ja se encontrava hum estado avancado de degradacéo.

3.3. Cinética de libertacdo do a-pineno

A analise de libertacdo do a-pineno é uma etapa crucial para verificacdo da emissdo dos
volateis nas formulacGes. O método gravimétrico da uma indicacdo da perda de massa em
intervalos reduzidos e controlaveis, ao passo que a analise cromatogréfica identifica
especificamente cada volatil existente, ainda que este seja emitido em concentraces

reduzidas.

Os dados da analise gravimétrica foram compilados na Tabela 10. As Figuras 17A e 17B
traduzem, respetivamente, a media da massa total de volateis libertados na qual estdo
englobados o a-pineno e outros volateis existentes no revestimento, e apenas a massa

acumulada de a-pineno libertado.
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Tabela 10 - Capacidade de carregamento de a-pineno nas matrizes e dimensdes das

amostras analisadas por gravimetria. D=diametro; h=altura

= a-pineno Eficiéncia de
[(:Poérli]tj::aei:c:) serradura : a-pineno) Iibg(;t)ado Tnzazl:::;:;be(;j;o)/ incor(gz;agéo D> h(em)
(1:0:0:0) - m
(1:0:0:102) 0,47319 0,47782 46,85 1,56 x 2,91
0,49735 0,50075 49,09 1,57 x 3,2
(1:0:0:1,02)* 0,59917 0,60500 59,31 1,7 x 3,34
0,40365 0,40788 39,88 1,61 x 2,96
(0,70:0,30:0:1,02) 0,5439 0,54184 53,12 1,6 x 1,65
(0.70:0.30: 0 : 1,02)* 0,9833 1,00873 98,99 1,8 x 1,67
0,31348 0,31962 31,34 1,78 x 1,58
(0.85:0: 0,15 :1,02) 0,60641 0,61381 60,18 1,8x 1,81
0,56324 0,56691 55,58 1,83 x 1,85
(0.85:0: 015 : 1,02)* 0,53341 0,53923 52,87 1,86 x 1,74
0,88889 0,90013 88,25 1,93 x 1,74
(070030 0 : 1,02)° 0,59021 0,59396 58,23 2,01 x 1,65
0,57355 0,58109 56,97 1,96 x 1,61
(0,80 0: 0,25 : 0,25)5" 0,08646 0,08195 32,78 1,71 x 2,64
0,08567 0,08125 32,50 1,7x% 2,6
(0.75:0:015: 1,02) 0,59669 0,66051 64,76 1,68 x 1,64
0,57343 0,63537 62,29 1,69 x 1,65

@ Ndao foi utilizada a mesma distribuicao de tamanhos de particulas de cera ou serradura que os de PCL.

bA serradura ndo foi previamente imersa em o-pineno.

Para as amostras sem revestimento, considerou-se que a perda de massa das amostras
verificada ao longo das 7 semanas de ensaio se deviam essencialmente a libertacdo do -
pineno incorporado na matriz e que todo o CO> utilizado no processamento se difundiu para
0 exterior da matriz durante a despressurizagao. Este pressuposto foi baseado na variagéo da
massa das amostras (1: 0 : 0 : 0), processadas apenas com PCL, que foi praticamente nula
(Figura 17A).

Por outro lado, para os difusores revestidos, a massa perdida é resultado da volatilizacdo do
a-pineno e de outros compostos volateis, essencialmente agua, presentes na resina de base
aquosa utilizada como revestimento. Por conseguinte, para conhecer a massa de a-pineno
libertado (Tabela 10) foi necessario estimar e descontar a massa perdida devido a perda de
massa do revestimento (H20 e outros compostos), embora se reconheca que a interagéo da

agua com o a-pineno possa alterar a volatilizacdo do mesmo. Uma vez que esta massa ndo
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Volateis (g)

era conhecida, para efeitos de calculo foi usada uma estimativa obtida a partir da perda de
massa registada ao longo do tempo por trés matrizes porosas produzidas da mesma forma
que as restante mas que, antes de serem revestidas, foram libertadas de a.-pineno. No entanto,
esta aproximacdo nao foi a mais adequada uma vez que, quando misturados com o-pineno,
a taxa de volatilizacdo dos compostos do revestimento é alterada e por isso a massa perdida
pelas amostras libertadas antes de serem revestidas é diferente dos difusores com a.-pineno.
Além deste fator, outra justificacdo para as desvios-padréo verificados entre réplicas (Figura
17A e B), ¢ a massa de revestimento aplicada em cada amostra que, dado o método de
aplicacdo adotado é variavel e, por isso, a massa de volateis presente também ¢é diferente.

Porém, em média, a massa de voléteis libertada é de 0,68992 g.

(A) (B)
2,0 2,0
B 5em Revestimento @ Sem Revestimento
O Com Revestimento 0O Com Revestimento
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Figura 17 - Massa de volateis total (c-pineno, H20 e outros compostos do revestimento e

CO2) (A) e massa de a-pineno total libertada a partir das amostras (B).

A quantidade total de a-pineno libertada durante as 7 semanas foi ndo s diferente entre
amostras com diferentes composi¢cGes mas também entre réplicas da mesma formulagdo
(Tabela 10). Esta diferenca que é mais evidente nas amostras com revestimento pode ser
devida a varios fatores: a variabilidade inerente ao pré-processamento do material polimeérico

que pode resultar em pos de PCL com cadeias com diferentes pesos moleculares; a

67



variabilidade associada a origem natural dos materiais usados para a producdo de
compdsitos; ao método de processamento e de revestimento e, para 0 caso das amostras
revestidas, a aproximacdo feita da massa perdida pelo revestimento (H2O e outros

compostos).

Na analise destes resultados considerou-se ainda que a quantidade total de a-pineno
libertado durante o tempo do ensaio correspondia a massa total de a-pineno que foi possivel
incorporar dentro da formulagdo, uma vez que a variacdao de massa das amostras ao fim deste
tempo ja estava no limite de detecdo do equipamento. Contudo, reconhece-se que esta
consideracdo pode ndo ser completamente correta uma vez que embora a variagdo da massa
das amostras pudesse ser minima, o ensaio ndo foi prolongado até que ocorresse a
degradacéo das formulacdes, devido ao facto da PCL demorar muito tempo a degradar-se, e
deste modo, o Gleo que incorporado nos poros cegos, nas cadeias poliméricas ou nas
particulas de cera e serradura pode ndo ter sido contabilizado.

Partindo do pressuposto anterior, e analisando a massa de o-pineno libertado pelas
formulacdes sem revestimento, pode constatar-se que o método de processamento permite
atingir uma eficiéncia de incorporagdo média de 55%, definida como a massa de a-pineno
libertada em relagdo a massa de a-pineno utilizado na preparagdo da amostra. A partir destes
resultados pode inferir-se acerca da quantidade de a-pineno incorporado nas formulagcfes
com revestimento, uma vez que se pode assumir que antes da aplicacdo do revestimento as
amostras continham aproximadamente a mesma massa de a-pineno que 0s respetivos
difusores sem revestimento. No entanto, uma vez que durante o processo de secagem do
revestimento ocorrem perdas de matéria por volatilizacdo dos compostos da resina e também
de a-pineno, é expectavel que estas amostras libertem uma menor quantidade de o-pineno
total libertado em relacdo as respetivas amostras ndo revestidas, mas ndo afetaria a

velocidade de difusdo destes compostos.

Comparando agora os resultados obtidos para as formulages com uma base sélida
unicamente polimérica e para as formulagdes com compdsitos, pode constatar-se que ao fim
das 7 semanas de ensaio, 0s materiais compositos libertaram maiores quantidades de o-
pineno do que as matrizes formadas apenas PCL. Isto sugere que, com a adi¢do de cera ou

serradura a matriz, se conseguem produzir formulagdes com uma maior capacidade de
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carregamento de 6leo, 0 que se deve ao facto da cera e a serradura serem hidrofdbicas e

adsorventes.

Analisando os compositos produzidos com serradura em diferentes proporcdes (Tabela 10),
observa-se que as formulagées (0,75:0:0,15:1,02) e (0,85: 0: 0,15 : 1,02) conseguiram
incorporar, em media, respetivamente 63,52 e 57,88% do a-pineno utilizado no
processamento. Estes resultados permitem concluir que quanto maior for a razdo PCL :
serradura usada, menor sera a eficiéncia de incorporacao. Esta conclusdo vai de encontro ao
que tinha seria expectavel tendo em conta que a porosidade e a area de superficie (BET)
determinadas anteriormente, estdo relacionadas com a capacidade de carregamento de 6leo

na matriz.

Por outro lado, os resultados da analise gravimétrica a formulagédo (0,80 : 0 : 0,25 : 0,25),
cuja a eficiéncia de incorporacdo €, em média, de 32,64%, mostraram que a capacidade de
carregamento de 6leo das outras formulagdes com serradura é significativamente superior.
Esta diminuigdo pode-se dever a menor quantidade de a-pineno utilizada, que é um agente
porogénico, ou também pode indicar que a serradura ndo tem um caracter porogénico e, por
iss0, ndo aumenta a area de superficie especifica. Apenas a area de superficie da serradura é
somada a da matriz polimérica porosa (cuja porosidade foi obtida pelo CO2), ou seja, a
serradura vai ser um agente adsorvente de 6leo que vai alterar a estrutura, deixando-a menos
densa, mas ndo aumenta a porosidade do material final. Deste modo, uma vez que um dos
objetivos € conseguir incorporar na matriz a maior quantidade de a-pineno possivel, entre
0s compadsitos com serradura, as formulagdes (0,75:0:0,15:1,02) e (0,85:0:0,15: 1,02)
s80 as mais promissoras para alcangar os objetivos do projeto, contendo maior quantidade

de a-pineno.

Na Figura 18, encontra-se representada a evolucdo da massa das amostras registada
diariamente ao longo das primeiras 2 semanas apds o processamento das formulacdes. A
variacdo da massa das amostras com revestimento pode ser considerada como oiuresultado
da libertacdo de a-pineno e também dos volateis presentes no revestimento (H20 e outros
compostos), uma vez que a perda de massa por volatilizacdo do revestimento foi variavel
com a composicdo de cada amostra. Por conseguinte, para conhecer a cinética de libertacao
do ingrediente ativo foi efetuada uma andlise cromatografica que permite identificar os

compostos foram emitidos.
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Ao fim das primeiras 24 h todas as amostras ja tinham libertado mais de 80 % da quantidade
de a-pineno incorporada, a excecdo da formulagdo (0,80 : 0 : 0,25 : 0,25) (Figura 18).
Embora a partir deste tempo a variacdo de massa das amostras fosse baixa, a analise
gravimétrica foi prolongada até as 7 semanas uma vez que, apesar de haverem davidas acerca
da adsorg¢do de a-pineno nas paredes do tanel (composi¢do de PVC), os resultados obtidos
por cromatografia para as amostras analisadas no tanel de vento, demonstraram que apds 25

dias algumas amostras ainda libertavam a-pineno. Este assunto sera discutido mais adiante.

A perda de massa das formulagdes sem revestimento, em particular durante as primeiras 24
h demonstra que a cinética de libertacéo de a-pineno dos difusores depende da composicao
da matriz. Além disso, os resultados da regressdo linear feita a estas curvas (ANEXO VII),
permitem ainda determinar a varia¢do da taxa de libertacdo de cada formulagéo, ao longo do
tempo. Analisando os declives obtidos pela regressao linear, verifica-se que durante as
primeiras 3 h, as amostras com cera tém uma maior taxa de libertacéo, seguidas das amostras
com uma matriz formada apenas por PCL e das amostras com serradura e com 1,02 g de a-
pineno. Ja entre as 3 e as 6 h, as amostras com uma base solida constituida apenas por PCL,
passam a ter a menor taxa de libertacdo e, entre as 6 e as 24 h, a taxa de libertacdo dos
difusores com serradura torna-se superior a dos difusores com cera, continuando as amostras

com a formulacdo (1:0: 0: 1,02) a apresentar a menor taxa de libertagcéo.

Ao contrario do que aconteceu nas formulagcdes sem revestimento, os difusores de a-pineno
que foram revestidos ainda apresentaram variagcdes de massa significativas ao fim de 336h
(2 semanas). Embora em parte estas variaces de massa podiam ser devidas a volatilizacao
do revestimento (H2O e outros compostos), a maior taxa de libertacdo verificada ao fim deste
periodo de tempo pode também estar relacionada com a criacdo de uma resisténcia a
passagem do composto bioativo quando € adicionada uma pelicula de resina, e que permite

prolongar o tempo de libertacdo.
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Modelagéo da cinética de libertacao

Os resultados da aplicacdo do modelo de Korsmeyer-Peppas’ as curvas de libertacdo estdo
representados na Tabela 11, tendo-se obtido para todas as amostras um coeficiente de

correlagéo superior a 0,94.

Tabela 11 - Parametros caracteristicos da cinética de libertagéo.

Parametros cinéticos

Formulacéo

(PCL: cera : serradura: a-pineno) n k R?
(1:0:0:1,02) 1,0041  0,3676 0,9776
(1:0:0:1,02)* 0,9197 0,3093 0,9720
(0,70:0,30:0:1,02) 1,0093 0,3561 0,9691
(0,70:0,30:0:1,02)* 0,7029 0,3115 0,9486
(0,85:0:0,15: 1,02) 1,0226 0,3201 0,9809
(0.85:0: 0,15 : 1,02)* 0,7121 0,3174 0,9627

*Amostras com revestimento

Analisando o parametro n obtido para as diferentes amostras verificou-se que as amostras
apresentaram diferentes regimes de libertagdo. Segundo a classificagdo de Macheras e
Illiadis, (2016) para matrizes cilindricas, quando n toma valores entre 0,45 e 0,89 como é o
caso das amostras com enchimento e revestimento, estamos perante um mecanismo de
difusdo anémalo ou ndo-Fickiano [119], i.e., que devido a relaxac¢do das cadeias poliméricas,
ao longo do tempo a libertacdo ocorre por diferentes mecanismos [125]. No entanto, para as
amostras sem revestimento e para a formulacéo (1: 0 : 0 : 1,02)*, ou seja com revestimento
mas sem enchimento, este parametro toma valores superiores a 0,89, indicando que o
mecanismo de libertacao é do tipo transporte caso Il. Deste modo, conclui-se que a aplicacao
de enchimento e de revestimento, permite que o0 mecanismo de libertagdo se aproxime mais
da difusdo Fickiana. Quando observamos a diferenca entre os valores da constante cinética,
k, obtidos quando é aplicado o revestimento a cada formulacéo, verifica-se que quando é
aplicado o revestimento, esta constante diminui, o que indica que a velocidade de libertacdo
das amostras com revestimento € inferior a velocidade das respetivas amostras sem
revestimento. Estes resultados sugerem que com a aplicacdo de revestimento, a taxa de
libertagcdo diminui e, por conseguinte, que o tempo de duragéo da libertacdo pode ser superior
[103]. Estes resultados sdo comprovados pelos resultados da analise cromatogréafica no tanel

de vento.
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Além da andlise gravimétrica, a taxa de libertacdo das formulacgdes foi estudada recorrendo
a técnica SPME e a andlise cromatografica das formulac@es colocadas a libertar no tanel de
vento. Na Figura 19 estdo representados os valores de concentracdo obtidos ao longo do
tempo, durante a exposicao dos difusores ao ambiente do tanel de vento, e lidos por analise
cromatogréafica. Os valores de concentracdo apresentados foram determinados a partir das
curvas de calibracdo elaboradas para as fibras SPME usadas nos ensaios.

Durante a difusdo do composto volatil das matrizes porosas podem distinguir-se duas fases
onde predominam diferentes mecanismos de libertacdo. Durante a primeira fase ocorre,
maioritariamente, a saida das moléculas adsorvidas a superficie externa da matriz por
convecgdo e na segunda fase, 0 mecanismo predominante ¢ a difusdo do interior da matriz,
sendo que nesta fase ¢ libertada a maior parte do o-pineno retido nos poros interconectados
da matriz [125]. Como consequéncia destas duas etapas, a taxa de libertacdo dos difusores
de a—pineno pode ser bastante variavel até que seja atingido um equilibrio entre o ambiente
externo e o ambiente do difusor. Esta variacdo é facilmente identificada a partir dos

resultados da analise cromatografica das amostras colocadas em libertacdo no tunel de vento.

Analisando o comportamento das amostras sem revestimento (Figura 19A), pode observar-
se que no fim do primeiro minuto, ap6s a entrada das amostras no tunel, o valor de
concentracdo medido foi bastante superior aos valores medidos durante o resto do ensaio.
Este pico, designado em inglés por burst, resulta do grande gradiente de concentracao que
se forma entre 0 ambiente do tunel e a superficie do difusor, até que seja atingido o equilibrio
entre estes dois ambientes. Durante o burst ocorre essencialmente a libertacdo das moléculas
adsorvidas a superficie externa da matriz [126] e, por conseguinte, quanto maior for a area
da superficie externa da matriz, maior sera a quantidade de éleo adsorvido e mais acentuado
é o burst inicial, o que pode justificar que este efeito seja mais acentuado no caso da
formulacdo (1:0:0:1,02).
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Figura 19 — Concentragédo de a-pineno medida no tunel de vento ao longo do tempo pelas
formulacGes sem revestimento contendo ou ndo enchimentos (A) e contendo ou nao

revestimento (B, C e D).
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Nas 8 h seguintes, detetou-se uma reducdo abrupta da concentracdo de a-pineno lida no
tlnel. Durante este periodo, ao fim de 1 hora de ensaio, pode identificar-se a diminuicdo da
concentragdo para valores inferiores a 2x107 ng/mL enquanto, ao fim de 3 h, a emissio de
a-pineno ja tinha diminuido para niveis de concentracdo inferiores a 25 % deste valor. De
um modo geral, durante as primeiras 7 h, a formulagéo (0,85 : 0 : 0,15 : 1,02) emitiu a-
pineno em maior concentracdo seguida da formulagédo (0,70 : 0,30 : 0 : 1,02) e, por fim da
formulacdo (1:0:0:1,02). Entre as 8 e as 48 h, observou-se uma inversdo desta ordem, e
o difusor (1:0:0:1,02) passou a emitir em concentra¢@es superiores as dos difusores (0,70
:0,30:0:1,02)e(0,85:0:0,15: 1,02). A afinidade do a-pineno pela cera e pela serradura
pode ter prevalecido a porosidade do material e, apos este tempo e todo 0 a-pineno presente
na superficie ter sido libertado, o gradiente de concentracdo que se formou devido ao a-
pineno adsorvido nas particulas de cera, conduziu a que as amostras emitissem em maior

concentracao.

Por altimo, na medicdo feita as 122 h, verifica-se que os niveis de concentracdo emitidos
pelo difusor (0,70 : 0,30 : 0: 1,02) eram bastante superiores aos do difusor (0,85:0:0,15:
1,02), enquanto o difusor (1: 0: 0: 1,02) ja ndo apresentou sinais de emissao de a-pineno.
Os resultados obtidos para a variagdo de concentracdo de a-pineno medida ao longo do
tempo permitem concluir que a partir de materiais compdsitos com cera ou serradura é
possivel controlar a saida do ingrediente ativo da matriz, prolongando o tempo de libertacao

por periodos superiores a 122 h.

Com a aplicacdo de uma camada de revestimento & matriz, que funcionasse como uma
barreira a saida do volétil, esperava-se conseguir prolongar o tempo de ensaio em que se
verificasse emissdo de a-pineno. Em primeira insténcia, os resultados revelaram que com a
adicdo de revestimento se deixa de verificar o0 pico de concentracdo medido no primeiro
minuto para os difusores sem revestimento (Figura 19B, C e D). Isto pode n&o s6 dever-se a
resisténcia a passagem das moléculas de a-pineno da matriz para a atmosfera do tunel, que
é criada quando se aplica o revestimento, mas também porque, durante o processo de
secagem da resina, parte do 6leo volatiliza, principalmente as moléculas que estavam

adsorvidas a superficie da matriz.

O facto dos difusores revestidos deixarem de apresentar o burst inicial (Figura 19A), tem

um efeito positivo para a aplicagdo em estudo, uma vez que a este pico de concentragéo estao
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muitas vezes associadas desvantagens como a rapida libertagcdo de ingrediente ativo, o que
torna o tempo de acdo do produto reduzido ou implica a utilizacdo de maiores quantidades
de ingrediente ativo, e os valores de concentracdo emitidos durante esta fase podem ser

imprevisiveis e ter um efeito toxico para o inseto vetor ou para outras espécies [126].

Nos resultados obtidos pode observar-se que, durante as primeiras 24 horas, os difusores
sem revestimento emitem a-pineno em maiores concentragdes. Contudo, ao fim deste
tempo, os difusores revestidos passam a emitir em gamas de concentracGes superiores as
respetivas amostras sem revestimento, a excecdo do compdsito com cera onde esta inversao

ocorre logo ao fim de 8 h.

Na Figura 19B, é evidente que a adi¢do do revestimento permitiu ndo sé operar em niveis de
concentragdo superiores a partir das 24 h, como também prolongar o tempo de libertacdo em
relagdo a formulacdo (1 : 0 : 0 : 1,02). Por outro lado, constatou-se que, com a adicdo de
revestimento a formulacdo (0,70 : 0,30 : 0: 1,02), a partir das 8 h se passa a conseguir operar
em concentracdes mais elevadas, pelo menos até as 56 h (Figura 19C). A partir deste tempo,
apesar de haverem duavidas acerca da adsor¢do de a-pineno nas paredes do tdnel
(composicdo de PVC), a formulagdo (0,70 : 0,30 : 0 : 1,02)* passou a apresentar menores

niveis de emissdo do que quando ndo era aplicado revestimento.

Por Gltimo, observando o comportamento do compdsito de serradura, verifica-se que quando
é aplicado revestimento, a emissdo de a—pineno passa ocorrer em niveis de concentracdo
bastante inferiores aos das restantes formulacdes. Além disso, pode constatar-se que 0s
niveis de concentracdo medidos para a formulacdo (0,85 : 0 : 0,15 : 1,02)* foram bastante
flutuantes, intervalando entre periodos sem emissao e periodos com picos significativamente
elevados face aos obtidos para o difusor ndo revestido (Figura 19D). No entanto, ao fim de
122 h a formulacdo (0,85 : 0 : 0,15 : 1,02)* j& ndo apresentava sinais de libertacdo,
contrariamente ao que aconteceu quando a formulagéo néo era revestida. Para as restantes
formulages, tal como tinha sido observado nos resultados da anélise gravimétrica (Tabela
8), a massa total a-pineno libertada por cada difusor durante os ensaios no tunel, e a massa
libertada pela respetiva formulagdes com aplicacdo revestimento, foram idénticas. Deste
modo, se observarmos a massa total libertada pela formulagéo (0,85: 0: 0,15 : 1,02)* até as
144 h e pela formulagdo (0,85 : 0 : 0,15 : 1,02), para 0 mesmo periodo de tempo, e
considerando que a quantidade de a-pineno incorporado durante o0 processamento, tenha

sido semelhante em ambas as amostras, a diferenca de cerca de metade da massa libertada
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entre os difusores pode indicar que, embora os niveis de concentracdo medidos durante o
ensaio tenham sido muito baixos, o difusor (0,85 : 0 : 0,15 : 1,02)* ainda poderia conter o.-
pineno no seu interior que ndo foi libertado durante o tempo em que decorreu o ensaio. Estes
resultados sugerem que o tempo de libertacdo desta formulacdo seria superior ao das
restantes amostras, ainda que os niveis de concentracdo em que a amostra opera durante as
144 h sejam inferiores. No entanto, dado o tempo disponivel para a realiza¢do do projeto,
apenas foi possivel prolongar este ensaio até as 144 h e, por isso, no futuro este ensaio deve

ser repetido para um maior periodo de tempo.

Tabela 12 — Massa de a-pineno libertado pelos difusores durante o ensaio no tdnel de vento.

Formulacéo

_Di i ' ' i (O
(PCL . cera : serradura : cx—pineno) o-pineno libertado (g) Ma-pineno libertado / Mbase solida (/0)

(1:0:0:1,02) 0,5704 57,42
(1:0:0:1,02) 0,4678 46,66
(0,70:0,30: 0: 1,02) 0,6495 64,76
(0,70: 0,30 : 0 : 1,02)* 0,6610 65,80
(0,85:0: 0,15 : 1,02) 0,6710 67,04
(0,85:0: 0,15 : 1,02)* 0,3153 31,69

Também por questdes relacionadas com o tempo disponivel para a concretizacdo deste
trabalho e pela otimizacdo do ensaio do tunel, s6 foi possivel analisar uma réplica de cada
amostra. De forma a comprovar estes resultados, no futuro este ensaio devera ser repetido
para todas as amostras. Além disso, ao longo do trabalho identificou-se que as condicbes de
libertacdo de a-pineno pelo difusor podem ter sido varidveis, uma vez que segundo Bernardo
e Braga (2018), a 25 cm da ventoinha ainda se opera numa regiao de turbuléncia, devendo a
amostra ter sido colocada a cerca de 1 m da ventoinha, onde o regime de escoamento ja

estaria perfeitamente estabelecido [127].

Outro fator que néo foi tido em consideragéo e que pode ter influenciado a taxa de libertagdo
e consequentemente a concentracdo medida no tanel, foi o fluxo de ar da hotte para a qual a
saida do tunel estava direcionada. Numa fase posterior aos ensaios, identificou-se que o
caudal de exaustdo da hotte é condicionado por uma torre de saida do edificio e que era
desconhecida pelos utilizadores. Outra possivel fonte de erro foi 0 material constituinte do
tinel (PVC), tendo-se verificado que durante os ensaios algum o6leo ficava adsorvido as
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paredes do tanel e que ndo era possivel contabilizar essa quantidade. Ainda assim, com a
realizacdo deste ensaio foi possivel concluir que os difusores com diferentes composicoes
emitem em gamas de concentracdo distintas e por diferentes periodos de tempo. A adicao de
revestimento permite controlar a cinética de libertacdo, evitando que ocorra um burst de

concentracdo numa fase inicial.

E também importante referir que este ensaio permitiu identificar e confirmar os volateis
emitidos pelos difusores e, deste modo, fazer uma quantificacdo especifica e seletiva do
o—pineno sem a interferéncia da 4gua ou de outros compostos do revestimento. No entanto,
esta quantificacdo é feita pontualmente e numa seccao especifica do tdnel, o que oferece

apenas a concentragdo do a-pineno num determinado tempo t.

Uma vez que ainda ndo foram feitos estudos acerca da taxa de libertacdo 6tima a que o a-
pineno deve ser libertado das armadilhas utilizadas nos pinhais para que funcione como
atrativo, em especifico para o inseto M. galloprovincialis, estabeleceu-se que a taxa de
libertacdo do produto desenvolvido deveria ser entre 0,32 e 1000 mg/dia. Esta gama foi
definida a partir das taxas de libertacdo utilizadas nos trabalhos de Miller et al. (2009) e
Boone et al. (2015) onde, tal como é esperado para o produto desenvolvido nesta tese, 0 a-
pineno em conjunto com outras substancias semioquimicas foi utilizado em armadilhas do
tipo multi-funil com vista a atrair o inseto M. galloprovincialis [48, 81]. Na literatura séo
também encontrados valores de 2000-3000 mg/dia, geralmente definidos a partir da andlise
gravimétrica ao recipiente com a-pineno colocado na armadilha e, por conseguinte, estes
valores podem estar acima da taxa de libertagdo 6tima para apresentar bioatividade com o
inseto. Nos casos em que o0 a-pineno era libertado as taxas de 0,32 e 1000 mg/dia,
anteriormente mencionadas, a sua eficacia foi igualmente demonstrada e, deste modo, é

evitado um uso excessivo deste composto e de recursos econémicos.

Tendo em consideragdo a perda de massa diaria dos difusores analisados por gravimetria
(Tabela 13) se verificou que, ao fim de 2 semanas, os difusores ainda apresentavam emissao
de a-pineno com concentragcfes de 0,72 a 13,48 mg/dia, ou seja muito acima dos valores
referidos e que, a analise cromatogréafica feita as amostras ao fim de 25 dias, demonstrou que
estas ainda emitiam a-pineno, conclui-se que estas formulages tém potencial para,
provavelmente, conseguirem emitir o-pineno num prazo para além do tempo das 7 semanas

do ensaio de gravimetria.
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CONCLUSAO

Foram preparadas formulagGes poliméricas porosas (com foaming com COz supercritico),
as quais foi adicionado o-pineno como composto atrativo para serem empregues em
armadilhas, no combate ao inseto vetor do NMP. Os compositos porosos foram constituidos
por misturas de a-pineno, PCL e cera ou serradura, aos quais foi adicionada uma pelicula de

revestimento para o controlo da libertacdo do volatil.

O estudo da cinética de libertacdo deste volatil demonstrou que a adi¢do de uma camada de
revestimento permitiu controlar a taxa de libertagéo, deixando de se observar um efeito burst
(pico de concentracdo) no inicio da libertacdo. Este estudo comprovou também que a adicao
de cera e serradura a matriz polimérica possibilitou aumentar a capacidade de carregamento
de a-pineno na matriz e, simultaneamente, controlar a taxa de libertagdo do composto,
conseguindo-se obter um produto com potencial para emitir a-pineno por um periodo

superior a 7 semanas.

A caracterizacdo dos materiais desenvolvidos permitiram concluir que com a formacéo de
materiais composito se consegue controlar parametros diretamente relacionados com a taxa
de libertacdo das formulagdes, nomeadamente a porosidade e a area de superficie especifica
da matriz. Em relacdo a degradabilidade das formulacgdes, os resultados da caracterizacao
termogravimeétrica e degradacdo acelerada (com NaOH) revelaram que com a adi¢éo de cera
e serradura, se consegue obter um material poroso que se degrade mais rapido, o que €
vantajoso tanto do ponto de vista ambiental (uso de materiais naturais de fonte renovavel)
como para o controlo da taxa de libertacdo das formulacGes. Além disso, a analise da
estabilidade dos 6leos essenciais perante a exposicdo prolongada a fatores externos,
nomeadamente a radiacdo UV e as temperaturas de 25 e 40°C, indicaram que, ao fim de 1

més de exposicdo, o eucaliptol e 0 a-pineno nédo apresentaram sinais de degradacao.

Concluiu-se assim que o principal objetivo deste projeto foi alcancado e que as formulacGes
desenvolvidas sdo promissoras para aplicar num futuro produto comercial para controlo do
NMP em combinagdo com armadilhas florestais. Além disso, as formulagGes e as
metodologias desenvolvidas durante este trabalho podem vir a ser aplicadas no controlo de
outras pragas e serem utilizadas com outras substancias bioativas, se forem devidamente

adaptadas.
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TRABALHOS FUTUROS

Considerando os resultados obtidos durante o desenvolvimento deste trabalho, recomendam-
se algumas opg¢des de melhoria a desenvolver no futuro, uma vez que devido ao tempo e aos

recursos disponiveis ndo foram possiveis realizar.

- Desenvolver formulagdes com eucaliptol ou outros 6leos essenciais que demonstrem ter

atividade bioldgica com o inseto vetor.

- Avaliar a possibilidade de utilizar outro material no revestimento das matrizes, que seja
biodegradavel e testar outro método para aplicar o revestimento que ndo implique o uso de

calor.

- Projetar uma célula utilizada no processamento das matrizes, com maiores dimens@es, que
permita produzir formulacdes de maior volume que possam carregar uma maior quantidade

de dleo.

- Repeticao dos ensaios no GC com a distancia adequada (1 m) entre a ventoinha e a fonte
de emissdo de volateis e ponderar a utilizagdo de um tunel constituido por um material inerte,

que nédo adsorva a-pineno.

- Repeticao da analise cromatogréafica da libertacdo no tdnel de vento para réplicas de cada

amostra.

- Testar o desempenho das formulagdes desenvolvidas, primeiramente num tanel de vento
onde séo colocadas em conjunto com os insetos M. galloprovincialis e, posteriormente, em

ambiente florestal.

- Analisar as formulagGes por calorimetria diferencial de varrimento (DSC), de forma a
estudar a influéncia dos diferentes compostos da formulacdo na temperatura de transicdo
vitrea e a compreender o efeito plastificante que o a-pineno pode ter nas diferentes

formulagoes.
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Anexo Il — Andlise da cera de carnauba, da serradura de

pinheiro e da resina por GC/MS
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Figura 11.1 - Espetros obtido por microextracdo em fase sdlida (SPME) e analise

cromatografica com o GC/MS. Cera de carnauba (A), serradura de pinheiro (B), resina (C).






Anexo Il — Analise diferencial téermica simultanea
(SDT)

Na Figura I11.1 e I11.2 estdo representados exemplos de perfis obtidos por SDT para a
formulacdo (1: 0 : 0 : 0), sem a-pineno, e para os difusores de a-pineno com diferentes
composicdes. As temperaturas e entalpias de fusdo e degradacgdo foram determinadas como
exemplificado na Figura 111.2.

A partir da entalpia de degradacdo determinada por SDT e da cristalinidade da PCL a 100%
descrita na literatura, foi possivel calcular a cristalinidade das matrizes poliméricas, tal como
no trabalho de Churro (2015) [113].

Heat Flow (i)

Deriv, Viiight (%¢"C)

T T T T T
100 o 300 400 500 EOD

Figura III.1 - Exemplo dos perfis obtidos por analise diferencial térmica simultanea para
as formulagfes (1:0:0:0) (—)e(1:0:0:1,02) (-----). Derivada do peso (m) e fluxo de

calor (w) em funcédo da temperatura.
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Figura IIL.2 - Exemplo dos perfis obtidos por analise diferencial térmica simultanea para
os difusores de a-pineno com uma base solida de PCL pura (A), PCL + Cera (B) e PCL +
Serradura (C), com (-----) e sem (—) revestimento. Derivada do peso (m) e fluxo de calor

(=) em funcédo da temperatura.
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Figura II1.3 - Exemplo da determinacdo das temperaturas de fusdo e de degradacdo e

da entalpia de degradacdo utilizada no célculo da cristalinidade das formulagdes.
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Anexo VI - Degradacao do produto final

(A)

(B)

(©

massa da amostra (g) massa da amostra (g)

massa da amostra (g)

== (1:0:0:0)

-#-(0,70:0,30:0:1,02)

—d—(1:0:0:1,02)
®-({0,85:0:015:1,07)

y =-0,0115x + 2,3792
2 _
5 R* = 10,8385

y =-0,0918x + 3,8511

. R*=0,983
¥ =-0,1588x + 39461 ¥ =-0,1007x + 35577
F® = 0,8919 * R*=0,3562
5 10 15 20 25 30 35 40
tempo (h)
——(1:0:0:102)*
@-(0,70: 0,30 :0: 1,02
v =0,640x + 3,7138
R?=0,9557 B =-(0,85:0:015:1,02)
BT o 0,6205 + 3,6245
i B R* = 0,9259
e
G
y=0,1413x + 3,4267
R = 0,5092
2 4 6 8 10
tempo (h)
——(1:0:0:1,02)*
B -@-(0,70:0,30: 0: 1,02)*
%% - - (0,85:0: 0,15 : 1,02)*
B~

y=-0,1223x+ 6,0389
R*=0,9722

LBy 20,1517+ 6,6205

y=-0,1204x + 53717 R*=0,9876
R* = 0,5815
5 10 15 20 75 30 35 40
tempo (h)

Figura VI.1 - Linearizacdo da cinética de perda de massa durante a fase de degradacédo

dos difusores sem revestimento (A), a fase de inchaco dos difusores com revestimento (B), a

fase de degradacdo dos difusores com revestimento (C).
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log(M/M.)

-1,1

log(t)

0,4 0,6 0,8
y=1,0093x- 1,0325
y=10041x-10008 R?=09691
R?=09776 . .~ o V=10226¢-1,139

R?=0,9809

m}
........ y=0,9197x-1,1733

y=0,7121x- 1,1476
R?=0,9627

R2=0972 .

1,2

1,4
v =0,7029x- 1,1664

u Controlo pcl pura + a-pineno

0 Controlo com a-pineno + cobertura comercial

® Monolito com cera + a-pineno

o Monolito com cera + a-pineno + cobertura comercial

4 Monolito com serradura + a-pineno
o A Monolito com serradura + a-pineno + cobertura comercial

Figura VII.1 - Representacdo gréafica da linearizacdo das cinéticas de libertacao obtidas.
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Frases H

- H225 - Liquido e vapor facilmente inflamaveis.

- H226 - Liquido e vapor inflamaveis.

- H280 - Contém gés sob presséo; risco de explosao sob a acdo do calor.

- H301+H311+H331 - Toxico por ingestdo, inalacdo e em contacto com a pele.
- H304 - Pode ser mortal por ingestdo e penetracdo nas vias respiratorias.

- H315 - Provoca irritacdo cutanea.

- H317 - Pode provocar uma reacao alérgica cutanea.

- H319 - Provoca irritacdo ocular grave.
- H336 - Pode provocar sonoléncia ou vertigens.
- H370 - Afeta os 6rgaos.

- H400 — Muito toxico para 0s organismos aquaticos
Frases P

- P210 - Manter afastado do calor, superficies quentes, faisca, chama aberta e outras fontes
de ignicao. Ndo fumar.

- P280 - Usar luvas de protecdo / protecdo ocular/ protecdo facial/ vestuario de protecéo.

- P301+P310 - Em caso de ingestdo: contacte imediatamente um centro de informacao

antivenenos/médico.

- P302+P352+P312 - Se entrar em contacto com a pele: lavar abundantemente com agua.

Caso sinta indisposi¢do, contacte um centro de informacgéo antivenenos/médico.

- P303+P361+P353 - Em caso de contacto com a pele (ou o cabelo): retirar imediatamente

toda a roupa contaminada. Enxaguar a pele com agua/tomar um duche.

- P304+P340+P311 - Em caso de inalacdo: retirar a pessoa para uma zona ao ar livre e
manté-la numa posicao que nao dificulte a respiracdo. Caso sinta indisposicao, contacte um
centro de informacéo antivenenos/médico.

- P305+P351+P338 - Se entrar em contacto com os olhos: enxaguar cuidadosamente com
agua durante varios minutos. Se usar lentes de contacto, retire-as, se tal Ihe for possivel.
Continuar a enxaguar.

- P331 - Né&o provocar o0 vomito.

- P370+P378 — Em caso de incéndio: para extinguir utilizar p6 seco ou areia seca.
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- P403+P235 — Armazenar em local bem ventilado. Conservar em ambiente fresco.

- P410+P403 — Manter ao abrigo da luz solar. Armazenar em local bem ventilado.
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