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O Esteval, Cistus ladanifer L.

“A medida que descem a encosta

o pinhal vai-se dispersando, as arvores inclinam-se

na mesma direccdo (a marca do vento, deduz Elias) e 0

mato rasteiro ganha terreno (o vento ainda, a viagem das sementes)
urze e estevais por foda a parfe. Mais uns passos € abrange-se o horizonte até ao mar.
Estevais & o que hé @ volta deles, estevais e pedras, auséncia de drvores. E sol.

O sol a rebrilhar no verniz das folhas das estevas e o cheiro morno que elas deitam...”

José Cardoso Pires, Balada da Praia dos Caes
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Resumo

O presente trabalho surge do reconhecimento das potencialidades naturais da flora
portuguesa, particularmente rica em espécies aromdticas, e da necessidade de
preservacdo e desenvolvimento dos espagos florestais. Acreditando que a melhor forma de
o conseguir serd promovendo a valorizagGo destes recursos naturais, procurou-se, deste
modo, obter extractos (6leo essencial) da espécie vegetal Esteva (Cistus ladanifer L.) e
proceder & sua caracterizagdo fendo como objectivo a identificagdo e quantificagdo,

nestes, de compostos de elevado valor comercial.

Planta nativa e muito frequente em territério nacional, a Esteva exsuda uma resing,
designada por lébdano, que tem sido extraida quer por destilagdo quer por extracggo com
solventes em pafses como Espanha e Franca. Os produtos obfidos sGo particularmente
apreciados pelo seu odor balsémico, mas principalmente pelas excelentes propriedades

fixativas que possuem.

Dos produtos sinfetizados pelas plantas, os éleos essenciais estéo entre os mais valiosos,
encontrando grande aplicabilidade comercial, em particular pelas suas caracteristicas
odorificas de que os compostos terpénicos oxigenados sdo os principais responsaveis.
Deste modo, a identificacdo e quantificagdo nos extractos de Esteva da presenca dos
4lcoois monoterpénicos linalol, borneol, a-terpineol, citronelol e geraniol, dos acetatos de
bornilo e geranilo e ainda do fenilpropanéide eugenol, representaram um dos principais
objectivos do presente trabalho. Foram ainda incluidos neste conjunto de compostos de
interesse o a-pineno e a 2,2,6-trimetilciclohexanona, identificados em diversos estudos

como constituintes maioritarios do 6leo essencial de Esteva.

A complexidade apresentada pela generalidade dos Sleos essenciais, formados por
misturas de substancias de classes quimicas e pesos moleculares diversos, contribui para
que a identificacdo e quantificagdo dos seus constituintes seja, por vezes, bastante dificil.
O pré-fraccionamento das amosiras, nomeadamente por cromatografia preparativa, antes
da andlise é uma prética comum. Tendo em atengdo o excessivo tempo de andlise que
estes procedimentos implicam, procurou-se neste trabalho desenvolver e validar uma nova
metodologia analitica por SPME/GC-FID, na qual se utilizou a microexiraccgo em fase

sélida (SPME) como Gnica etapa de preparagdo das amostras. Estudaram-se as condicdes



6ptimas de extracgdo em headspace por SPME para os compostos em estudo. Factores
com influéncia no processo extractivo como: o revestimento da fibra, a temperatura de
extraccdo, a forca ibnica e o tempo de extracgdo foram avaliados. As fibras de
polidimetilsiloxano (PDMS) e de poliacrilato (PA) foram comparadas, tendo revelado esta
gltima maior afinidade para os compostos estudados. Em consequéncia dos resultados
obtidos foram adoptadas as seguintes condigdes analiticas: fibra de poliacrilato, tempo de
extraccdo de 60 minutos, amostra a 40°C e teor de sal (NaCl) de 20% (m/v). Para a
validacdo da metodologia analitica foram avaliadas a gama linear, os limites de detecgdo,
a precisdo e a exactiddo do método, tendo este revelado uma boa linearidade na gama

de concentracdes estudada e elevada precisgo.

Para a obfencdo dos extractos/Sleo essencial de Esteva foi ufilizado o processo de
destilacio e extraccGo simulténea (SDE). Este pode ser considerado um processo
combinado de extraccdo e destilagdo, apresentando algumas vantagens sobre a utilizaggo
dos dois métodos em separado. Os pardmetros natureza do solvente e tempo de extracggo
foram estudados de modo a avaliar a sua infludncia na eficiéncia de extracgdo dos
compostos objecto de estudo.

De acordo com os resultados obtidos na optimizagdo do processo extractivo as melhores
eficiéncios de extraccdo, com valores compreendidos entre 64,7 e 84,6%, foram
observadas para o solvente pentano e para um tempo de extracggo de 60 minutos. O
processo de destilagdo e exiracgdo simultdnea (SDE) revelou ainda uma boa
reprodutibilidade, com coeficientes de variagéo inferiores a 10%, e fndices de recuperagdo

préximos dos valores registados para as eficiéncias de extracggo.

Por ¢ltimo, procedeu-se & extracgio de amostras de Esteva, nas condicées optimizadas, e
os exiractos obfidos foram analisados por SPME/GC-FID tendo sido identificados e
quantificados o a-pineno, a 2,2,6-trimetilciclohexanona, o borneol e o acetato de bornilo
nas concentracdes médias de 393,4 mg/L, 108,5 mg/L, 52,3 mg/L e 68,6 mg/L

respectivamente.



Abstract

The present work arises from the recognition of the Portuguese natural flora potentialities,
particularly rich in aromatic species, and from the need of the preservation and
development of the forest areas. Believing that the best way to achieve that goal is to
promote the value of these natural resources, it was tried to get and characterize extracts
(essential oil) from the vegetal species rock-rose (Cistus ladanifer L.), aiming the
identification and quantification of compounds with the high commercial value compounds.
Being a native and abundant plant in national territory, rock-rose produces a resin called
labdanum, which has been extracted either by distillation or solvent extraction in countries
such as Spain and France. The yield products are particularly appreciated for its balsamic

odour, but mainly due fo its fixative properties.

The essential oils are some of the most valuable products obtained from plants. They are
highly appreciated for their aromatic properties for which the ferpenic oxygenated
compounds are the main responsibles. Thus, the identification and quantification in the
rock-rose extracts of the presence of the monoterpenic alcohols linalool, borneol, a-
terpineol, geraniol, citronellol, of the bornyl and geranyl acetates, and also the
phenylpropanoid eugenol, were one of the main objectives of this work. The a-pinene and
the 2,2,6-trimethylcyclohexanone have also been included in this group of compounds of
inferest as they are frequently referred as predominant components of the rock-rose
essential oil. Most essential oils are complex mixtures of substances with different chemical
classes and molecular weight, which make their identification and quantification sometimes
rather difficult. Fractionation of essential oils before analysis, namely by preparative GC, is
a common procedure. Instead of this tedious procedure, the current study infended fo
develop and validate a new methodology by SPME/GC-FID, where the solid-phase
microexiraction (SPME) was used as the unique step of sample preparation. In order to
determine optimum exiraction conditions such as the fiber coating, the extraction
temperature, the ionic strength and the extraction time, several essays were performed.
Polidimethylsiloxane (PDMS) and polyacrilate (PA) fibers were compared being the latter the
most efficient to extract the studied compounds. As a result, the following analytical
conditions were adopted: PA fiber, 60 minutes extraction time, sample kept at 40°C and

20% (m/v) in salt content. For the validation of the analytical methodology, linearity range,



detection limits, precision and accuracy were evaluated. The method showed a good

linearity in the studied concentration range and high precision.

Simultaneous distillation extraction (SDE) technique was used 1o isolate the extracts/essential
oils from rock-rose. Several essays were carried out in order fo evaluate the influence of the
nature of the solvent and the exiraction fime in the recovery of the compounds. According
to the resulis in the optimization of the exiractive process, the best efficiencies of extraction,
with values from 64,7% to 84,6%, were observed when using the pentane solvent and for
40 minutes extraction time. The SDE process also showed good reproducibility, with
coefficient variation below 10% and recoveries similar to the registered values for the

extraction efficiencies.

Once concluded the exiraction of samples of rock-rose, the obtained exiracts were
analysed by SPME/GC-FID being a-pinene, 2,2,6-trimethylcyclohexanone, borneol and
bornyl acetate were detected with average concentrations of 393,4 mg/L, 108,5 mg/L,
52,3 mg/L and 68,6 mg/L respectively.
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Introducdo 1

1 Introdugéo

Nos anos mais recentes, a extingdo de espécies vegetais e o desaparecimento de dreas
naturais, resuliado da actividade humana, tem ocorrido @ um ritmo considerado
preocupante. Este é um fenémeno global, a biodiversidade do planeta parece encontrar
nos nossos dias uma das mais fortes ameagas. A perda de diversidade biolégica tem sérias
implicagées. A extingdo de espécies representa uma perda de informagdo genética Gnica,
muitas vezes essencial para o desenvolvimento de medicamentos e para a produgéo de

alimentos.

O reconhecimento da necessidade de conservagdo da biodiversidade tem impulsionado &
escala internacional um conjunto de iniciativas de natureza social mas fambém politicas,
como a Conven¢do sobre a Diversidade Biolégica, que Portugal. ratificou em 1993. A
conservagdo da diversidade biolégica, a utilizagdo sustentdvel dos recursos naturais e o
partilha justa e equitativa dos beneficios resultantes da utilizacdo desses mesmos recursos,

s@o os objectivos fundamentais adoptados pela Convengéo sobre a Diversidade Biolégica.

Para o cumprimento destes objectivos a Comunidade Europeia, onde Portugal se insere,
desenvolveu uma rede ecolégica denominada Rede Natura 2000, resultante da
implementagdo de duas Directivas comunitdrias distintas: a Directiva "Aves" (Dir.
79/409/CEE) e a Directiva "Habitats" (Dir. 92/43/CEE). A Rede Notura 2000 é
considerada um instrumento fundamental da politica da Unido Europeia em matéria de
conservagdo da natureza e da diversidade biolégica. Aproximadamente 21,3% do
territério nacional integram esta rede, o que é significativo e revelador da riqueza do

patriménio natural portugués.

Portugal possui alidgs uma das maiores proporcdes de drea de floresta na Europa. As
florestas portuguesas representam 38% do territério nacional, o equivalente a 3 349 000
de hectares. A Floresta é o quarto sector mais importante da actividade econémica
Portuguesa, sendo responsdvel por 3,3% do emprego fotal e geradora de receitas de
exportagdo de 2748 milhGes de euros (Programa de Accéo Para o Sector Florestal, 2003).
Os recursos explorados com maior expressdo sdo a producdo de madeira, de resing,

cortiga e celulose, o que tem reflexos no povoamento florestal. Este é dominado pelo
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pinheiro bravo (30%), sobreiro (22%) e eucalipto (21%) (Inventério Florestal Nacional, 3°
Revisdo, 2001).

A situacdo do sector florestal tem-se caracterizado, na opiniGo dos responsdveis, por um
desenvolvimento insuficiente com subaproveitamento do potencial existente, pela sobre-
explorag@o de alguns recursos, pela grande vulnerabilidade a factores de erosdo e até
mesmo pela destruigdo do seu potencial produtivo por forca dos incéndios florestais

(Programa de Acgéo Para o Sector Florestal, 2003).

Estes sdo factores que tem contribuido para um desenvolvimento ndo sustentdvel dos
recursos florestais, o que coloca em risco @ conservacdo da prépria Floresta e a
biodiversidade que ela encerra. A gestdo florestal sustentével é um objectivo estratégico,
claramente reconhecido e expresso no Programa de Acgdo Para o Sector Florestal
apresentando em Fevereiro de 2003. O programa que o documento preconiza encontra-
se dividido em onze acgdes que v3o desde a articulagao institucional até ao
reconhecimento da necessidade de programas de investigac@o e desenvolvimento florestal
(1&D), passando pela necessidade urgente de adopgdo de medidas de prevengdo de
incéndios. Estes represenfam uma das principais ameagas ao desenvolvimento sustentdvel,
transformando todos os Veroes a paisagem florestal, de modo quase inevitével.

A figura 1 ilustra a evolugdo da drea ardida ocorridos na vltima década em Portugal

Continental (Incéndios Florestais — 2001, Relatério Provisério, Direccdo Geral das

Florestas).
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Figura 1. Incéndios florestais em Portugal Continental, na Glfima década.
(Fonte: Direcgdo Geral das Florestas)
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As razdes para a ocorréncia dos incéndios sdo complexas. De um lado estdo as condigoes
naturais, isfo é as caracteristicas proprias do ecossistema Mediterréneo. O clima que se
caracteriza pela existéncia de uma estacdo quente e seca (propicio a ocorréncia de
incéndios florestais) e de uma estagdo fria e homida é favordvel ao desenvolvimento de
uma vegetacdo predominantemente arbustiva, formando matos continuos. Durante o
tempo quente e seco de Verdo, estes matos formam uma camada combustivel capaz de
propagar os incéndios. Esta situacdo que é natural, uma vez que o fogo sempre fez parte
dos ecossistemas Mediterr@nicos como factor de alteracdo e renovagéo da paisagem,

assume agora dimensoes preocupantes.

O &xodo rural e o decréscimo da actividade agricola s@o factores que contribuiram para o
aumento da frequéncia de fogos florestais em Portugal. O abandono agricola levou ao
abandono dos matos e florestas contribuindo deste modo para o incremento dos fogos
florestais. A industrializagdo da prépria agricultura levou & desvalorizaggo econémica dos
residuos florestais. Os matos que tiveram outrora uma utilidade prépria, sendo explorados
pelo homem para obtencgo de lenha, carvdo, de camas para o gado e para ajudar a
preparar estrumes, estdo hoje devotados ao abandono. Outro conjunto de factores ndo
menos importantes resultam da accéo directa do homem que, quer por acgdo negligente
ou até mesmo de natureza criminal ou por omissGo, é o principal responsével pelo grave

problema dos incéndios.

A estratégia para a preveng@o dos incéndios fem residido num conjunto de acgoes de
reestruturacéo das exploragdes florestais. A auséncia de uma eficaz gestdo florestal é
apontada no Programa de Acgdo Para o Sector Florestal como potenciadora do risco de
incéndio. A construcdo de caminhos, aceiros e sua reparacdo, construgGo de pontos de
agua e de helipistas, a vigilancia e a sensibilizaggo da populagio séo medidas
importantes que tem vindo a ser implementadas. Olhando no entanto para as estatisticas
(ver figura 1) e apesar do esforco j@ desenvolvido os resultados continuam aquém do
desejavel. Um outro conjunto de medidas que poderd ser decisivo para a inversdo dos
nomeros reside na valorizagdo econémica dos proprios residuos florestais, o que
incentivaria a limpeza das matas. Uma das alternativas é o seu aproveitamento energeético.
Em Portugal femos como exemplo a central termoeléctrica de Mortdgua. Uma outra
abordagem para a valorizagdo dos resfduos florestais é a que se propde neste trabalho. A

biodiversidade da floresta Portuguesa encerra uma série de espécies espont@neas que
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apresentam caracteristicas aromdticas, medicinais e condimentares. Portugal é possuidor
de uma flora aromética de grande potencial, particularmente rica em 6leos essenciais, €
gue se enconitra desoprovei1adc. Nos matos enconitram-se espécies vegetais como O
rosmaninho, a alfazema, as estevas, os tomilhos, o manjericéo, o alecrim e a hortela entre

outras. A exploracdo destes recursos poderd ser também a melhor forma de os conservar.

De enire os compostos mais valiosos produzidos pelas plantas, encontram-se os Sleos
essenciais, principios odorfferos utilizados, desde a antiguidade, tanto com fins
terapéuticos, como no fabrico de perfumes e cosméticos. O interesse renovado pela
utilizacgo de subst@ncias naturais, biologicamente activas, fem encorajado a sua
utilizacdo. Para tal, tem também contribuido o facto de os bleos essenciais aliarem ao seu
papel aromatizante, a condicio de serem produtos naturais e biodegradéveis,
apresentarem propriedades antimicrobianas e antioxidantes. Estas propriedades tém
desperfado nos 0lfimos anos um interesse crescente, a nivel mundial, pelo estudo das
plantas produtoras de 6leos essenciais. Muitos dos estudos visam obter matéria-prima para
as indstrias alimentar e de perfumaria. Com efeito, estas industrias utilizam os 6leos
essenciais no seu fodo, para reproduzirem sabores e/ou odores naturais, ou apenas alguns
dos seus componentes, nomeadamente os monoterpenos, como matéria-prima de base

para a sintese total ou parcial de novos compostos de elevado valor comercial (CEVC).

Pretendeu-se assim, neste trabalho, avaliar e caracterizar alguns extractos/6leos essenciais
de espécies vegetais, e estudar a viabilidade no que diz respeito & exiracgGo de compostos
orgénicos de valor comercial com aplicagdo nas indUstrias farmacéutica, alimentar, mas

principalmente na indUstria da perfumaria e cosméticos.

Da variedade de compostos que constituem os 6leos essenciais, que sdo, na sua grande
maioria misturas muito complexas, exigindo o estudo da sua composicGo quimica um
grande esforco e o recurso a técnicas analiticas sofisticadas, assumem particular
importdncia os compostos oxigenados. Estes sGo os principais responsdveis pelas
caracteristicas organolépticas dos éleos, sendo pratica comum da inddstria a remogao dos
hidrocarbonetos para acentuagdo da nota odorifica dos compostos oxigenados. Deste
modo, foram inicialmente seleccionados para este estudo alguns dos mais importantes
Glcoois monoterpénicos usados em fragréncias como notas de topo ou intermédias, sendo
eles o linalol, a-terpineol, borneol, citronelol e geraniol. Para além destes compostos, que

poderemos considerar os mais valorizados, foram ainda seleccionados o fenilpropanside
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eugenol, os acetatos de bornilo e de geranilo, substéncias que encontram também uma
imporfante aplicagégo em fragréncias e por oltimo o a-pineno e a 2,2,6-
trimetilciclohexanona. Estes dois Gltimos compostos foram incluidos no estudo pelo facto
de na literatura consultada serem indicados como principais constituintes da espécie
objecto de estudo neste trabalho, a Esteva (Cistus ladanifer L.). Apresentam-se na tabela 1

algumas das principais caracteristicas fisico-quimicas dos compostos seleccionados.

Tabela.1 Principais caracteristicas fisico-quimicas dos compostos seleccionados.

e Férmula Peso p.e. p.v. Sol. H,O Constante Henry
Molecular  Molecular (°C) (mm Hg)°  (mg/L)° (atm.m®.mol") °
a.-Pineno CioHis 136,2 155,9 4,75 2,49 0,294
*Hexanona CH, O 140,2 178,5 - - -
Linalol CiHieO 1542 197 0,16 1589 2,15¢10°%
Bomeol CoHisO  154,2 : 0,0353 738 6,7x10%
a-Terpineol CioH1eO 154,2 220 0,0423 710 1,22x10°
Citronelol CitO 1563 2245 004406 2118 5,68x10°
Geraniol CyoHisO 1542  230,2 0,03001 100 5,89x10°
Acetato de bomilo Cy5H205 196,3 227 0,228 2323 . 4,37x10*
Eugenol CoH,O, 1642 2532 00226 2463 4,81x10°
Acetato de geranilo  C,oH,20; 196,2 240-242 0,033 6,885 2,42x10°

* 2,2,6-trimetilciclohexanona

a — & femperatura de 25°C

p.e. — ponto de ebuligdo; p.v. — pressdo de vapor; Sol. H,O — solubilidade em 4gua

Fonte: SRC PhysProp Database 2001

Era infencdo inicial do estudo proceder & avaliaggo de um maior nimero de espécies
vegetais da nossa flora, mas este objectivo foi forfemente condicionado quer pela
mudanca de instalacées da Faculdade de Engenharia da Universidade do Porto, onde
decorreu a execucdo experimental, quer ainda pelas condices encontradas nas novas
instalaces. Deste modo o que se desenvolveu foi uma metodologia de extraccdo e andlise
dos exiractos que se aplicou & Esteva mas que poderd ser, em estudos posteriores,

aplicada e adaptada a extractos de outras espécies, bem como a misturas de vdrias

espécies, como por exemplo a amostras reais de mato.

Tradicionalmente os éleos essenciais sdo, preferencialmente, isolados por destilagdo.
Sendo reconhecido que o método de extracgéo € um dos factores que influencia a
composicdo dos extractos optou-se, neste estudo, pelo recurso a novas técnicas de
extracco. Pelas suas caracterfsticas o processo de destilacdo e extracgdo simulténea (SDE)

poderd assumir-se como’uma boa alternativa. Este ndo é um processo conhecido pela
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industria sendo no entanto bastante utilizado a nivel laboratorial para a extracgdo de
voldteis a partir de diversas matrizes, com bons resultados. Um outro processo
particularmente promissor e que tem vindo a ser utilizado na extraccdo de produtos
naturais é a técnica de extraccdo com diéxido de carbono supercritico (SC-CO,).

O processo de destilacdo e extracgdo simultdnea e a extracgdo supercritica com Cco,
foram as técnicas inicialmente escolhidas para obtencdo dos extractos. No entanto em
consequéncia da jd referida mudanga de instalagdes da Faculdade de Engenharia da

Universidade do Porto, ndo foi possivel avaliar a extracgdo por SC-CO,.

Para o estudo da composicdo dos extractos de Esteva, obtidos por SDE, foi escolhida a
técnica de microextragdo em fase sélida (SPME) seguida da andlise por GC-FID. A
complexidade apresentada pela grande maioria dos 6leos essenciais implica normalmente
a necessidade de proceder ao seu fraccionamento. A opgdo pela técnica de SPME surge,
assim, com o propésito de simplificar a matriz dos extractos, permitindo de um modo

expedito a sua introdugdo para andlise por cromatografia gasosa.
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2 Oleos Essenciais

De acordo com a Norma Portuguesa NP-90 de 1970, designam-se por 6leos essenciais
ou esséncias os “produtos odorfferos naturais, brutos ou rectificados, voldteis
temperatura ambiente e extraidos de plantas por processos fisicos tais como: express@o,

destilagdo, dissolucdo, extraccdo por solventes, enfloragem e macerag@o”.

Os 6leos essenciais ocorrem apenas nas plantas superiores. Das 350 000 espécies de
plantas conhecidas cerca de 60 000 sdo consideradas plantas medicinais, capazes de
sintetizar substancias designadas por principios activos, que exercem accdo farmacolégica.
Destas, cerca de 17 500 sdo plantas ditas aromdticas (Boelens, 1997; Bruneton, 1999). O
género capaz de sintetizar os constituintes dos 6leos essenciais estd distribuido por um
nomero limitado de familias, por exemplo: Myrtaceae, Louracece, Rutaceae, Lamiaceae,
Asteraceae, Apiaceae, Cupressaceae, Poaceae, Zingiberaceae e Piperaceae (Bruneton,

1999).

A sintese e acumulacdo do Sleo essencial estdo geralmente associadas & presenca de
estruturas histolégicas especializadas, frequentemente localizadas na superficie da planta,
ou perto desta. De acordo com a familia a que pertencem, as diversas espécies de plantas
acumulam os éleos essenciais em érgdos anatémicos especificos, tais como: flores, folhas,
raizes, rizomas, sementes, tecido lenhoso, e frutos. Todos os érgdos de uma dada espécie
podem conter éleo essencial, mas a composicdo deste varia, normalmente, com a
localizagdo na planta. De um modo geral a quantidade de Sleo essencial é pequena,
sendo frequentemente inferior @ 10 ml/Kg de planta seca (Bruneton, 1999).
Quimicamente, na sua maioria, os bleos essenciais sdo constituidos por substancias

terpénicas e em alguns casos por fenilpropanéides.

Na fisiologia vegetal, os éleos essenciais, sGo considerados metabolitos secundérios, nGo
imprescindiveis para o desenvolvimento da planta, para as suas fungées vitais. Na maior
parte dos casos a fungdo biolégica do éleo essencial ndo é muito clara. Acredita-se no
entanto que eles representam um papel ecolégico, hipétese que é suportada por algumas
experiéncias que provaram a fungdo de alguns terpendides nas interacgdes da planta com
o ecossistema que a rodeia. Protec¢do contra predadores (insectos, fungos), atracgdo de

espécies polinizadoras, agentes alelopéticos inibidores da germinagdo e crescimento de
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espécies competidoras, sdo algumas das fungdes que lhes sdo atribuidas (Dudareva e
Pichersky, 2000; Pichersky e Gershenzon, 2002).

A temperatura ambiente os 6leos essenciais sdo liquidos, mas sdo também voléteis, o que
os diferencia dos éleos gordos, de composicéo glicérica. Raramente sdo coloridos, de um
modo geral a sua densidade é inferior & da dgua, possuem elevados fndices de refraccdo
e muitos deles rodam o plano da luz polarizada. Sdo soldveis em solventes orgénicos,

lipossolGveis e muito pouco solGveis em dgua (Bruneton, 1999).

2.1 Aplicagées dos Oleos Essenciais

Os primeiros registos de 6leos essenciais remetem-nos para Oriente e para as civilizacées
cléssicas da Antiguidade (Egipto, Pérsia, India). Registos pictéricos confirmam a existéncia,
entre os egipcios, de préticas religiosas associadas a curas, a ungdes da realeza, e &
procura de bem-estar fisico, através dos aromas obtidos de partes especificas de certos

vegetais, como resinas, folhas, flores e sementes.

Quer os povos gregos quer os romanos estabeleceram rotas comerciais com o Oriente
para obtengdo destes produtos. A sua raridade e elevado custo, contribuiram para que
durante muito fempo fossem considerados objectos de luxo e factor de distincdo social.
Eram ufilizados em ceriménias religiosas sendo até usados como oferendas entre
governantes. Muitos destes produtos odorificos eram utilizados em bruto, enquanto outros
eram provavelmente exiraidos a partir do material vegetal utilizando gorduras, resultando

em pomadas e ungdes perfumadas.

Os principios bdsicos da obtencdo de Sleos essenciais foram introduzidos pelas
civilizagdes orientais, india, Pérsia e Egipto. O desenvolvimento da técnica de destilacéo,
pela civilizagdo drabe, e a sua utilizagdo na extracgdo das esséncias foi determinante na
difusGo destes materiais. Foram os Grabes que primeiro destilaram o élcool etilico a partir

do aclcar, providenciando assim um novo solvente capaz de extrair os Sleos essenciais

(Teisseire, 1994).

Foi apenas a partir da Idade Média, em consequéncia das Cruzadas, que a técnica da

destilacdo foi introduzida na Europa. A destilaggo de éleos essenciais foi descrita durante



Oleos Essenciais 9

os séculos IX e Xlll. A primeira descricdo do processo de obtencdo de um éleo essencial é
atribufda a um médico cataldo Amold de Villanova (1235-1311).

Durante algum tempo a arfe da destilagéo foi usada com o objectivo de produzir “dguas
destiladas”, especialidade das farmécias medievais europeias. O 6leo que aparecia &
superficie destas dguas era visto como um indesejdvel produto secundério. E durante o
inicio do periodo renascentista que alguns manuscritos venezianos fazem referéncia aos
6leos destilados de rosmaninho e de salva e ndo a “dguas destiladas”. No fim deste
perfiodo o médico suico Paracelsus expdem a sua teoria “Quinta essentia”, sendo o
objectivo da ciéncia farmacéutica a extraccdo deste “quinto elemento”, o verdadeiro
elemento de qualquer preparagdo farmacéutica. As teorias alquimistas do médico suico
Paracelsus impulsionaram a obtengdo de Sleos essenciais, e o processo de destilacdo
passou a ser conhecido como o meio de separar o “essencial” do “ndo essencial”. A
expressdo Sleo essencial é ainda evocativa do conceito de quinta-esséncia de Paracelsus.

(Teisseire, 1994).

v

No século XVIIl eram conhecidos na Europa cerca de uma centena de éleos essenciais. E
durante este século que se estabelece em Grasse, no sul de Franca, a indéstria de
perfumaria baseada no cultivo de plantas arométicas e extraccdo de éleos essenciais,
sendo ainda hoje um dos maiores centros mundiais produtor e consumidor destes

produtos.

Mas néo é sé na indUstria da perfumaria que os éleos essenciais encontram aplicagdo. As
suas propriedades odorificas sGo também apreciadas pelo sector industrial alimentar, de
cosmética e farmacéutico. Para além da funcdo aromatizante, sGo ainda atribuidas aos
6leos essenciais propriedades terapéuticas (Buchbaeur ef al. 1993), encontrando grande
aplicagdo na medicina popular e alternativa. Na medicina dita moderna ou convencional
a sua aplicagdo é bastante mais restrita. O estudo da actividade farmacolégica dos éleos
é particularmente dificil uma vez que estes sdo na sua grande maioria misturas
frequentemente constituidas por centenas de compostos. De entre as principais accdes
farmacolégicas atfribuidas aos 6leos essenciais destacam-se a actividade anti-séptica e
desinfectante, anti-inflamatéria, espamolitica, sedativa e actividade microbiana (Buchbaeur
et al., 1993; Cowan, 1999). Parficularmente importante é também a capacidade

antioxidante revelada por alguns éleos essenciais (Dorman et al., 2000)
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De referir ainda a utilizagdo de alguns 6leos essenciais pela indstria quimica para
obtencGo de substéncias utilizadas na sintese de compostos com valor acrescentado em
perfumaria. A obten¢do do a-pineno a partir do éleo de terebintina ou do geraniol a partir

do dleo de palmarosa, sdo disso exemplo (Teisseire, 1994; Bruneton, 1999).

2.2 Métodos de Extracgao

A extracc@o dos dleos essenciais pode dar-se logo apés a colheita da matéria-prima,
quando hé o risco de ocorréncia de perdas e alteragées (o que acontece com as flores),
ou entdo procede-se & sua armazenagem e secagem (raizes, cascas, folhas, frutos,
sementes). Quer a armazenagem como a secagem modificam e podem prejudicar as
qualidades dos 6leos essenciais pela ocorréncia de volatilizagées, hidrélises, oxidacdes, e

polimerizacdes.

O rendimento e a composicdo quimica dos éleos essenciais variam de acordo com a
origem geogrdfica e qualidade do material da planta, a altura do ano em que é colhida e
o método de extracgdo utilizado. De um modo geral os processos extractivos sdo
susceptiveis de modificar a composicdo dos éleos essenciais, quer pela producdo de
artefactos durante a extracgGo quer pelas alteracées sofridas por alguns compostos mais
sensiveis as condigdes de operag@o. A opgdo por um determinado método de extraccdo
depende da natureza e quanfidade de material disponivel mas também da qualidade
desejada para o extracto. Um aspecto importante para a indUstria dos éleos essenciais é a
sua qualidade final. Dai qﬁe a grande aposta e desafio da inddstria do ramo reside no
desenvolvimento de técnicas de extracgdo cada vez mais representativas do aroma/odor

original da planta.

2.2.1 Técnicas Convencionais/Tradicienais de Extracgao

2.2.1.1 Destilagao

Do conjunto de processos hoje disponiveis, a destilagdo é sem sombra de ddvida o mais
usado para a extracgdo dos dleos essenciais (Teisseire, 1994; Boelens, 1997; Luque de
Castro et al., 1999). A indUstria prefere o método da destilagdo pelo vapor de dgua em

consequéncia da sua maior simplicidade e economia.
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Os destilados recolhem-se em aparelhos de separagdo e as duas fases (dgua/esséncia)
separam-se, regra geral, imediatamente apds a condensacdo, por diferenca de densidade
e imiscibilidade. O processo de destilagdo é aplicavel a flores, folhas, raizes e até plantas
infeiras, permitindo obter em simulténeo os éleos essenciais e as dguas arométicas ou
florais, dguas de condensacé@o saturadas de éleo essencial. A experiéncia determinou,
para cada planta o tempo de extraccdo para a obtengdo do melhor produto (maior
qualidade) ao menor custo. Pela forma como se estabelece o contacto entre a planta e a
4dgua, podem ser distinguidos trés processos de destilacdo das esséncias, a
hidrodestilagéo, a destilagdo pela dgua e pelo vapor e a destilagdo por arrastamento de

vapor (Boelens, 1997).

No primeiro processo, hidrodestilagéo, o material a destilar é completamente imerso em
dgua. E uma técnica utilizada quando a substéncia se encontra pulverizada finamente, em
vitude de ndo poder ser destilada de outro modo (canela) ou quando se formam massas
gelatinosas com o vapor (pétalas de rosas). O éleo essencial é extraido e volatilizado pela
acgdo da dgua em ebulicdo, sendo depois recolhido por condensagdo. O produto é uma
mistura de dgua mais leo essencial, sendo os dois liquidos separados por decantacéo ou
centrifugagdo. Este processo apresenta como desvantagens a sua morosidade e o risco de
ocorréncia de alteragdes (hidrélise dos ésteres e polimerizacdo dos aldeidos) devido ao
aquecimento prolongado em contacto com a dgua, perdas dos compostos mais solGveis e

degradacdo de outros (Teisseire, 1994; Luque de Castro et al., 1999).

No processo de destilagdo pela dgua e pelo vapor, a matéria-prima e a dgua encontram-
se separadas por uma rede (Boelens, 1997). Este método tem como principal vantagem o
reduzido contacto com a dgua e portanto menor risco de hidrélise dos ésteres e
polimerizacéo dos aldeidos, quando comparado com o método de hidrodestilacdo. O
material vegetal é colocado numa grelha acima do nivel de dgua e a corrente de vapor
gerada atravessa o material, extraindo os constituintes volateis.

Na destilacdo por arrastamento com vopor a fase aquosa esté ausente e o vapor é
infroduzido. Este é o método mais indicado para a grande maioria dos éleos. A destilacao
é geralmente executada a pressdes reduzidos de modo a diminuir a temperatura,

permitindo adaptar o processo a diversas substancias (Bruneton, 1999).
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2.2.1.2 Expresséo

A par da destilagdo por vapor, a extracgdo por expressdo, é também um processo com
grande difusdo industrial. Esta é uma técnica apenas ufilizada quando os érgdos
segregadores dos 6leos essenciais se encontram & superficie sendo possivel extrair o éleo
essencial, sob acgdes mecdanicas. Este método é principalmente usado na extraccdo dos
6leos de frutos do género Citrus (liméo, lima, laranja, toranja, tangerina) (Boelens, 1997;
Bruneton, 1999). Originalmente, a casca era esmagada/pressionada, e o 6leo libertado
recolhido numa esponja. Hoje o processo é mecénico e na maioria dos casos o sumo e o
6leo sdo recolhidos  em simultdneo e separados por decantagdo. Este processo tem a
vantagem de ndo expor, como a destilacéo, os éleos a elevadas temperaturas, diminvindo
o risco de degradacdo pela accdo do calor. No entanto o éleo estd em contacto com a
solugdo Geida do sumo. Uma vez que o 6leo contém componentes ligeiramente sol(veis
em dgua, estes podem se perder. Em simultdneo poderd ocorrer a hidrélise de alguns
ésteres e reacgdes catalizadas pelo meio dcido. Para minimizar estes efeitos a pele é por

vezes separada do resto do fruto e processada separadamente.

2.2.1.3 Enfloragem

Um outro processo extractivo resultante do conhecimento da lipossolubilidade dos
compostos odorificos em gorduras é a técnica de enfloragem, “enfleurage”, introduzida no
século XVIlI, pela indéstria francesa de Grasse (Teisseire, 1994). Este é um processo de
extracgdo a baixa temperatura por contacto directo, em alternativa & imersdo total, em
gorduras, sendo considerada uma das técnicas que melhor reproduz o odor original do
material vegetal. Processo desenvolvido para captar o aroma de flores (jasmim, violeta,
rosa, gardénia e a flor de laranjeira) que contém muito pouco éleo essencial, ou cujas
delicadas fragrancias sdo alteradas pela accdo do calor, e que vdo libertando as esséncias
mesmo depois de colhidas. As flores (ou pétalas) sdo distribuidas sob uma camada de
gordura, altamente purificada e af deixadas por um perfodo de 24 a 72 horas. O perfume
exalado pelas flores é absorvido pela gordura, e estas vdo sendo periodicamente
substituidas por flores frescas até a gordura ficar saturada, obtendo-se um produto
designado de pomada. A extracgGo em dlcool a frio, da pomada, permite obter um

extracto que pode ser usado tal qual ou concentrado por remogéo do élcool, resultando
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no absoluto de enfloragem. Este é no entanio um processo moroso e tdo exigente do
ponto de vista de frabalho manual que tem vindo a ser progressivamente abandonado e

substituido pela exiracgdo com solventes orgénicos (Teisseire, 1994).

2.2.1.4 Extracgéio por solvente

O termo extracgdo por solvente abrange uma classe de técnicas que vdo desde o simples
mergulhar do material da planta em solventes orgénicos, & temperatura ambiente ou
abaixo desta, até & extraccdo com solvente a quente, num aparelho tipo Soxhlet. No
processo ocorre a extracgdo ndo sé do éleo mas também de material ndo voldtil,
principalmente ceras (Milner et al., 1997). Apés a remogdo do solvente obtém-se uma
pasta sélida designada por concreto, que é depois dissolvida em dlcool a frio, de modo a
separar as substdncias odorificas, que s@o sollveis, das ceras que sdo insoltveis no dlcool.
Este ¢ removido por destilacdo a pressdo reduzida obtendo-se o absoluto. Algumas
plantas podem ser exiraidas directamente com élcool, o extracto obtido é usualmente

pegajoso, viscoso e resinoso sendo designado por resindide (Teisseire, 1994).

A utilizaggo de temperaturas mais baixas representa uma vantagem comparativamente ao
método de destilacdo a vapor. O ponto de ebulicdo dos solventes usados é normalmente
inferior a 60°C e quando o material é simplesmente mergulhado no solvente a
temperatura varia entre os 5 a 25°C. Uma vez que o 6leo essencial extraido por solventes
orgdnicos é mantido a baixas temperaturas durante o processo extractivo, eles sdo
considerados mais “naturais” do que os obtidos por destilacéo, pois estes Gltimos estdo
sujeitos a condigbes que podem favorecer alteragdes induzidas pela temperatura e pelas

condicées de pH do meio (Milner et al., 1997).

A extracg@o por solvente apresenta no entanto a desvantagem de co-extraccdo de material
ndo voldtil como ceras, clorofilas, entre outros. A escolha do solvente é fundamental para
o sucesso do processo, sendo influenciada por pardmetros técnicos e econémicos. A
selectividade, estabilidade, ponto de ebulicéo, a toxicidade e a inflamabilidade s@o alguns
dos pardmetros a avaliar correctamente (Bruneton, 1999). Os solventes mais usados séo
os alifdticos, éter de petréleo, hexano, halogenados, bem como o etanol, sendo este no
entanto, aplicado na obtenc@o de absolutos e resindides e ndo directamente na extraccéo

(Boelens, 1997).
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As principais desvantagens dos solventes s@o, a i@ referida falta de selectividade,
resultando na co-extraccdio de muitas substancias lipofilicas, e a toxicidade de alguns
solventes o que levou a regulamentos restritivos quanto ao seu uso e ao problema dos

residuos no produto final (Bruneton, 1999; Luque de Castro et al., 1999).

Este d¢ltimo aspecto, a par da necessidade de obter produtos com as melhores
caracteristicas sdo factores que tém impulsionado o desenvolvimento de novas técnicas

extractivas.

2.2.2 Técnicas de Extracgdo Recentes

A extraccdo assistida por microondas, extracgdo supercritica com CO, e a extraccdo

continua com dgua subcritica s@o as alternativas mais recentes em estudo.

2.2.2.1 Extracgdo Assistida por Microondas

A extracgao assistida por microondas (MAE — Microwave Assisted Extraction) é uma técnica
simples que permite a é)drccgﬁo de produtos a partir de uma alargada gama de matrizes,
pela acgdo da energia de microondas. A extracgdo pode dar-se em fase gasosa mas é em
fase liquida que é aplicada para extraccdo de éleos essenciais (Luque de Castro et al.,
1999). A energia de microondas ¢ utilizada como fonte de aquecimento de solventes em
contacto com a amostra a extrair. A possibilidade de rapidamente se proceder ao
aquecimento da mistura amostra/solvente é a sua principal vantagem. Os tempos de
extraccdo sdo de modo geral reduzidos entre 15 a 30 minutos, assim como o volume de
solvente (entre 10 a 30 ml) (Eskilsson e Bjérklund, 2000). As microondas aquecem
directamente a mistura amostra/solvente dai a maior rapidez conferida ao processo. Os
parGmetros mais estudados sGo a natureza e o volume de solvente, tempo e temperatura
de extracg@o e as caracteristicas da matriz, em particular o seu teor de dgua (Eskilsson e
Bjérklund, 2000; Huie, 2002). Na extracgGo de 6leos essenciais as moléculas de dgua,
presenie§ no sistema vascular das plantas, ao serem aquecidas por microondas sofrem
expansdo, rompendo-se os tecidos e liberfando-se as esséncias. A possibilidade de co-
extracgdo de material ndo voldtil é uma das principais limitacdes desta técnica (Huie,

2002).
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2.2.2.2 Extrac¢ao com Fluidos Supercriticos

A extracgao de produtos naturais, em particular a de éleos essenciais, é uma das principais
dreas de oplicacdo da tecnologia dos fluidos supercriticos. O interesse da sua aplicacdo
ao campo da extraccdo/separagdo estd associado s caracteristicas invulgares, resultantes
das suas propriedades fisicas estarem compreendidas entre as do estado liquido e gasoso.
Estas propriedades conferem aos FSC capacidade de "dissoluc@o" semelhante aos liquidos,
com as caracterfsticas de transporte de massa dos gases. A possibilidade de manipulacdo
da capacidade solvente de um FSC (fazendo variar a sua temperatura e ou pressdo) é uma
caracteristica Unica que torna possivel extrair selectivamente e fraccionar os componentes

de uma mistura.

O diéxido de carbono tem sido o solvente supercritico mais usado. A sua escolha é
facilmente justificGvel se atendermos ao facto de que é uma substancia néo téxica, ndo
inflamavel nem corrosiva e inerte. A sua baixa temperatura critica (31,2°C) torna-o ainda
num &ptimo solvente para extracgdo de produtos passiveis de se degradarem a

temperaturas elevadas.

A extracgdo com CO, supercritico (SC-CO,) tem sido estudada para a obtengdo, entre
outros, dos dleos essenciais de camomila (Reverchon e Senatore, 1994), alfazema
(Reverchon e Della Porta, 1995), eucalipto (Milner et al., 1997), alecrim (Reverchon et al.,
1992; Ibdiiez et al., 1999). Uma das vantagens deste processo é a possibilidade de
acoplamento a equipamentos cromatogrdficos. A eficiéncia da associagdo SC-CO,/GC
foi estudada na andlise das esséncias de alecrim, tomilho, salsa e coentros (Hawthorne et
al., 1988). A extracgdo supercritica tem também sido utilizada para melhorar a qualidade
final dos extractos, através do fraccionamento e remocdo dos hidrocarbonetos terpénicos,
obtidos pelos métodos convencionais de extraccdo (Reverchon, 1997; Luque de Castro et

al., 1999)

Quando avaliada comparativamente com os métodos tradicionais de extracgdo, SC-CO,
oferece vantagens significativas. A possibilidade de poder variar a selectividade da
extracgGo mediante pequenas variagdes de pressdo/temperatura, a obtencdo de extractos
sem vestigios deé solventes, as baixas temperaturas de operac@o e subsequente diminuicdo

do risco de degradagdo de substéncias mais sensiveis ao calor, e a maior rapidez da
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extiracgdo sdo sem divida as vantagens mais importantes que lhe estdo associadas
(Reverchon, 1997; Luque de Castro et al., 1999). No entanto o processo de SC-CO,
apresenta algumas limitagdes importantes, fais como a co-extracdo de substdncias
indesejdveis como ceras cuticulares, dcidos gordos, clorofilas e resinas. Com a excepgdo
das ceras cuticulares, a extracgdo de todos os outros compostos pode ser limitada pela
escolha e manipulacdo das condices de operacdo. E no enfanto impossivel num sé
estdgio operativo eliminar as ceras cuticulares, de modo que apés a extracgdo dos dleos
essenciais é necessdrio proceder ao fraccionamento do extracto (Reverchon, 1997; Luque
de Costro et al., 1999). Outro aspecto limitativo desta técnica reside no nimero de
par@metros a optimizar. A optimizagdo das condicbes de operagdo é um processo
realizado por tfentativas uma vez que é dificil prever as solubilidades dos diferentes
compostos presentes na amostra e o modo como interagem. Sendo normalmente este
Gltimo ponto o mais importante e o que condiciona a extraccdo (Reverchon, 1997, Huie,
2002). Os estudos efectuados nesta drea permitem no entanto diminuir a gama de
condigdes de operagdo, minimizando o nimero de tentativas para a optimizacdo, mas sdo
ainda insuficientes (Reverchon, 1997). A avaliagdo da influéncia dos pardmetros de
extracgdo, a obtengdo de solubilidades e a modelagdo matemética do processo sdo dreas
a merecer atengdo nos anos futuros. Por Gltimo, mas ndo menos importante, o elevado
preco de aquisicdo e manutencdo do equipamento tém também condicionado a difusdo

desta técnica.

2.2.2.3 Extracgéo com Fluidos Subcriticos

As limitages/desvantagens associadas & extraccdo supercritica tém de certo modo
impulsionado a ufilizagGo de fluidos em condigdes subcriticas, em particular o
desenvolvimento do processo extractivo com dgua subcritica. A extracgdo continua com
dgua subcritica, (CSWE — continuous subcritical water extraction) é operada a temperaturas
compreendidas entre 100°C e 374°C, (ponto critico da dgua 221 bar e 374°C) e a
pressdo suficiente para manter o estado liquido. A possibilidade de facilmente manipular a
constante dieléctrica numa gama alargada é sua maior vantagem (Luque de Castro et al.,
1999). A temperatura ambiente a dgua tém uma constante dieléctrica de 80 sendo nestas
condigdes considerada um solvente polar. Este valor pode ser reduzido aumentando a

temperatura. Por exemplo, dgua subcritica a 250°C e pressdo de 40 bar apresenta uma
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constante dieléctrica de 27, similar ao etanol permitindo a extraccdo de compostos menos
polares. O uso desta técnica na extraccdo de dleos essenciais é recente e revela-se
promissor (Luque de Castro et al., 1999). O processo de CSWE apresenta como
vantagens o menor tempo de extracgGo e maior qualidade do extracto obtido (maior
percentagem de compostos oxigenados) (Luque de Castro et al., 1999; Marriott et al,
2001). Apresenta ainda maior eficiéncia e menor custo energético quando comparada
com a hidrodestilaggo. A limitagdo mais importante desta técnica é a utilizacdo de
temperaturas relativamente elevadas o que pode potenciar a degradacdo de compostos
mais sensfveis ds condices térmicas (Luque de Castro et al., 1999). Quando comparada
com a extracgdo supercritica por CO, a técnica de CSWE apresenta importantes
vantagens como sejam a ndo co-extracgdo de material ndo voldtil e um menor custo do

equipamento (Luque de Castro et al., 1999).
2.2.3 Processo de Destilacdo - Extracc@o Simultédnea (SDE)

A ideia de associar o processo de destilagdo a vapor com extracgdo por solvente tem uma
origem obscura. E no entanto vulgarmente aceite que o processo de destilacdo e extraccdo
simulténea (SDE - steam distillation extraction) foi introduzido em 1964, por Likens e

Nickerson, para a extracgdo do éleo essencial de lopulo.

Desde a sua introdugdo que o processo de SDE é um dos mais citados na preparacéo de
amostras. ExtracgGo de pesticidas a partir de solos (Seidel e Linder, 1993), de fendis em
dguas e solos (Bartdk et al., 2000) e de constituintes voldteis em diferentes produtos
alimentares (Careri et al., 1999; Ansorena ef al., 2001) sdo algumas das aplicagdes da

técnica de SDE.

Esta técnica permite realizar a separacdo e enriquecimento de substancias voldteis numa
Unica operagdo, permitindo uma redugdo no tempo de operacdo e diminuicdo do volume
de solvente. O processo consiste em aquecer o solvente (vaporizando-o) procedendo-se
em simultneo & exiracgdo por vapor (gerado por fonte externa ou directamente) dos
componentes voldteis da amostra. Os vapores das duas fases (orgdnica e aquosa)
contendo os voldteis entram em contacto na parte superior do aparelho de SDE. Ambas as

foses sGo condensadas em simultdneo por contacto com um condensador, sendo
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separadas por decantagdo na zona central do aparelho e retornando aos respectivos

balées.

A duragéo da extraccio, a temperatura de aquecimento do solvente e da fase aquosa
contendo a amostra, bem como a natureza do solvente a usar, sGo par@metros que
influenciom a eficiéncia do processo, devendo por isso ser opfimizados (Chaintreau,
2001). O melhor compromisso entre os pardmetros acima referidos tem sido determinado

empiricamente.

Um dos primeiros estudos sobre a eficiéncia de extraccdo de SDE foi realizado por Schultz
et al., em 1977, usando uma mistura teste de esséncias comuns em frutos. Na tabela 2
apresenfam-se os valores obfidos para a eficiéncia de extracgdo em funcéo do tempo de
processamento, trabalhando & pressdo atmosférica, para uma mistura teste de
concentragdo 210 mg/L e usando 125 mL de hexano como solvente.

Com excepgdo do etanol que ndo foi extraido, para todos os outros compostos a

extracgGo pode considerar-se completa apés 30 minutos.

Tabela 2. Eficiéncia de extracgéo (%, por SDE, em funcéo do tempo (Schultz et al., 1977).

Tempo de extracgdo (minutos)

Composto

10 30 60 120
Butirato de etilo 93 96 95 96
Hexanoato de etilo 97 101 100 100
Octanoato de etilo 99 101 101 100
Etanol 0 0 0 0
1-Hexanol 77 97 99 99
Linalol 93 100 99 100
Carvona 65 95 99 100
Limoneno : 96 99 99 98

Os autores avaliaram ainda o efeito do solvente na eficiéncia de extraccéo e compararam
a eficiéncia do processo quando realizado a pressdo atmosférica e a pressdo reduzida. Os

resultados obtidos apresentam-se na tabela 3.

Na&o se verificaram diferencas significativas nas eficiéncias de extraccdo, com excepcdo do
efanol. Eficiéncias semelhantes foram obtidas para a extraccdo a pressdo atmosférica e
reduzida, excepgdo feita para o 3-hidroxi-hexanoato de etilo, cuja volatilidade diminui a

temperaturas mais baixas (menor volatilidade a pressdo reduzida).
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Tabela 3. Estudo da influéncia da presséo e do solvente na eficiéncia de extraccGo (%) por SDE.

(Schultz et al., 1977)

Tempo 1h

Pressd@o Atmosférica 100 mm Hg
Solvente Hexano Pentano Eter Eiflico Hexano
pH 50 5,0 5,0 5,0
Butirato de etilo 99 101 97 100
Hexanoato de etilo 101 102 99 103
Octanoato de etilo 100 102 100 100
3-Hidroxi-hexanoato de etilo 42 44 49 6
Etanol 0 0 58 0

1- Hexanol 100 102 100 98
Linalol 99 99 97 99
Citronelal 81 81 79 95
Carvona 98 99 Q7 92

Em 1981, Goodefroot et al., desenvolveram um aparelho de menores dimensées, que
permitiu realizar exiracgbes usando um volume de solvente de 1 mL. O microextractor
desenvolvido permitiu a injecdo directa do extracto sem necessidade de remocdo do
solvente, reduzindo, deste modo, o tempo de operacdo e minimizando a ocorréncia de
perdas em compostos mais voldteis aquando da operagdo de concentracdo do extracto.
Com um tempo de operacéo de 1 hora os autores conseguiram recuperacdes exaustivas,
usando como solvente diclorometano & temperatura de 90°C, para os vérios compostos
de uma mistura teste, aquecida a 140°C. O desvio médio padréo relativo foi de 2,1%. Na

tabela 4 apresentam-se os resultados obtidos para a eficiéncia de extraccao.

Tabela 4. Eficiéncias de extracgdo (%) obfidas por SDE para a mistura teste. (Goodefroot et al., 1981)

Composto Eficiéncia (%) Composto Eficiéncia (%)
Hexanal 102 Acetofenona 104
a-Pineno 97 Hexadecano 90

trans-2-Hexenal 113 Decanoato de etilo -

p-Cimeno 100 Carvona 103
cis-3-Hexenol 100 Salicilato de metilo 96
trans-2-Hexenol 102 Alcool benzflico 70
Octanoato de etilo 97 Eugenol 94
1-Octeno-3-ol 101 Farnesol 1 102
Benzaldeido 106 Farnesol 2 94

Linalol 99 Benzoato de benzilo 90
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Os ¢leos essenciais de lGpulo (Humulus lupulus), pimenta (Piper nigrum) e de uma planta
ornamental (Rhododendron simsii) foram isolados, tendo os autores verificado que o teor
maximo em 6leo foi obtido ao fim de 1 hora. No caso particular de éleos ndo polares,

Sleos nos quais a fracgdo de monoterpenos e sesquiterpenos representam mais de 80%, o

teor méximo em 6leo foi obtido ao fim de 15 minutos.

Usando o microextractor desenvolvido por Goodefroot et al., Bouseta e Collin (1995)
quantificaram os voldteis de uma amostra de mel. Para optimizacéo do processo extractivo
Os autores usaram uma mistura feste, aquecida a 140°C, contendo canfeno, B-pineno,
trans-cariofileno, terpineol, verbenona, acetato de bomilo e benzaldeido com
concentragdes préximas de 1 mg/L. As extracces foram realizadas com diclorometano a

90°C. Na figura 2 apresentam-se os resultados obtidos para a optimiza¢do do tempo de

extraccdo.
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Figura 2. Estudo da eficiéncia de extracgdo média em funcdo do tempo de extraccdo.
(Bouseta e Collin, 1995)

Para a maioria dos compostos a extraccdo méxima ocorreu ao fim de 30 minutos.
Canfeno e B-pineno apresentaram valores de extracc@o mdéximos, de 77 e 80%
respectivamente, ao fim de 45 minutos. Verificou-se para estes dois compostos e para o
benzaldeido uma diminvigdo da extraccdo apés os 45 minutos, o que é atribuido pelos
autores a perdas durante a extraccdo, uma vez que estes sdo os compostos mais voldteis.
O que talvez possa também justificar o facto de estes serem, justamente, os compostos
para os quais a eficiéncia de extraccdo é menor. Bouseta e Collin avaliaram também a
influéncia da temperatura de arrefecimento (temperatura no condensador) na eficiéncia de
extracgGo. Para temperaturas superiores a — 5°C, os autores verificaram diminuices

significativas na extraccdo de todos os compostos.
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No caso dos compostos mais voldteis a temperatura éptima foi — 10°C. Os resultados

apresentam-se na figura 3.
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Figura 3. Estudo da eficiéncia de extraccdo média em fungdo da temperatura de arrefecimento no
condensador. (Bouseta e Collin, 1995)

Com o objectivo de minimizar possiveis oxidacdes, Bouseta e Collin realizaram as
extracSes sob uma atmosfera inerte de azoto. Este parémetro foi também optimizado
tendo concluido os autores que um fluxo de 2 mL/min de azoto tinha um efeito favordvel

nas eficiéncias de extracgdo do canfeno, B-pineno e benzaldefdo.

A influéncia na eficiéncia de extracgdo de pardmetros tais como, a temperatura de
aquecimento do solvente e da fase aquosa contendo a amostra tem também sido
avaliada. Por exemplo Blanch et al., (Blanch et al., 1993, citado por Chaintreau, 2001)
usando o método modificado Simplex optimizaram a recuperacdo média em 18 passos,
para quatro varidveis, temperatura dos banhos da amostra e do solvente, temperatura no
condensador e tempo de extracgdo. Careri et al., 1999, usaram uma série de experiéncia
baseadas no modelo de cubo de faces centradas, optimizaram a temperatura dos banhos

da amostra e de solvente e tempo de extraccdo. Ambos os estudos permitiram concluir

que:

- As recuperagbes dependem da volatilidade e solubilidade dos analitos no solvente.
- Elevadas temperaturas de solvente levam a uma diminuicdo da eficiéncia de extraccdo,

provavelmente associada a perdas.

- O tempo de extracgdo diminui com o aumento da temperatura da amostra.
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A optimizagGo das condi¢des de extraccdo por SDE pode ainda ser avaliada através da
utilizagéo de modelos mateméticos. O primeiro modelo teérico foi proposto por Rijks et
al., em 1983, apés algumas simplificagdes os autores chegaram & seguinte expressdo

para a eficiéncia de extraccGo do soluto em fungdo do tempo de extraccdo (t):

T

Fs  Fluxo de solvente

Fw  Fluxo de vapor

kw  Coeficiente de distribuigao ar/dgua
Coeficiente de distribuicdo ar/solvente
Coeficiente de distribuigdo solvente/4dgua
Pressao total

Pressdo de vapor do andlito i
Eficiéncia de extracgdo/Recuperacdo
Volume de solvente no baldo

Volume de solvente no separador
Temperatura da amostra

Volume de dgua no baldo

TR PARES

Volume de dgua no separador

y*  Coeficiente de actividade do analito i
De acordo com a equagdo (1), a eficiéncia de extraccéo é independente da concentracdo
dos compostos na amostra. Esta andlise foi confirmada por resultados experimentais (Rijks
etal., 1983). O tempo de operacéo assume grande influéncia na eficiéncia de extracgdo,
particularmente para compostos com elevado ponto de ebuligdo. A eficiéncia de extraccdo
ndo depende sé dos coeficientes de actividade na solugdo aquosa, mas também do
coeficiente de distribvicdo entre as duas fases, que por sua vez depende do tipo de
solvente. O modelo é no entanto baseado em trés simplificacées:
- A extracgdo ocorre no condensador e ndo no separador.
- A extracg@o é quantitativa, exaustiva (K — ).

- Os analitos ndo sofrem redestilagdo (K, — 0).
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Pollien e Chainfreau apresentaram em 1997 um outro modelo, onde consideraram a
possibilidade de redestilagdo dos analitos muito voldteis e a possibilidade de extraccdo

parcial (Pollien e Chaintreau, 1997).

(e SKHIEF,
__ &SK | T mEarRy

 k,SK+kW

Fluxo de solvente

Fluxo de vapor

Coeficiente de distribuicdo ar/agua
Coeficiente de distribuicdo ar/solvente
Coeficiente de distribuigdo solvente/dgua
Eficiéncia de extracgGo/Recuperacio
Volume de solvente no balao

Volume de dgua no baldo

-»ém:ux,;r'%:-gn;n

Tempo

Utilizando o modelo proposto os autores avaliaram a influéncia dos parametros na
recuperagGo. A femperatura da amostra e do solvente (isto é os seus fluxos), a solubilidade
dos analitos no solvente e a sua volatilidade demonstraram ser factores importantes. Este
modelo forneceu suporte teérico para algumas das seguintes observacaes:

- A polaridade do solvente deve ser um compromisso, tendo em conta gama de
polaridades dos analitos a extrair — um analito polar ndo seré satisfatoriamente extraido
por um solvente apolar.

- Compostos muito soliveis em dgua apresentam baixas volatilidades de modo que séo

pouco recuperados por SDE.

Em conclusdo poderd afirmar-se que SDE possui um conjunto de caracteristicas
inferessantes e que podem representar uma mais valia relativamente s restantes técnicas
de extracgGo referidas. Os processos de extracgdo de 6Sleos essenciais podem ser
classificadas em duas categorias principais. Técnicas baseadas na solubilidade e técnicas
baseadas na volatilidade dos analitos a extrair. As primeiras envolvem o contacio directo
“entre amostra e solvente (ex. extraccdo por solvente e SC-CQO,), resultando na co-
extracgGo de compostos ndo voldteis, as segundas, baseadas na volatilidade (ex.
destilagdo), ndo possuem esta desvantagem, mas, ou apresentam uma elevada

quantidade de dgua nos extractos e uma consequente baixa concentracdo de voldteis ou
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apenas isolam os compostos mais voléteis. O método de SDE apresenta com principal
caracteristica o facto de firar vantagem de ambas as propriedades, volatilidade e
solubilidade. Deste modo os extractos obtidos apresentam-se “mais limpos”, (auséncia de
clorofilas e ceras) e dependendo do volume de solvente usado para a exitracgdo, a
remocdo deste pode ser desnecessdria sendo possivel numa s6 operacdo extrair e
concentrar o material voldtil. Esta técnica permite ainda, de acordo com os estudos
referenciados, mediante a optimizacéo de alguns parémetros obter elevadas eficiéncias de
extraccGo para tempos de operagdo inferiores a 1 hora. O menor de tempo de operagdo
representa uma importante vantagem, uma vez que o risco de ocorréncia de perdas e

degradagdo de compostos sensiveis ao calor & minimizado.

2.3 Composig¢éo Quimica dos Oleos Essenciais

Os 6leos essenciais sGo misturas complexas e altamente varidveis. Os seus constituintes
podem ser divididos em dois grandes grupos caracterizados pela sua origem biogenética
distinta, o grupo dos terpenos e o grupo menos comum dos compostos aromadticos

derivados do fenilpropano, os fenilpropansides (Bruneton, 1999).

O estudo quimico dos 6leos essenciais iniciou-se no fim do século XVIIl e principio do
século XIX. Fundamentais para a compreensdo da composicdo dos 6leos essenciais foram
os estudos realizados entre 1880 e 1914 pelo cientista aleméo Otto Wallach, em virtude
dos quais viria a receber, em 1910, o Prémio Nobel da Quimica. Na altura em que
Wallach se interessou pela composicdo dos Sleos essenciais, era j& conhecida a existéncia
de hidrocarbonetos de férmula molecular CyoH,¢, designados de tferpenos, por Kekulé,
uma vez que foram identificados na ferebintina. As substancias com férmulas moleculares
CioH160 e CoH,50, eram também j& conhecidas e designadas sob o nome genérico de
canfora, substancia conhecida desde a Antiguidade no Oriente e pelo menos desde o séc.

XVIl na Europa (Teisseire, 1994).

Desde a primeira publicagdo de Wallach de uma lista de nove terpenos, o nimero de
estruturas de terpenos naturais identificadas aumentou substancialmente de tal modo que
associando os monos, sesqui, di, tri, e politerpenos, estes nimeros ascendem aos milhares,
tendo sido isolados ndo sé em plantas mas também em fungos, organismos marinhos e

até em insectos (Hill, 1993).
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A fracgGo terpénica nos éleos essenciais é constituida por, compostos de férmula geral
CioHser vulgarmente designados monoterpenos, compostos de férmula geral C;sH,, os
sesquiterpenos, e por compostos oxigenados derivados de ambos, nos quais se encontram

representados todos os grupos funcionais conhecidos (Teisseire, 1994; Bruneton, 1999).

Correntemente divididos por 40 familias de acordo com o seu esqueleto de carbono, o
nimero -de monoterpenos conhecidos é superior a um milhar (Bruneton, 1999). Eles
podem ser aciclicos, monociclicos, biciclicos ou triciclicos. Por vezes constituem mais de
90% do éleo, como por exemplo no caso do éleo de citrinos (limoneno) e de ferebintina
(pineno). Na tabela 5 apresentam-se alguns exemplos de monoterpenos comuns em éleos

essenciais

Tabela 5. Exemplos de monoterpenos ciclicos e aciclicos presentes em éleos essenciais.

A

a-Felandreno Mirceno o-Terpineno Limoneno

. ' i i OH i OH
a-Pineno .
3-Careno Mentol a-Terpeniol
OH
: OH | X _-CH,OH
| I CH,OH
Bomeol Linalol Citronelol Geraniol

Os hidrocarbonetos ciclicos terpénicos sdo constituintes vulgares dos 6leos essenciais.

Geralmente contribuem pouco para o aroma do éleo, sdo no entanto importantes como
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matéria-prima na sintese de outros compostos com importancia odorffica. Exemplos de
hidrocarbonetos ciclicos terpénicos sdo o limoneno, a-terpineno, a-felandreno, mirceno.

Dos hidrocarbonetos terpénicos biciclicos, os pinenos séo os mais importantes do ponto de
vista industrial. A forma a-pineno é obtida por destilacdo do 6leo de terebintina. A sua

maior importancia reside no seu uso como matéria-prima na sintese industrial.

Os dlcoois aciclicos terpénicos ocorrem em muitos Sleos essenciais. Estes dlcoois foram
inicialmente isolados a partir dos éleos onde eram os principais constituintes.
Correntemente sdo obtidos, principalmente, por sintese industrial, no entanto o odor dos
produtos sintéticos difere do odor dos compostos isolados a partir de fontes naturais.

Os élcoois terpénicos aciclicos, geraniol, linalol, citronelol estdo entre os mais importantes

e utilizados em fragréncias (Calkin e Jellinek, 1994).

Particularmente exponencial tem sido a identificacdo de sesquiterpenos. Estes encontram-
se distribuidos por mais de 100 familias (Bruneton, 1999). Sdo constituintes comuns dos
éleos essenciais contribuindo para as propriedades farmacolégicas atribuidas aos Sleos
onde ocorrem. Do ponto de vista biolégico um nimero considerével de sesquiterpenos sdo
fitoalexinas, outros parecem actuar como reguladores do crescimento, para atrair insectos
ou como defesa (Bruneton, 1999). Vérios sesquiterpenos ciclicos de diversas estruturas t6m
sido isolados a partir dos dleos essenciais. Farnesol e nerolidol sdo exemplo de dois
dlcoois  sesquiterpénicos usados frequentemente em composicdes de perfumes.

Apresentam-se na fabela 6 alguns sesquiterpenos presentes em 6leos essenciais.

Tabela 6. Exemplos de sesquiterpenos aciclicos e ciclicos presentes em &leos essenciais.

el

Farnesol 5-Bisaboleno Nerodiol

a-Cadineno

Do ponto de vista odorifico, a contribuigdo dos hidrocarbonetos mono e sesquiterpénicos

para o aroma é muito pequena. Tém tendéncia a oxidar-se e polimerizar com alguma
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facilidade, sendo por vezes removidos dos éleos para lhes conferir maior estabilidade e

aumentar o poder odorifico por concentracdo dos compostos oxigenados.

Apesar da sua importdncia os terpenos sd@o, em alguns Sleos essenciais, constituintes
minoritdrios. Este é, por exemplo, o caso dos éleos essenciais de anis, manijericdo, louro,
folhas e casca da canela, cravo-da-india, pimento sassafrés, tomilho, orégéo, ylang-ylang,
entre outros. Estes leos essenciais apresentam como principais constituintes substancias
designadas por fe.nilpropanéides (C4-Cy) (Teisseire, 1994; Bruneton, 1999). A formacdo
destes compostos nas plantas é o resultado de um mecanismo biossintético completamente
diferente do terpendide. Alguns destes compostos sdo alelopéticos e estdo envolvidos nas
interacgbes planta-insecto. Entre os mais comuns destacam-se o eugenol o anetol e
aldefdo cinGmico. Apresentam-se na tabela 7 alguns exemplos de compostos arométicos

comuns em 6leos essenciais.

‘Tabela 7. Exemplos de compostos arométicos presentes em 6leos essenciais.

= O/\v O/\/CHO
HO CH,0

OCH,
Eugenol Anetol Aldeido cindmico
CHO
I L
o 0" o
CH,0
Safrol OH

Cumarina i
Vanilina

Encontram-se também nﬁs bleos essenciais uma miscel@nea de outros compostos, sendo
alguns deles resultantes da degradagéo sofrida durante o processo extractivo.

Compostos resultantes da degradag@o (oxidagéo) de dcidos gordos, tais como o dcido
linoleico, com formagdo de dlcoois, aldeidos e ésteres; compostos resultantes da
degradagéo dos ferpenos; as iononas, resultantes da autoxidacdo dos carotenos; as ironas

(cetonas C,,4), formadas pela oxidagdo dos triterpenos biciclicos.
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2.3.1 Factores de Variabilidade da Composi¢éo Quimica dos Oleos Essenciais

Um aspecto importante, que deve estar presente quando se fala em composicao quimica
de um dleo essencial é o que estd relacionado com a influéncia dos factores ambientais,

do processo extractivo e da origem boténica na composicdo quimica do Sleo.

Um dos factores responsaveis pela variabilidade da composicdo quimica dos éleos
essenciais € a existéncia de quimiotipos. A ocorréncia de quimiotipos ou variedades
quimicas é muito frequente em plantas contendo 6éleos essenciais. Caracteriza-se pela
existéncia, entre uma espécie vegetal, de individuos que apesar de indiferencidveis
morfologicamente, pertencendo portanto & mesma populacdo, produzem éleos essenciais
de diferente composicéo quimica. Esta variabilidade na composicdo duimica fraduz-se,
normalmente, numa acentuada diferenca quantitativa. Uma das melhores ilustracdes deste
fenémeno verifica-se entre as espécies do género Thymus (Guillén e Manzanos, 1998;

Pereira et al., 2000).

O ciclo vegetativo, isto é o estado de desenvolvimento da planta, é também um dos
g
parGmetros responsével pela variabilidade na composicdo quimica. Como exemplo temos

os 6Sleos essenciais de horteld-pimenta e de tomilho (Rohloff, 1999; Hudaib et al., 2002).

Muito importante é também a influéncia dos factores ambientais. A temperatura, humidade
relativa, periodo de exposicdo & luz (fotoperiodo) e padrées de vento exercem uma
influéncia directa, em particular nas espécies que possuem estruturas histolégicas de
armazenagem & superficie (fricomas glandulares nas Lamiacece), quando a sua
localizagdo & mais interior a qualidade do éleo & mais constante. No caso da horteld-
pimenta sabe-se que dias longos e temperaturas nocturnas mais elevadas favorecem o
aumento em teor de 6leo (Bruneton, 1999). A compbsigﬁo quimica é ainda dependente
do tipo de material colhfdo, isto é se sdo flores, folhas, ramos e rafzes (Das et al., 2002) e
dos processos extractivos utilizados na obtencdo do 6leo (Bruneton, 1999). A utilizacgo de
diferentes processos de extracg@o, conduz, normalmente, a produtos finais de composicdo
distinta, pelo que os métodos utilizados devem ser ponderados quando se pretendem

comparar resultados.
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2.4 Andlise dos Oleos Essenciais - Técnicas Analiticas

A avaliacdo da qualidade de um éleo essencial passa pela determinacéo de um conjunto
de parG@metros como a cor, a fluidez, o aroma, mas principalmente pelo conhecimento da
sua composicdo qualitativa e quantitativa. A determinac@o exaustiva da composigdo dos
Sleos essenciais € uma farefa particularmente dificil e que requer a utilizagdo de um
conjunto de técnicas de separacdo e identificagdo muito sofisticadas, uma vez que estes
sGo, de um modo geral, misturas muito complexas. A presenca nestas misturas de centenas
de constituintes, maioritariamente de natureza terpénica, representando diversos grupos
funcionais e a ocorréncia de indmeros isémeros bem como a frequente existéncia de uma
grande diferenga na proporgdo dos vérios constituintes, tem representado um constante

desafio na investigacdo dos éleos essenciais.

A técnica mais utilizada e que tem demonstrado ser parficularmente bem adaptada para a
andlise dos 6leos essenciais é a cromatografia gasosa (GC). O desenvolvimento de
colunas capilares conferiu-lhe um enorme poder de separacéo, indispensével para andlise
de misturas complexas. No entanto a utilizacdo de uma Gnica coluna ou fase estaciondria
ndo é, por vezes, suficiente para conseguir a separagdo de todos os constituintes de um
6leo essencial (Marriott et al., 2001). A proximidade dos indices de retencéo de certos
compostos ndo permite que sejam separados, sendo muito provével a ocorréncia de
sobreposicdo inviabilizando ou condicionando a correcta identificacdo e quantificacdo dos
compostos. Nestes casos a utilizagdo de duas colunas com fases estaciondrias diferentes,
uma de natureza apolar vulgarmente de metilsilicone/polidimetilsiloxano e outra de
natureza polar normalmente de polietilenoglicol, forna-se necesséria (Marriott et al., 2001;

Lockwood, 2001).

Uma outra abordagem, que t&m vindo a ser desenvolvida, é a que recorre a cromatografia
gasosa multidimensional (MDGC). Neste tipo de sistemas cromatogréficos séo utilizadas
duas colunas ligadas entre si por uma vélvula. Os componentes que apresentam uma
pobre resolucdo sdo transferidos para uma segunda coluna, com uma fase estacionéria
diferente, que permite a sua separagdo. O procedimento tipico consiste em isolar uma
regido ou regides especificas, isto & executar um corte, “heartcut”, numa seccdo/regido do
cromatograma contendo os compostos que eluem da primeira coluna mal resolvidos e

transferi-los para a segunda coluna (Marriott et al., 2001). Bastante promissora, em
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-

particular pelo elevado poder de resolucdo que tem associado é a técnica de
cromatografia gasosa bidimensional (GCxGC). A semelhanga da cromatografia
multidimensional também neste sistema sdo utilizadas duas colunas mas com uma
diferenca fundamental é que toda a amostra percorre e é separada nas duas colunas
(Marriott et al., 2001). A utilizacdo desta técnica na andlise de Sleos essenciais tem

contribufdo para o aumento do ndmero de compostos identificados (Lockwood, 2001).

A abordagem mais frequente e alternativa a estes métodos recentes e sofisticados, que
utilizam mais do que uma coluna, de modo a ser possivel atingir a separacdo desejada,
reside no fraccionamento do éleo essencial antes da andlise cromatografica. Um dos
processos mais utilizados para o fraccionamento é o da cromatografia preparativa em
coluna, com silica-gel, na qual a separagdo é obtida através da manipulacdo da
granulometria da fase estaciondria e da polaridade da fase mével (solventes). Também
utilizada no fraccionamento de éleos essenciais tem sido a cromatografia liquida de alta
resolugdo, HPLC preparativa. Uma das vantagens desta técnica reside na possibilidade de
acoplamento ao cromatogréfo gasoso (HPLC-GC), sendo possivel automatizar o processo

(Marriott et al., 2001; Lockwood, 2001).

Na detecgdo e quantificagdo de terpenos em 6leos essenciais o detector mais usado tem
sido o de ionizagdo de chama — FID (Lockwood, 2001). No entanto a reconhecida
complexidade da maioria dos 6leos essenciais pode dificultar a identificagGo dos seus
constituintes baseada apenas nos tempos de retengdo ou nos indices de retencdo. A
associagdo da cromatografia gasosa com técnicas especiroscépicas permite eliminar ou
reduzir a incerfeza na identificacGo dos compostos. A técnica mais comum resulta do
acoplamento do cromatégrafo gasoso com o espectrémetro de massa, GC-MS, mas
também Gtil é a associagGo do cromatégrafo gasoso com a espectroscopia de
infravermelho com transformada de Fourier, GC-FTIR (Buchbauer et al., 1997; Marriott et
al., 2001; Lockwood, 2001). A utilizacgo de GC-FTIR permite ulirapassar uma das
principais limitagdes do espectrémetro de massa, a distingGo entre alguns isémeros
(Ragunathan et al., 1999). Uma vez que estes podem apresentar espectros de massa muito
similares a sua correcta identificacdo pode ser bastante ambigua. A associagdo GC-FTIR-
MS tem se revelado muito Gtil na andlise de misturas tdo complexas como s@o, por vezes,

os bleos essenciais.
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A informagdo espectral fornecida por estas técnicas (GC-MS e GC-FTIR) em associacdo
com a informagéo sobre os tempos de refencdo ou os indices de retencdo diminui
significativamente a incerteza na identificagdo da maioria dos compostos. No entanto para
o caso particular dos hidrocarbonetos sesquiterpénicos, que apresentam espectros de
massa praticamente idénticos a identificacdo é bastante problemdtica. (Marriott et al.,
2001; Lockwood, 2001). A identificacdo inequivoca destes compostos requer normalmente

a utilizagdo de outros métodos espectroscédpicos tais como a ressondncia magnética

nuclear de protéo ('H-RMN) e de carbono -13 (*C-RMN).

Uma outra técnica com importéncia para a andlise de éleos essenciais é a cromatografia
gasosa associada & avaliagdo organoléptica, o GC-Sniffing (Buchbauer et al., 1997).
Nesta técnica o fluxo & safda da coluna é dividido, seguindo uma parte para o detector
(normalmente FID) e a outra para avaliagdo odorifica por parte de um aromista treinado.
Este & um método bastante Ofil na identificacdo de qual ou quais os compostos

responsdveis pelo odor caracteristico pressentido.

Também importante para andlise de dleos essenciais tem sido o desenvolvimento de
colunas capazes de separar enantiémeros, colunas quirais. O estudo da composicdo
enantiémera ferpénica assume particular importdncia na autfentificagdo dos 6leos

essenciais (Marriott et al., 2001).

Paralelamente as técnicas acima referidas tem encontrado também aplicacdo no estudo da
composicdo dos Sleos essenciais o processo de microextraccdo em fase sélida, SPME.
Aliada & sua notéria simplicidade estd a capacidade de isolar e concentrar os constituintes
de uma amostra, sendo capaz de eliminar interferentes ou contaminantes do processo de
andlise. Tendo sido a técnica escolhida neste trabalho para a preparacéo e introducéo da
amostra para a andlise por cromatografia gasosa, faz-se no capitulo seguinte uma

descrigdo mais detalhada.
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2.4.1 Microextracgéio em Fase Sélida - SPME

Uma das fases cruciais de um procedimento analitico é sem divida a preparacdo da
amostra. Idealmente esta deveria ser de execugdo fécil, néo recorrer a solventes organicos,
ser capaz de simultaneamente separar e concentrar os componentes da amostra.
MicroextracgGo em fase sélida, SPME, é uma técnica que preenche estes requisitos. Num

Unico passo é possivel extrair, concentrar e introduzir a amostra para anélise instrumental
num GC, GC-MS ou HPLC.

O elemento fundamental deste processo reside numa pequena fibra de sflica (1cm de
comprimento) que suporta uma fase estaciondria semelhante &s utilizadas em
cromatografia gasosa. O seu pequeno tamanho e geometria cilindrica permite que seja
acoplada a um dispositivo muito semelhante a uma seringa, podendo deste modo ser
directamente introduzida na porta de injecgdo do cromatégrafo. A simplicidade do seu
manuseamento é uma das vantagens que apresenta e que tem contribuido para o seu

desenvolvimento desde que nos inicios dos anos 90 foi introduzida por Janusz Pawliszyn.

Embolo

Barril de suporte

Parafuso de retenca@o do @mbolo
Ranhura em Z

Visor

Agulha ajustéavel

Mola de tensao

Agulha perfuradora do septo
Septo

Tubo de encaixe da fibra

Fibra de silica revestida

Figura 4. Dispositivo de andlise por SPME. (adaptado de Supelco)

O procedimento experimental de microextracgéo em fase sélida é muito simples. A fibra
que suporta a fase estaciondria estd inserida na agulha da seringa e apés esta ter
perfurado o septo do “vial”, é exposta & amostra, durante um tempo pré — determinado

por acgdo do émbolo da seringa. Apés a extracgdo a fibra é recolhida no interior da
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agulha (evitando-se a perda dos analitos) e é directamente transferida para o injector do

cromatégrafo, onde os componentes extraidos s@o termicamente desorvidos.

A eficiéncia de extracgdo ¢ determinada pelas propriedades dos analitos (polaridade e
volatilidade), tempo e temperatura de extracgdo, propriedades da fibra (espessura e
polaridade), pH e forga iénica da amostra (Pawliszyn, 1997).

A extracc@o pode ser realizada directamente na amostra (imersdo da fibra na solugéo) ou
no headspace da amostra. Optar por um ou outro método depende das caracteristicas da
amostra. De um modo geral se os analitos se encontram predominantemente na fase
aquosa (reduzida pressGo de vapor) a imersdo na amostra serd preferivel & técnica de

headspace e vice-versa (Pawliszyn, 1997).

2.4.1.1 Alguns fundamentos teéricos

De um modo geral o processo de extraccdo SPME considera-se completo quando se
estabelece o equilibrio entre a amostra e a fase estaciondria, isto é quando a quantidade
de analito extraida se mantém constante ao longo do tempo.

Para um sistema no qual o headspace esteja ausente a quantidade extraida pela fase

estaciondria, no equilibrio, pode ser descrita pela seguinte expressdo:

_kVV,C,
V, +k,V,

onde n é o nimero de moles extraido pela fibra, K, o constante de distribuicdo
fibra/amostra, V; o volume da fibra, V, o volume da amostra e C, a concentracéo inicial

de um dado componente na amostra (Zhang et al., 1994; Pawliszyn, 1997).

A equacdo permite verificar a existéncia de uma relag@o linear entre a quantidade de
analito extraida a sua concentragdo inicial na amostra, o que permite a sua quantificacdo
(Zhang et al., 1994).

As fases estaciondrias possuem forte afinidade para os compostos orgénicos, (K
elevados), o que permite uma elevada concentracéo destes na fibra, no entanto, e de um
modo geral, esta ndo é suficientemente elevada para garantir a extraccdo completa dos

analitos. Nesta técnica estabelece-se o equilfbrio entre a quantidade extraida pela fibra e o
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que fica na amostra. De modo que, s6 através de uma calibracdo se pode determinar a

concentragéo dos analitos na amostra. (Pawliszyn, 1997).

Analisando a equagdo verifica-se que & medida que aumenta o volume da amostra V,,
também aumenta o nimero de moles extraido n, até gue o volume da amostra se torna
significativamente superior ao produto da constante de distribuicio pelo volume do
revestimento (capacidade da fibra: Vi k, << V, ). Neste ponto, a sensibilidade do método

ndo aumenta com o aumento do volume da amostra, reduzindo-se a equacdo anterior:
n=k.V,C,

Nestas condigées a quantidade de analito a extrair & independente do volume da amostra.
Esta implicagdo é muito importante pois permite andlises em campo. A fibra pode ser
exposta ao ar, pogos, lagos ou rios, deixando de ser necesséria a recolha da amostra para

andlise (Pawliszyn, 1997).

A cinética de extraccdo é um parGmetro muito importante, uma vez que determina a
velocidade de extracgGo. Esta é controlada pela difusGo do analito da amostra para o
revestimento da fibra. Para amostras perfeitamente agitadas verifica-se que a velocidade
de transferéncia de massa estd limitada pela difusdo dos analitos na fase estaciondria.
Neste caso o equilibrio pode ser afingido para tempos de exposicéo inferiores a um
minuto. Esta rpida extraccdo é garantida porque a fase estaciondria é muito fina (10 a
100 pm). Na prética isto verifica-se apenas para amostras gasosas nas quais os
coeficientes de difusdo sGo elevados. Para amostras liquidas isto ndo & possivel, excepto
em condigbes de agitagdo muito forte, o que ndo é garantido pela agitacdo magnética,
sendo portanto necessério mais tempo para se atingir o equilibrio entre fases. A camada

ou barreira de dgua que envolve a fibra dificulta a difusdo (Pawliszyn, 1997).

O tempo necessario para se atingir o equilibrio serd portanto maior quanto maior o a
constante de distribuicdo do analito (K), pois maior quantidade de analito tem que
afravessar a camada de Ggua para afingir a fase estaciondria. Nestas condicées a
extraccGo em headspace permite reduzir o tempo para a extracGo, uma vez que os
coeficientes de difusGo dos analitos na fase de vapor sdo maiores do que na fase aquosa

(Zhang e Pawliszyn, 1993, Zhang et al., 1994; Pawliszyn, 1997).
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Em headspace trés fases estdo envolvidas (fase estaciondria, headspace e a amostra) a

expressdo que traduz a quantidade extrafda pela fibra (fase estaciondria) no equilibrio, é:

R A AL
V,+k Vi + K, V,

onde n é o nimero de moles extraido pela fibra, K, a constante de distribuicso
fibra/amostra, V; o volume da fibra, V, o volume da amostra e C, a concentracéo inicial
de um dado componente na amostra, V, o volume do headspace, K;, a constante de

distribuicdo do analito entre o headspace e a matriz da amostra

A velocidade de extracgdo pode ser acelerada aumentando a pressdo de vapor dos
componentes aquecendo a amostra. A medida que a femperatura aumenta mais analitos
sGo liberfados para o headspace o que favorece a extracgdo, no entanto para
temperaturas elevadas o fibra comeca a perder a sua capacidade para extrair os analitos
(a constante de distribuicGo fibra/amostra diminui - K). Existe uma temperatura éptima
para a extracgdo. A agitagdo também pode contribuir para o aumento da velocidade do
transporte de massa, diminuindo o tempo para extracgdo (Zhang et al., 1994; Pawliszyn,

1997).

2.4.1.2 Optimizacao dos parametros SPME

A extracgdo SPME néo é, como 4 foi referido, uma técnica de extraccdo exaustiva, mas
uma técnica de equilfbrio entre as fases envolvidas. A quantidade de analito extraida pela
fibra ¢ fungdo da cinética do processo e da constante de distribuicdo fibra/amostra, K.
Deste modo SPME ¢ particularmente sensivel as condicdes experimentais. A alteracdo das
condi¢Ses experimentais influencia K;, e a extracgéo, alterando a quantidade extraida pela
fibra. Esta particularidade representa simultaneamente uma vantagem e desvantagem. Se
por um lado é possivel melhorar e ajustar o método, alterando as condicées, & preciso que
uma vez que estas estejom definidas e optimizadas se mantenham durante a andlise de

modo a garantir a reprodutibilidade.

A selecgGo do tipo de fibra a usar deve ter em conta a polaridade, volatilidade e tamanho

do analito a extrair. Compostos ndo polares serdo preferencialmente extraidos por fibras
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ndo polares, uma vez que a matriz e o fibra “competem” pelo analito, quanto maior a
afinidade entre o andlito e a fibra melhor. Fibras de caracteristicas mais polares extraem
preferencialmente compostos polares. Fibras com maior espessura (100 pm) sdo melhores
para compostos voldteis, mas também podem ser usadas para compostos menos voldteis,
requerem no entanto tempos de extracgdo mais longos e hé o risco destes ndo serem
totalmente desorvidos afectando extracgées sucessivas, carryover. Fibras com menor
espessura serdo mais indicadas para estes compostos, uma vez que garantem difusdo mais
répida e dessorgo também mais répida. Quanto maior a espessura da fibra maior
quantidade de analito serd extraida, maior sensibilidade (Pawliszyn, 1997; lord e
Pawliszyn, 2000). Apresenta-se na tabela 8 o conjunto de fibras disponiveis

comercialmente e as suas principais caracterfsticas.

Tabela 8. Fibras de SPME disponiveis comercialmente,

Fibras ndo polares Tamanhos

PDMS - Polidimetilsiloxano 100 pm, 30 pm, 7 pm
Fibras polares Tamanhos

PA - Poliacrilato , 85 um

CW-DVB - Carbowax-divinilbenzeno 65 um

CW-TPR- Carbowax- Templated resin 50 um sé para HPLC
Fibras Mistas Tamanhos
PDMS-DVB 65 um,

PDMS-DVB 60 pm sé para HPLC
DVB- Carboxen™ - PDMS 30 um, 50 pm
Carboxen™ - PDMS 75 um

Duas das fibras mais usadas e verséteis sGo as de polidimetilsiloxano (PDMS) e de
poliacrilato (PA). PDMS é uma fibra ndo polar, bastante eficaz na extraccéo de analitos
ndo polares. Pode no entanto ser usada com eficdcia na extraccdo de compostos polares
mediante optimizagdo das condicées de extracgdo (Pawliszyn, 1997; Lord e Pawliszyn,
2000). O revestimento da fibra tem um aspecto rugoso, favorecendo a retencdo dos
analitos, uma vez que a extracgGo se dd por absor¢Go é a espessura de revestimento que
retém os compostos. PA é uma fibra de caracteristicas polares. Os coeficientes de difusdo
dos analitos nesta fase sdo menores quando comparados com PDMS, resuliando em

tempos de extracgdo superiores (Pawliszyn, 1997; Lord e Pawliszyn, 2000).
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Fibras porosas (com revestimento de divinilbenzeno (DVB) ou Carboxen) retém compostos
de dimensdes reduzidas, sendo ideais para compostos com 2 a 6 dtomos de carbono.
Ambas as fibras podem saturar com facilidade, apresentando uma menor gama de
linearidade. Nas fibras contendo DVB verifica-se também, em particular para
concentracdes mais elevadas, competicdo entre analitos (Pawliszyn, 1997; Llord e

Pawliszyn, 2000).

O modo de extraccdo depende das caracteristicas da amostra, da volatilidade dos analitos
e da sua afinidade para a matriz. Para amostras muito sujas ou contendo substdncias
capazes de danificar a fibra ou de modificar as suas propriedades a extraccdo em
headspace é a melhor opcdo. Quando a reduzida volatilidade dos compostos nGo permite
a extraccdo em headspace é possivel proceder & extracgdo por imersdo protegendo a fibra
com uma membrana (Pawliszyn, 1997; Lord e Pawliszyn, 2000). Para amostras limpas a
extraccdo por imersdo deve ser considerada. No entanto se os analitos a extrair forem
voldteis seré pfeferfvel realizar a extracgGo em headspace. Uma vez que, como ja foi
referido, os coeficientes de difusdo dos analitos em meio gasoso sdo superiores aos
verificados em fase liquida a extracgGo em headspace permite reduzir ao tempo de
extraccdo (Pawliszyn, 1997). O modo de extraccdo em headspace permite ainda
modificagdes na matriz, tais como mudangas no valor do pH e forca iénica, sem danificar

a fibra (Pawliszyn, 1997; Lord e Pawliszyn, 2000; Kataoka et al., 2000).

Em ambos os modos de extraccdo é importante assegurar uma consistente agitacdo da
amostra pois esta permite reduzir o tempo de extraccdo, especialmente para analitos com
elevado peso molecular e elevados coeficientes de difusdo (Pawliszyn, 1997; Lord e
Pawliszyn, 2000; Kataoka et al., 2000). No caso de SPME directa, isto é por imersdo da
fibra na amostra, a agitacdo permite diminuir a resisténcia a difusGo que representa a
camada estdtica de solugdo que rodeia a fibra. Em headspace a agitagGo favorece a

difus@o dos analitos da fase aquosa para a fase gasosa

Com o objectivo de melhorar a eficiéncia de extraccdo é frequente proceder a alteragdes
nas caracteristicas da matriz, uma vez que os coeficientes de distribuicdo dos analitos s&o
parcialmente dependentes da interaccéo analito/matriz (Pawliszyn, 1997; Lord e Pawliszyn,
2000; Kataoka et al., 2000). A adicdo de sal a amostras aquosas é um procedimento
comum e que permite alterar a forga iénica da solugdo e reduzir a solubilidade de alguns

compostos. Esta abordagem deve no entanto ser avaliada caso a caso pois o efeito inverso
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(aumento de solubilidade) também se pode verificar (Pawliszyn, 1997). Alteracées de pH
permitem também alterar a solubilidade, os componentes bésicos e dcidos sdo mais
eficientemente extraidos a pH bdésico e dcido, respectivamente. A combinagdo destes dois
parGmetros (adi¢Go de sal e pH) é particularmente Gtil para aumentar a sensibilidade da

extracgdo em headspace.

ParGmetro igualmente importante na extracco em headspace é a temperatura de
extracgGo. A femperatura afecta a quantidade extraida de analito (sensibilidade do
método) e a cinética de extracgdo. O aumento de temperatura permite libertar mais
analitos da matriz para o headspace, resultando numa maior concentracdo destes no
headspace o que favorece a extraccdo, mas diminui simultaneamente Ki a constante de
distribuicao fibra/amostra (Pawliszyn, 1997; Lord e Pawliszyn, 2000). Como regra poderé
estabelecer-se como temperatura éptima de extraccdo a mais elevada temperatura que

permita atingir a sensibilidade desejada para o método (Pawliszyn, 1997).

O tempo de extraccdo € outro factor do qual depende a quantidade de analito extraida.
Se por um lado ¢ verdade que a méxima sensibilidade é atingida no equilibrio, ndo
necessario atingir o equilibrio para a anélise apresentar reprodutibilidade e exactiddo. (A,
1997). A relagdo de proporcionalidade existente entre a quantidade extraida e a
concentracdo inicial do analito ao longo do processo exiractivo, permite trabalhar em

condi¢des de ndo equilibrio.

A precisdo do método SPME est4 também dependente dos parémetros de dessorcdo dos
analitos. A temperatura da porta de injeccdo, profundidade de insercdo da fibra no
injector do sistema cromatogréfico e o tempo de dessorcdo, devem ser optimizados e uma
vez estabelecidos estes pardmetros devem manter-se. A dessorcdo dos analitos depende
do ponto de ebulicéo, da espessura do revestimento da fibra e da temperatura da porta de
injeccdo, é importante assegurar que ndo haja carryover. Importante é também proceder
ao condicionamento da fibra antes de iniciar a sua utilizacdo e sempre que se verifica
aumento do ruido da linha de base, em particular quando existe risco de contaminagdo da
fibra. Outros factores a manter também constantes sdo o tamanho do “vial”, o volume da

amostra e de headspace e a profundidade de exposicéo da fibra.

Nao sendo SPME uma técnica de extraccdo exaustiva é de um modo geral necessério

proceder & calibragéo para realizar a determinacdo quantitativa. Para matrizes simples ou
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bem definidas a calibragéo externa pode ser utilizada. Para matrizes mais complicadas e
dificeis de reproduzir a calibragdo externa poderd néo funcionar devido a efeitos de matriz.
Nestes casos a abordagem mais indicada é a calibragdo por padrdo interno ou pelo
método de adicGo padrdo. No entanto para que o método de padréo interno funcione
bem é necessdrio que as constantes de distribuicio sejam semelhantes. Em alternativa, e
para o caso de matrizes complexas poderd ser necessdrio utilizar como padrdes internos os

préprios analitos marcados isotopicamente (Pawliszyn, 1997).

2.4.1.3 Microextrac¢to em fase sélida de voldateis terpénicos

Uma das mais fortes aplicagbes desta técnica reside na determinacdo de poluentes
orgdnicos (COVs, PHAs, PCBs, BTEX, pesticidas) no ambiente e em particular em dguas
(Alpendurada, 2000). A determinagéo e monitorizagdo de aromas/odores e a defeccdo de
solventes orgénicos em produtos alimentares e farmacéuticos sdo aplicacées nas quais
SPME também apresentou vantagens. Promissora tem sido também a sua aplicagdo na

detecgdo de drogas ilegais na urina e sangue (Pawliszyn, 1997).

Particular atengdo € dada neste trabalho & aplicabilidade de SPME na deteccdo de voldteis
terpénicos ou o que podemos de um modo genérico classificar de aromas. A andlise
destes compostos compreende, normalmente, uma etapa de preparacéo da amostra, na
qual se procede & exfrotgc’:o/conceniragc”:o das substéncias recorrendo a técnicas de
headspace em modo estdtico ou dinamico, purga e armadilha (purge and trap), extracgdo
liquido/liquido, destilagdo/extracgGo. As principais desvantagens destes métodos residem
na baixa sensibilidade, no tempo excessivo que exigem, no uso de solventes organicos e

no risco de perdas e degradacédo de analitos.

Yang e Peppard (1994), num dos primeiros estudos realizados nesta érea, aplicaram a
técnica de microextracg@o em fase sélida na andlise de aromas voléteis em sumos de fruta
e café. Os autores avaliaram a influéncia de alguns parémetros na eficiéncia de extraccdo,
utilizando para o efeito uma fibra de polidimetilsiloxano (PDMS — 100 pum) e uma mistura
teste aquosa contendo, entre outros, compostos de natureza terpénica. Um dos paradmetros
avaliados foi o da forga iénica da solugdo. Para o efeito adicionaram sal & solucéo feste,
fendo observado quatro comportamentos diferentes. Para a maioria dos compostos

estudados (linalol, neral, benzaldeido, etc.) a extraccdo aumentava com o aumento do
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teor de sal; para outros registava-se um aumento inicial mantendo-se posteriormente
constante (geranial, acefato de etilo). QOutros havia para os quais, ocorriac um aumento
inicial, seguido de diminui¢do & medida que o teor em sal aumentava (hexanoato de etilo,
dcido hexandico) e aqueles cuja quantidade extrafda diminuia com o aumento do teor em
sal (limoneno). Estes resultados demonstraram que o efeito da forca iénica, “salting out”,
deverd ser avaliado caso a caso. Os autores verificaram que para amostragem em
headspace, o aumento do volume de headspace, mantendo constante o volume de liquido
provocava uma diminuigdo na quantidade extraida pela fibra. Concluindo que para uma
maior sensibilidade o volume de headspace deve ser minimizado. Segundo os autores,
quando comparada com o método fradicional de headspace, SPME revelou maior
eficiéncia na extracgdo de compostos menos voldteis e menor eficiéncia para os altamente
voldteis presentes numa amostra de café moido. Na andlise de um sumo de fruta, SPME
apresentou uma sensibilidade comparével e para alguns compostos (ésteres e terpendides)

superior & obtida por extracgdo com diclorometano do sumo.

A andlise de aromas voldteis no headspace de sumos usando SPME foi também estudada
por Steffen e Pawliszyn (1996). As condicdes de extracgdo foram optimizadas para uma
solugdo aquosa teste. A fibra de poliacrilato (PA) apresentou uma maior eficiéncia de
extracgGo, para os analitos em estudo (linalol, a-terpineol, etanol, efc.), quando
comparada com a fibra de polidimetilsiloxano (PDMS), excepcdo feita para os
hidrocarbonetos terpénicos. Estes analitos (ot-pineno, B-mirceno, y-terpineno e limoneno)
sendo ndo polares apresentaram uma maior afinidade para a fibra de natureza também
ndo polar, PDMS. Os autores verificaram que devido & natureza do revestimento de
poliacrilato (polimero cristalino) esta fibra necessita de um tempo de equilibrio, na
extracgGo, mais longo (cerca de 60 minutos), do que o requerido (30 a 40 minutos) com
um revestimento de polidimetilsiloxano (liquido polimérico). O efeito da adi¢do de sal (15,
36, 42% (m/v)) foi também avaliado com o objectivo de aumentar a eficiéncia de
extracgdo. Com a excepgdo do a-pineno, para o qual a maior eficiéncia de extraccao foi
obtida na auséncia de sal, o extracgdo de todos os outros compostos aumentou com o
teor de sal. A gama de linearidade e os respectivos limites de deteccdo foram
determinados para as condicées de extracgdo optimizadas (36% (m/v), 60 minutos, fibra

de PA) e sdo apresentados para alguns dos compostos em estudo na tabela 9.
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Tabela 9. Limites de detecgGo e gama de linearidade de alguns voldteis, presentes no headspace de
sumos de laranja, para a fibra de poliacrilato. (Steffen e Pawliszyn, 1996)

Composto Gama linear SPME Limite de detfecgdo
(mg/L) (mg/L)
_ GC-FID
Etanol 940-0,94 0,39
a-Pineno 0,084-0,00084 2,7x10°
Linalol 0,77-0,00077 4,1x10°
o-Terpineol 0,71-0,0071 3,6x107

Zhang et al. (1998) optimizaram as condicdes de microextraccdo em fase sélida de
compostos de aroma voldteis (a-pineno, limoneno, octanal, decanal e butirato de etilo) no
headspace de sumos de laranja, utilizando uma fibra de PDMS. O estudo do efeito da
temperatura e do tempo de exiraccdo foi realizado para uma gama de temperaturas
compreendidas entre 25 e 80°C e para um tempo de extraccéo compreendido entre 5 e
60 minutos. Os autores verificaram que o aumento da temperatura provocava uma
diminuigGo na quantidade extraida, em contrapartida o tempo necessério para se atingir o
equilibrio diminuia com o aumento da temperatura. A optimizagdo destes parémetros
conduziu aos valores de 60°C e 20 minutos para realizagdo da exiraccdo. O estudo do
efeito de matriz na extracgdo foi efectuado por comparac@o entre a extraccdo realizada
com matriz aquosa e com o préprio sumo, previamente desodorizado. Em ambas as
matrizes foi adicionada uma quantidade conhecida de limoneno e os resultados obtidos
foram segundo os autores bastante diferentes. A calibracdo foi realizada usando a
primeira matriz (sumo desodorizado) na qual foram adicionadas quantidades conhecidas
dos compostos a analisar. Para o a-pineno a gama de linearidade obtida esteve
compreendida entre 0,2 e 2 mg/L e 3,0% foi o valor encontrado.pora o desvio padrdo

relativo, nos ensaios de repetibilidade.

Miller e Stuart (1999) avaliaram as fibras de PDMS, PA, PDMS/DVB, CW/DVB e Carboxen
na extracgdo do headspace de sumos de fruta a 40°C e para uma exposicdo da fibra de
30 minutos. A extraccGo por headspace estético (método tradicional) apresentou para os
compostos em estudo (a-pineno, limoneno, linalol, a-terpineol, benzaldeido, etc.) baixa

sensibilidade, sendo necessério proceder & concentragdo destes antes da extraccdo. SPME
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permitiu, segundo os autores melhorar significativamente a extraccdo. Para as cinco fi'br"ag
estudadas PDMS/DVB provou ser, de um modo geral, mais eficiente na extraccdo dos
compostos, seguida das fibras de PDMS, CW/DVB, PA e Carboxen. PDMS/DVB é uma
fibra mista, constituida por um revestimento de PDMS de natureza néo polar, e por DVB de
natureza polar. Segundo os aufores ambas as fibras (PDMS e PDMS/DVB) permitiram
extraccdes semelhantes para os compostos ndo polares (a-pineno, limoneno, efc.), mas na

extracgGo de compostos mais polares PDMS/DVB foi mais eficiente.

A caracterizagéo dos compostos de aroma (linalol, citronelol, geraniol e nerol) em vinhos
por SPME foi avaliada por Penton (1997). Os estudos realizados (para uma solucdo
aquosa) permitiram concluir que a presenga de etanol na matriz (nos vinhos o seu feor
pode variar entre 8 a 20%) diminui a eficiéncia de extraccdo da fibra para os dlcoois
terpénicos. A adigdo de sal & matriz promoveu o aumento da eficiéncia de extraccéo G
observado em estudos anteriores. Os dlcoois terpénicos demonstraram maior afinidade
para fibra de poliacrilato, no entanto a fibra de polidimetilsiloxano apresentou uma melhor
precisdo, talvez relacionada com o menor tempo necessario para atingir o equilibrio. A
quantificagdo destes compostos nos vinhos foi realizada por adicdo padrdo, verificando-se

existir um efeito de matriz funcéo do teor de dlcool presente.

A aplicagdo de SPME em headspace para a extraccdo de aromas voldteis em vinhos foi
também estudada por Rocha et al. (2001). A optimizacéo dos parémetros de extracgdo foi
realizada para uma matriz aquosa a 10% (v/v) em etanol, constituida por alguns dlcoois,
ésteres e os pelos monoterpendides linalol e geraniol. Utilizando uma fibra de poliacrilato
os autores avaliaram o efeito da agitagdo, da adicdo de sal (NaCl), da temperatura,
tempo de exposicdo da fibra e volume de amostra, na eficiéncia de extracgdo. Os
- resultados permitiram verificar que a agitagdo da amostra favorece a eficidncia de
extracgdo, a quantidade de linalol e geraniol extraida aumentou de um factor de 3,1 e 2.5
respectivamente. De igual modo, a adi¢do de sal @ amostra teve como efeito um aumento
na sensibilidade do método. A adi¢do de 8 g de NaCl permitiu aumentar em 6,8 vezes o
teor de linalol na fibra e em 3,1 vezes o de geraniol. O aumento da temperatura (25, 30,
40°C) favoreceu ligeiramente a extraccGo de geraniol, mas ndo teve efeito significativo na
extracgdo de linalol. O tempo necessdrio para o equilibrio ser atingido foi de quarenta e
cinco minutos, para a amostra a 25°C e teor em sal de 8 g. O aumento no volume de

amostra (20, 30, 40 ml) ndo levou, com excepgdo dos ésteres, a um aumento na
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eficiéncia de extraccdo. A quantificagdo dos compostos, por SPME, demonsirou ser
dependente da composicdo da matriz. Apresentam-se na tabela 10, para o linalol e
geraniol, a gama de linearidade, os limites de detecgdo e os coeficientes de variacdo

médios, determinados para as condicdes de condicdes de extracgdo optimizadas.

Tabela 10. Estudo de linearidade de alguns voldteis presentes no headspace de vinhos, para a fibra de
poliacrilato. (Rocha et al., 2001)

Composto Gama linear SPME R? CV (%)
(mg/L)
GC-FID
Linalol 0,30-4,22 0,9954 4,9
Geraniol 0,20-2,42 0,9912 7.2

A caracterizagdo do aroma de quatro frutos (Theobroma grandiflorum, Spreng., Spondias
lutea L., Spondias purpdrea, L., Anona reficulata, L.) de origem brasileira, por SPME em
headspace, foi proposta por Augusto et al. (2000). Os estudos de natureza apenas
qualitativa foram realizados usando a polpa dos frutos dissolvida em 1 mL de solucdo
saturada em NaCl, a extraccéo foi realizada com agitacdo, a 60°C e durante 30 minutos.
Os autores avaliaram a eficiéncia de extraccdo das fibras de PDMS, PA, CW-DVB e CAR-
PDMS. No que diz respeito aos aromas de natureza terpénica as fibras de PDMS, PA e
CAR-PDMS  apresentaram as melhores eficiéncias de extraccdo, a fibra CW-DVB
demonstrou muito pouca afinidade para estes compostos, dos treze terpenos identificados

nas polpas dos frutos apenas dois foram por ela extraidos.

Um dos primeiros estudos que propde a utilizagdo da técnica de SPME em headspace
como alternativa para a determinagdo de éleos essenciais em plantas é o de Field ef al.,
1996. Os autores procuraram caracterizar e monitorizar a composicio do éleo essencial
de lopulo, planta usada na indUstria cervejeira e responsavel pelo aroma e sabor da
bebida. Uma das caracteristicas deste éleo essencial é a presenca de dois sesquiterpenos,
humuleno e o cariofileno. As variedades de lopulo usadas na producdo da cerveja
apresentam uma razdo entre o teor de humuleno e de cariofileno (H/C) superior a 2,5. A
monitorizagdo e determinag@o desta razdo H/C na planta recorre &s técnicas tradicionais
de destilagdo a vapor e exiracggo por solventes. Utilizando uma fibra de PDMS os autores,

apés optimizagdo das condigées de extracgdo (4 horas a 50°C), determinaram a constante
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de distribuicdo dos compostos entre a fibra e o headspace da planta, de modo a proceder
& sua quantificacdo. Os valores encontrados para a razdo H/C revelaram-se concordantes
com os obtidos pelos processos tradicionais, tendo a técnica SPME em headspace
apresentado um desvio padrdo relativo de 2,3%. A possibilidade de analisar pequenas
amostras de planta (quantidades inferiores a 1 grama) a maior sensibilidade demonstrada
e a auséncia de solventes orgéanicos, sGo as vantagens que contribuem para que SPME, de
acordo com os autores, se apresente como uma boa alternativa na caracterizacdo do éleo

essencial de lGpulo.

A utilizagdo da técnica SPME em headspace para determinar a composigdo monoterpénica
dos dleos essenciais de duas espécies da planta de hortela-pimenta foi proposta por
Rohloff (1999, 2002). Parficularmente importante no estudo era verificar o modo como
variava a composicdo do dleo em fungdo da maturacdo das folhas da planta. Os
resultados observados, usando uma fibra de PDMS, demonstraram concordéncia com os
obtidos por hidrodestilagdo. Do ponto de vista qualitativo, o ndmero de compostos
identificados pelas duas técnicas foi semelhante, mas SPME apresentou menor
reprodutibilidade. SPME provou ser, em particular quando associada a um sistema
cromatogrdfico com detector de massa, uma importante ferramenta na determinagao

qualitativa da composicdo dos éleos essenciais.

Um outro estudo, no qual se verifica a aplicabilidade de SPME na extraccdo de aromas
volateis em headsapce é o de Shang et al. (2002). Os autores utilizaram SPME em
associagdo com GC-MS para identificacdo dos constituintes volteis das flores de Michelia
alba. A agraddvel e suave fragréncia das flores potenciava o seu uso em perfumes, sendo
por isso importante a identificacdo das substéncias responséveis pelo aroma, o que foi
conseguido por exposicdo de uma fibra de PDMS ao headspace de flores frescas numa

simulac@o do seu ambiente natural.

Bicchi et al. (2000) estudaram a influéncia do revestimento das fibras na extraccdo dos
compostos presentes no headspace de quatro plantas aromdticas e medicinais:
rosmaninho, tomilho, salva e valeriana. Em vials de 12,5 mL de capacidade foram
colocadas 0,6 g de folhas ou raizes secas moidas. As extracgdes foram realizadas a 60°C.
De acordo com os autores, das oito fibras analisadas, as mais eficientes foram, por esta
ordem, CAR-DVB-PDMS, PDMS, PDMS-DVB e CAR-PDMS. Quando comparada com a
técnica convencional de headspace estdtico (S-HS), SPME em headspace (HS-SPME)
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demonstrou ser superior para a andlise das substancias menos voldteis, conseguindo
factores de concentragdo de algumas dezenas a centenas de vezes superiores aos obtidos
por 3-HS. Em contrapartida a extracgGo por S-HS, apresentou melhor desempenho para os
compostos muito voldteis, algo j& confirmado por outros estudos. Dos 22 terpenos
identificados constavam a-pineno e a-terpineol. Das fibras testadas foi PDMS (100 pm),
fibra apolar, que demonstrou maior afinidade para o a-pineno, a extraccdo de a-terpineol
apresentou maior eficiéncia para as fibras de caracteristicas polares, CAR-PDMS, CAR-

DVB-PDMS, PDMS-DVB e PA.

Do que foi até agora exposto, e em jeito de concluséo, é evidente que a técnica de SPME
apresenta, pelas caracteristicas que possui, um conjunto de vantagens que a permitem
encarar como forte alternativa na extracgéo de voléteis. No que diz respeito & extraccdo de
compostos de natureza terpénica, SPME apresenta maior sensibilidade do que outras
técnicas comuns e uma substancial redugéo do tempo de andlise, ao permitir realizar num

Unico passo a extraccdo, concentracdo e quantificagao.

E uma técnica que alia & simplicidade uma grande versatilidade, permitindo a extraccéo
de voldteis presentes em matrizes distintas, como as de sumos, vinhos, frutos, 6leos
essenciais e até flores. A possibilidade de monitorizacdo da libertacdo de volateis, em

sistemas in vivo, representa uma das mais interessantes aplicacdes desta técnica.

N&o sendo uma técnica de exiracgdo total, mas sim de equilibrio, os resultados estdo
dependentes das condi¢des experimentais e da matriz da prépria amostra. Alteracées
nestas condigdes irdo afectar a distribuicdo dos analitos entre as diversas fases, afectando
a sensibilidade e a reprodutibilidade do método analitico. Na extraccGo de compostos
terpénicos, e dada a volatilidade destes, 0 modo de amostragem em headspace revela-se

adequado e até preferivel em alguns casos.

Quanto ao revestimento da fibra, verifica-se que as fibras de natureza polar, ndo polar e
mistas podem, mediante optimizagdo das condi¢bes de extraccGo e dependendo das
caracteristicas dos compostos a extrair e da prépria matriz, ser usadas na extraccdo de
voldteis terpénicos. Fibras de natureza néo polar (ex. PDMS) apresentam maior eficiéncia
de extracgGo para os hidrocarbonetos terpénicos (ex. limoneno, a-pineno), compostos
mais polares (como os dlcoois terpénicos, ex. linalol, geraniol, efc.) sdo preferencialmente

extraidos por fibras polares (ex. PA).
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O tempo necessdrio para a extraccdo atingir o equilibrio estd dependente das volatilidades
dos compostos e também da prépria fibra. O aquecimento da amostra permite reduzir ao
tempo necessério pdrn se atingir o equilibrio, mas estd limitado quer pela natureza dos
compostos quer pela fibra, que com o aumento da temperatura diminui a capacidade de
extraccdo. De um modo geral as temperaturas usadas séo relativamente baixas ~40°C e

os tempos de extracgdo inferiores a 1 hora.

A alteracdo das caracteristicas da matriz, através da adicdo de sal, é um procedimento
comum. Deve no entanto ser avaliado, pois observa-se a ocorréncia de diferentes
comportamentos. Verifica-se que a extraccdo dos dlcoois terpénicos é favorecida pelo
aumento da forca iénica da solucdo, enquanto os hidrocarbonetos terpénicos, como por

exemplo o limoneno e a-pineno, apresentam menores eficiéncias de extraccéo.
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3 A Esteva - Cistus ladaniferus L.

A esteva é uma planta pertencente & familia das cistdceas (Cistaceae) e ao género Cistus.
A distribuicdo deste género é relativamente vasta, compreendendo as ilhas Mediterrénicas,
a Peninsula Ibérica, o sul de Franca, a ltdlia, a Grécia, o Norte de Africa e as zonas litorais
do Médio Oriente. Em Portugal encontram-se, distribuidas por todo o ferritério, dez das
dezasseis espécies puras que se admite fazerem parte do género Cistus (Amaral, 1971). A
espécie mais comum é o Cistus ladanifer L. (esteva) presente em quase todo o territério
continental com excepgdo do noroeste e do centro-oeste, onde rareia. Apresenta-se na
tabela 11 a clossificagdo taxonémica da espécie Cistus ladanifer L. Desta espécie séo
conhecidas frés variedades, encontrando-se em Portugal, apenas as duas primeiras

(Amaral, 1971):

- albiflorus Dunnal
- maculatus Dunnal

- sténophyllus Grosser

Tabela 11. Classificagdo taxondmica da espécie Cistus Ladanifer L.

Taxonomia

Phyllum Espermatéfito
Classe Angiospérmica
Ordem Violales

Familia Cistaceae
Género Cistus

Espécie Cistus Ladanifer L.
Nome vulgar Esteva

A esteva é um arbusto cujo crescimento pode afingir a altura méxima de 2,5 m, floresce
de Abril a Junho, possuindo flores com diémetro entre 7 a 10 cm, constituidas por cinco
pétalas imaculadamente brancas (var. albiflorus Dunnal) ou apresentando em cada uma

das pétalas uma mancha de cor pirpura escura ao centro da flor (var. maculatus Dunnal),

(Amaral, 1971; Quer, 1961).
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As suas flores sdo muito atractivas para as abelhas. Cistus ladanifer L. é uma importante
fornecedora de pélen, representando entre 69 a 92% do pélen usado pelas abelhas em

diversas regides do territério continental (Campos et al., 1998).

A esteva é, pelas caracteristicas dos seus locais de ocorréncia, um indicador biolégico da
degradabilidade dos solos. Considerada, uma espécie pouco exigente, suporta bem
periodos de secura e desenvolve-se em terrenos pobres de natureza xistosa, graniticos ou
siliciosos, distribuindo-se desde o nivel do mar até altitudes superiores a 1000 metros. A
sua elevada capacidade de resisténcia e tolerGncia em solos altamente contaminados com
metais, foi recentemente observada num estudo desenvolvido nas proximidades das minas

de Aljustrel (Alvarenga et al., 1998).

E uma planta fortemente aromética que segrega uma oleorresina, designada por ldbdano
ou lddano, dai a denominagéo ladanifer, com bastante interesse comercial. A oleorresina
distribui-se pelos vértices vegetativos e fothas mais jovens, desempenhando na planta duas
funcdes especificas, proteccéo contra a dessecagéo e inibicdo do crescimento de espécies
competidoras. Esta estratégia, denominada alelopatia, é o efeito directo ou indirecto de
uma planta sobre outra através da libertacdo para o ambiente de compostos quimicos
com capacidade de provocaram efeitos fitotéxicos. A capacidade alelopdtica da
oleorresina da esteva, em particular a redugdo e inibicdo da germinacdo de sementes e a
inibicdo do desenvolvimento das raizes e cotilédones das espécies competidoras, tém
vindo a ser observada em diversos estudos (Chaves ef al., 2001; Dias e Moreira, 2002). A
capacidade fitotéxica da oleorresina tem sido atribuida & presenca, na sua composicéo,

de compostos fenélicos e flavondides (Chaves et al., 2001).

3.1 Produtos Obtidos a Partir da Esteva

A esteva e a oleorresina que produz sGo conhecidas e apreciadas desde a Antiguidade. A
sua utilizagdo em preparados medicinais e perfumes foi registada por autores gregos e
romanos. A utilizagdo da oleorresina em perfumaria esteve em moda nos sécs. XVIIl e XIX.
Foi apds a introducdo dos solventes voldteis que um conjunto de novos produtos, mais
refinados, obtidos a partir da oleorresina bruta ou da planta inteira, permitiram diversificar

e ampliar as suas aplicacées.
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As indUstrias de perfumaria, cosmética e farmacéutica sGo os principais consumidores dos
produtos derivados da esteva. Estes sdo particularmente apreciados pelo seu odor
balsdmico, quente e duradouro, e semelhante a &mbar (Boelens, 1997; Moyler e Clery,

1997)

Na figura 5 apresentam-se os principais produtos obtidos a partir da esteva e respectivos
processos (F. B., 1997). A regido francesa de Grasse e a regiGo da Andaluzia e de

Zamora, na Espanha, sdo os principais produtores mundiais de derivados de esteva.

Esteva

Extracgéo a quente com Destilagdo por Extraccdo por
solugdo aquosa alcalina arrastamento de vapor solverite
Goma de Labdano Oleo Essencial de Concreto de
Esteva Esteva
Extracgdo com 1 | Extrocgdo com Destilacdo por Destilagao por Extracgdo com
g
solventes hexano arrastamento de vapor arrastamento de vapor dlcool
Resinéide de Absoluto Esséncia Oleo Essencial de Absoluto de
Labdano Concreto de Esteva Concreto de
de Labdane de Labdano Esteva

Figura 5. Principais produtos derivados da esteva.

Goma de lébdano ¢ a designacdo atribuida & oleorresina exsudada pela esteva. E obtida
por exiracgGo de ramos e folhas da planta em égua quente. A oleorresina funde-se,
flutuando @& superficie da dgua, é recolhida e prensada de modo a eliminar o excesso de
dgua e segue para a secagem. A goma é posteriormente tratada permitindo obter dois dos
principais produtos comerciais: o resinéide de ldbdano (por extracgéo com solventes) e a

esséncia de ldbdano (por destilacao).

O resinéide de labdano é um produto muito viscoso, geralmente de cor escura, estando
no entanto estas caracteristicas dependentes do tipo de solvente usado. E considerado um

excelente fixador, sendo frequentemente usado em sabdes e detergentes (Moyler e Clery,
1997).
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Também bastante apreciada pela indUstria de perfumaria é a esséncia de lébdano ou éleo
essencial de ldbdano. Possuindo um odor quente e semelhante ao do a&mbar, é
considerado de qualidade superior, quando comparado com o seu congénere, o dleo
essencial de esteva, sendo o seu uso limitado pelo elevado preco que atinge (Moyler e
Clery, 1997). A pariir da goma é ainda obtido um ferceiro produto designado por
absoluto de ldbdano. Oleo quase incolor e soltvel em dlcool, o absoluto de ldbdano & de

todos os extractos de esteva o mais barato.

Um segundo conjunto de produtos, conhecidos por “produtos Cistus”, sdo obtidos
directamente a partir da planta e ndo da sua goma (Boelens, 1997). Por arrastamento de
vapor de dgua a partir das folhas e ramos obtém-se o éleo essencial de esteva. Possui um
odor balsGmico-herbéceo, muito caracterfstico, sendo por vezes rectificado para remocéo

dos terpenos que lhe conferem um odor acre.

A extraccdo da planta com solventes voldteis permite obter os concretos de esteva. O
produto obtido possui uma consisténcia pastosa e cor que pode variar entre verde-escuro
a castanho, dependendo quer do solvente usado quer da quantidade de clorofila extraida.
O odor é considerado muito agradével, herb4ceo, balsémico e com notas de &mbar,
possuindo boas propriedades fixativas. Muito utilizados em perfumaria sdo os absolutos de
concreto de esteva, obtidos por extracgdo do concreto com dlcool, possuindo também o

caracteristico odor balsGmico e notas de Gmbar.

O inferesse comercial na esteva tem estado preferencialmente direccionado para
aproveitamento da oleorresina que exsuda. Apesar de ser, sem divida, este o aspecto
mais importante, novas formas de utilizagdo e valorizagdo desta espécie tem vindo a ser

recentemente estudadas.

Interessante é a possibilidade de aproveitamento dos residuos botanicos resultantes da
extracgGo da oleorresina para a produgéo de carvo e carvdo activado. A composicéo
quimica e estrutura do carvdo obtido a partir dos residuos da planta t8m sido objecto de

estudo (Pastor-Villegas, et al., 1999, 2002).

O pélen da planta, para além da sua importGncia na apicultura, revelou possuir
capacidade antioxidante (Nagai et al., 2002). Num estudo recente, rés extractos de pélen

(fracc@o solivel em dgua quente, fracgdo soldvel em dgua e fracgdo soltvel em etanol),
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demonstraram elevada capacidade antioxidante e inibidora de espécies reactivas de
oxigénio (ROS). Propriedade importante na prevengdo de vdrias doencas tais como o

cancro, doencas cardiovasculares e diabetes.

Também comprovado tém vindo a ser o efeito inibidor, de diferentes extractos de Cistus
ladanifer L., no desenvolvimento de fungos. O éleo essencial, o concreto e o absoluto de
esteva e o resindide de l4dbdano, todos de origem marroquina, foram avaliados,
verificando-se uma maior eficdcia na inibicdo do crescimento dos fungos Aspergillus niger,
Botrytis cinérea, Mucor racemosus e Verticillium albo-atrum por parte do éleo essencial. A
capacidade de inibigdo evidenciada pelos diferentes extractos, com excepcdo do éleo
essencial, estard segundo os autores associada & presenca de compostos sesquiterpénicos
de estrutura labdénica, enquanto que no dleo, os dlcoois e os ésteres serdo os

responsadveis pelo efeito inibidor (Mrabet ef al., 1999).

3.2 Composigao Quimica do Oleo Essencial de Esteva

A andlise da composicdo quimica do éleo essencial de esteva tem sido objecto de alguns
estudos. Em 1986, Simon-Fuentes ef al., analisaram um 6leo comercial obtido por
destilagGo a vapor de Cistus ladanifer L. (var. maculatus Dunnal). Os voldteis foram
identificados por GC-MS na fracgdo neutra. Esta fraccdo foi obtida por pré-
fraccionamento do éleo, dissolvido em éter efilico e sucessivamente extraido em solucdo
aquosa saturada com bicarbonato de sédio, de modo a remover os dcidos livres, e com
solugdo aquosa de hidréxido de sédio para remocdo dos fendis. O extracto etilico,
contendo os compostos neutros, foi posteriormente lavado com uma solucéo saturada de
cloreto de sédio, seco com sulfato de sédio anidro e o solvente removido por vdcuo. A
fraccGo neutra obtida foi ainda fraccionada em coluna de silica gel separando-se os
hidrocarbonetos dos compostos oxigenados. A complexidade da fraccdo dos compostos
oxigenados nGo permitiv a sua andlise directa, sendo necessdrio proceder a nova
separagdo em coluna de silica gel. Na tabela 12 encontram-se os principais constituintes

identificados na fracggo neutra do éleo. No total foram identificados 85 compostos.
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Tabela 12. Principais constituintes da fracggo neutra do éleo essencial de Cistus ladanifer L.
(Simon-Fuentes et al., 1986)

Compostos Area — GC (%) Compostos _ Area — GC (%)
a-Pineno 35,0 2,2,6 - Trimetilciclohexanona 5,7
Canfeno 10,3 Linalol 0,5
Limoneno 2,3 Acetato de Bornilo 3,7

y-Terpineno 1,6 Borneol 1,0

p-Cimeno 4,0 Vervenona 2,0

Ainda em 1986, Peyron e Alessandri, numa comparagdo das caracteristicas dos éleos
essenciais comerciais de Cistus ladanifer L., reuniram os resultados obtidos, em 1974 por
Gilz e Konigs, e em 1969 por Garcia-Martin e Garcia-Vallejo, para a composicao voldtil

dos 6leos. Reproduzem-se na tabela 13 alguns dos resultados.

Tabela 13. Resultados obtidos para a composicdo quimica de dois dleos essenciais de Cistus ladanifer
L. (Peyron e Alessandri, 1986)

Area — GC (%)

Compostos Gilz Garcia-Martin
et et
Kénigs Garcia-Vallejo
a-Pineno 6,7 -4,0° 43,7 - 44,4°
Canfeno 4,7-1,1 39-7,0
Limoneno 1,4-1,7 :
y-Terpineno 1,3-0,2 ' .
p-Cimeno 0,7-1,6 6,3-4,5
2,2,6-Trimetilciclohexanona 1,7-4,8 .
Linalol 0,2-0,4 0,7-1,9
Acetato de Bornilo 4,8-3,2 4,9-8,2
Borneol 4,8°% .
Acetato de geranilo 0,9-0,6
Geraniol 11-1,7 -
Eugenol 2,3-1,5

°Os valores a esquerda foram obtidos para a planta colhida no Qutono e & direita na
Primavera
® Valor obtido para a planta colhida na Primavera
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Na comparagdo dos resultados obtidos sobressai a diferenga na composicéo quimica do
6leo. O monoterpeno a-pineno aparece como principal constituinte do &leo nos
resultados obtidos por Garcia-Martin e Garcia-Vallejo mas também no estudo, jé
referenciado, de Simon-Fuentes et al., (ver tabela 12), mas a sua percentagem &
significativamente inferior no éleo essencial avaliado por Golz e Kénigs. A diferenca
observada para a composigao quimica do éleo confirma a influéncia de parémetros como
sejam a origem boténica do material vegetal, a altura da colheita e o préprio método de

isolamento nos resultados.

Mais recentemente (Mariotti et al., 1997) identificaram como componentes principais do
bleo de Cistus ladanifer L., cultivado na Cérsega, o a-pineno (35%), viridiflorol (11,8%),
ledol (3,3%) e acetato de bornilo (3,1%). O éleo essencial obtido por hidrodestilacdo foi
fraccionado em coluna de sflica gel separando-se os hidrocarbonetos dos compostos
oxigenados. Cada uma destas fraccdes foi ainda posteriormente fraccionada, tendo sido
obtidas quatro fraccdes contendo os hidrocarbonetos e sete fracgdes constituidas pelos
compostos oxigenados. A andlise destas fracgdes por GC/FID e "C-RMN permitiv a
identificaco de 45 compostos, representando aproximadamente 83% da composicdo do
éleo. Nos compostos identificados predominava a fracgdo monoterpénica, com 58,4%,
enquanto os sesquiterpenos representavam aproximadamente 25%. Os resultados obtidos
por Mariotti et al., apresentam semelhancas com o de Simon-Fuentes et al., (ver tabela
12), a-pineno e acetato de bornilo sGo em ambos os estudos compostos principais do
6leo, no entanto os sesquiterpenos oxigenados ledol e viridiflorol ndo s@o referenciados no
estudo de Simon-Fuentes et al. Os autores procuraram também neste estudo avaliar a
variabilidade na composicdo quimica do éleo. Para o efeito analisaram 20 amostras de
éleo essencial. Em 18 das 20 amostras avaliadas, a-pineno com uma percentagem
compreendida entre os 11,7 e 47,4% foi o constituinte maioritério, seguido pelo  trans-
pinocarveol (4,4 - 10,9%) e o viridiflorol (4,7 - 10,7%). Em duas amostras foi encontrada
uma diferente composicéo quimica, caracterizada pela predominancia do viridiflorol (20,0

- 22,6%), ledol (6,4 a 6,7%) e trans-pinocarveol (5,4 - 8,6%).

Num estudo também recente, Freitas et al., 1999, foram isolados os voldteis de folhas de
Cistus ladanifer L. de origem Portuguesa. Folhas frescas da planta colhida na regido do
Douro foram imersas em 1 L dgua desionizada durante 24 horas. A solucdo aquosa foi

filtrada e exiraida com diclorometano (3 x 30 ml), & camada orgénica obtida foi
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adicionado sulfato de sédio anidro e o solvente evaporado por rotavapor até ao volume
de 1 mL. A solucdo obtida foi analisada por GC-MS e GC-sniffing. Recorrendo a GC-
preparativa foram isoladas seis fracgdes posteriormente avaliadas sensorialmente (GC-
sniffing). Apresentam-se na tabela 14 os principais constituintes voldteis identificados no

extracto de diclorometano.

Tabela 14. Principais constituintes observados no extracto de diclorometano de folhas de Cistus
ladanifer L. (Freitas et al., 1999)

Compostos Area - GC Compostos Area - GC
% %

3-Careno 0,8 Borneol 7.7
a-Felandreno 3,5 Verbenona 2,3
2,2,6 - Trimetilciclohexanona 1,7 2-Feniletanol 15
Cénfora 3,5 Ledol 2,0
Acetofenona 29,0 Eugenol 2,7
cis-Verbenol 3,5 4-Hidroxi-3-Metilacetofenona 1,4

De acordo com os autores, o odor balsadmico, caracteristico das folhas, parece estar a
associado & presenca da 2,2,6 — trimetilciclohexanona, sendo este alids, um dos principais
constituintes a par da acetofenona e o 2-feniletanol. Particularmente interessante neste
estudo é o facto do monoferpeno a-pineno que é nos estudos anteriores referenciado
como principal componente ndo constar entre os principais constituintes detectados neste

éleo.
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4 Materiais e Métodos

4.1 Materiais

© 4.1.1 Material Vegetal

O material vegetal utilizado, constituido por amostras de Cistus ladanifer L., foi colhido,
aleatoriamente, no campo, regiGo de Trés-Os-Monfes e Alto Douro, localidade de
Mirandela, em Julho de 2002. Foram recolhidos a partir da planta os ramos superiores de
modo a incluir na amostra as extremidades vegetativas e as folhas mais jovens. As plantas
depois de colhidas foram depositadas, por um breve periodo, no laboratério em local

ventilado e protegido da accéo directa da luz.
4.1.2 Padrées e Reagentes

Para o estudo da composi¢do quimica do 6leo essencial foram seleccionados e adquiridos

os seguintes padrées individuais:

- a-Pineno, Fluka, grau de pureza 99,0%

- 2,2,6 - Trimetilciclohexanona, Fluka, grau de pureza 99,0%
- Linalol - Sigma, grau de pureza 99,0%

- Borneol, Fluka, grau de pureza 99,0%

- a-Terpineol, Fluka, grau de pureza 99,0%

- Citronelol, Sigma, grau de pureza 99,0%

- Geraniol, Sigma, grau de pureza 99,0%

- Eugenol, Sigma, grau de pureza 99,0%

- Acetato de bdrnilo, Fluka, grau de pureza 99,0%

- Acetato de geranilo, Fluka, grau de pureza 99,0%

Outros reagentes adquiridos:

- Etanol, LiChrosolv gradiente grade, MercK
- Pentano, p.a. grade, Riedel-de Haen
- Hexano, p.a. grade, Panreac

- Ciclohexano, p.a. grade, Panreac
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- Eter Dietflico, p.a. grade, MercK
- Agua extra pura, LiChrosolv, MercK
- Sulfato de magnésio anidro, p.a. grade, Panreac

- Cloreto de sédio, p.a. grade, Panreac

4.1.3 Equipamento

Apresenta-se nesta seccGo uma listagem do principal equipamento usado.

- Cromatégrafo gasoso Finnigan 9000, equipado com um detector de ionizacdo de
chama (FID) e com uma coluna capilar Varian CP-Sil 5CB — (30 m comprimento x 0,53
mm diémetro interno X 1,5 pm filme).

- Fibra de polidimetilsiloxano, PDMS, 100 pm, Supelco.

- Fibra de poliacrilato, PA, 85 um, Supelco.

- Placa de aquecimento/agitagdo Corning

- Aparelho de extracgdo — SDE
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4.2 Métodos

4.2.1 Preparacgdo dos Padrées analiticos

Na preparagdo das solugdes de padrées individuais pesaram-se rigorosamente, numa
balanga electrénica de alta precisdo, Mettler Toledo AG 245, ~125 mg de cada um dos
padrées individuais, para balées volumétricos de 50 mL. Etanol foi o solvente usado na
preparagdo de todos os padrées. As quantidades pesadas de cada um dos padrées, assim

como, as concentragdes dos padrdes preparados encontram-se no anexo A, seccdo Al.

As misturas padrdo ufilizadas foram preparadas a partir das solucdes de padrées
individuais, por diluicdo em etanol, para balées volumétricos de 50 mL e 25 mL.

As medicoes de todos os padrdes foram realizadas através de micro-pipetas de 20-100
pg/L (Merck Transferpette), 0,1-1 mL (Socorex Calibra 822) e 1-5 mlL (Treff-Lab). As
solugées padrdo foram guardadas em frascos de émbar de 40 e 15 mL no frigorifico a

4°C.

4.2.2 Extracctio do 6leo essencial

Para extracgdo do bleo essencial de esteva foi utilizada a técnica de destilacdo e extraccdo

simulténea, SDE. O aparelho utilizado esté representado na figura 6, na pagina seguinte.

Procedimento geral de extraccdo:
- Num baldo de 500 mL de fundo redondo (fase aquosa) foi introduzida uma
quantidade conhecida de amostra a extrair juntamente com 300 mL de dgua destilada.

- Num baldo de 100 mL de fundo redondo (fase orgdnica), foram introduzidos
50 mL de solvente orgénico.

- A zona de separagdo das fases orgénica e aquosa, em U, do aparelho SDE foi
cheia, primeiro com dgua destilada até & marca de referéncia e depois com solvente até
comegar a verter liquido em cada um dos dois bracos do aparelho de SDE.

- O condensador foi ligado a um refrigerador de dgua — Grant LT D6G -, mantido a
5°C. Os bragos do condensador foram isolados.

- Os baldes contendo as duas fases foram aquecidos por mantas de aquecimento. A

temperatura da fase aquosa foi mantida a ~120°C, o solvente foi mantido a uma



Materiais e Métodos 58

temperatura de ~20°C acima da sua temperatura de ebulicdo & pressdo atmosférica. No
fim da extraccdo desligou-se a manta de aquecimento da fase aquosa, mantendo-se em
refluxo a fase orgénica por mais 15 minutos. Apés o arrefecimento do sistema, a fase
orgéinica presente na zona de separagdo de fases foi transferida para o respectivo baléo.

- A fase orgénica obtida foi adicionado de sulfato de magnésio anidro de modo
a garantir a auséncia de dgua no extracto final. Procedeu-se a filtragdo sob vécuo da fase
orgdnica usando um funil de placa porosa. O solvente foi removido por evaporacdo no
rotavapor — Bichi Rotavapor R-114. O extracto obtido foi depois diluido em etanol para

baldo volumétrico de 5 ou 10 mL.

A - Amostra+dgua — fase aquosa
B — Solvente orgénico — fase orgénica
C - Condensador

D - Zona central de separacdo de fases

Figura 6. Esquema do aparelho de SDE. (Adaptado de Seidel e Lindner, 1993)

A eficiéncia de extraccéo do processo de SDE foi avaliada de acordo com o procedimento
geral de extrac¢Go descrito acima. Como amostra foi utilizada uma quantidade exacta de
mistura padrGo. Foi avaliada a influéncia dos parémetros solvente e tempo de extraccéo
na eficiéncia do processo extractivo. Inicialmente determinaram-se as eficiéncios de
exfracgdo para os solventes pentano, hexano, ciclohexano, éter didtilico e para uma
mistura em partes iguais de pentano e éter dietilico. Com o solvente escolhido efectuaram-

se posteriormente ensaios para optimizacdo do tempo de extraccéo. Foi ainda estudada a
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recuperagdo do processo exiractivo pelo método de adicdo padréo. Os resultados destes

estudos encontram-se reunidos na seccdo 5.4.

Utilizando os pardmetros de exiraccdo optimizados procedeu-se & extraccdo do material
vegetal (~15 g de folhas) de acordo com o procedimento geral jG descrito. Os extractos
obtidos foram posteriormente analisados por SPME/GC-FID, para determinacio e

quantificagdo dos compostos em estudo (seccdo 5.5).

4.2.3 Andlise do éleo essencial

Para a andlise do éleo essencial, utilizou-se um cromatégrafo gasoso Finnigan 9000,
equipado com um detector de ionizagdo de chama (FID) e com uma coluna capilar Varian
CP-Sil 5CB ~ (30 m comprimento X 0.53 mm didmetro interno X 1,5 um filme).

A andlise dos exiractos obtidos por SDE foi precedida de uma etapa de extraccdo usando
SPME. Os compostos foram identificados por comparacdo com os tempos de retencéo dos

padrdes, obtidos para as mesmas condicdes analiticas.

Condigées analiticas utilizadas na andlise por injeccéo directa dos padroes:

- Temperatura do forno programada a 50°C durante 5 minutos, rampa de
2°C/minuto até aos 150°C, mantendo esta temperatura durante 1 minuto seguida de uma
segunda rampa de 15°C/minuto até aos 280°C, mantendo-se a esta temperatura durante

15 minutos.

- Temperatura do injector 260°C

- Temperatura do detector 300°C

- Gds de arraste hélio 6.0 (99,9999%), caudal de 5 mL/min

- Gés de make-up hélio 6.0 (99,9999%), caudal de 20 mL/min
- Hidrogénio 5.0 (99,999%), caudal 18 mL/min

- Ar puro, caudal 175 mL/min

- Injecgdo em modo splitless
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Condigées analiticas utilizadas na andlise por SPME/GC-FID dos padrées e dos extractos

de esteva:

- Temperatura do forno programada a 70°C durante ] minuto, rampa de
2°C/minuto até aos 150°C, mantendo esta temperatura durante 1 minuto seguida de uma
segunda rampa de 15°C/minuto até aos 280°C, mantendo-se a esta temperatura durante

15 minutos.

- Temperatura do injector 260°C

- Temperatura do detector 300°C

- Gés de arraste hélio 6.0 (99,9999%), caudal de 5 mL/min

- Gés de make-up hélio 6.0 (99,9999%), caudal de 20 mL/min
- Hidrogénio 5.0 (99,999%), caudal 18 mL/min

- Ar puro, caudal 175 mL/min

- Injeccdo em modo splitless

Para optimizacdo das condicées de operagdo procedeu-se & injeccdo directa de padroes
individuais e de misturas e padrées. Na injeccdo directa dos padrdes foi usada uma micro-

seringa, com um volume de injecg@o de Tpl — SGE 1BR-7.

Apds a optimizagdo da separacdo cromatogréfica, realizaram-se injeccoes, de misturas
padrdo, para obtencdo de curvas de calibragéo com a determinacdo do respectivo limite
de detecgdo, intervalos de confianca e avaliagéo da precisdo. Os resuliados obtidos para

a andlise dos padrées por injeccdo directa encontram-se na seccéo 5.1.

Procedeu-se posteriormente aos ensaios envolvendo a microextraccGo em fase sélida
(SPME) em headspace. As fibras utilizadas (PDMS e PA) foram inicialmente condicionadas
no injector do cromatégrafo, de acordo com as indicacdes do fabricante. Para as
extraccdes, a fibra foi colocada num suporte apropriado (Supelco). Foram usados vials de
Gmbar de 4 mL (Supelco) preenchidos até metade da sua capacidade com 2 mL de
amostra. Os vials foram mergulhados num banho aquecido numa placa de
aquecimento/agitagdo Corning. A temperatura do banho foi controlada com um
termémetro. ApSs a extracgéo, a fibra foi imediatamente inserida no injector do GC, af
permanecendo durante um periodo de 5 minutos. O tempo de exposicdo da fibra no

injector foi avaliado de modo a garantir a dessor¢do completa dos analitos. Na andlise
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das amostras foram sempre efectuadas corridas em branco, sem extracgdo, de modo @
verificar a ocorréncia carryover, isto é, dessorcdo incompleta dos compostos da fibra com

o seu consequente arrastamento para a andlise seguinte.

Na optimizacéo das condices de extraccdo usando SPME foram estudados os seguintes
par@metros:

- tipo de fibra, PDMS (apolar) e PA (polar)

- temperatura de extracgdo

- fempo de extracgdo

- influéncia da adicao de sal & amostra.
Os resultados referentes a este estudo estdo descritos na seccéo 5.2.

Com os parGmetros de extracgdo Sptimos, efectuaram-se ensaios de extraccdo que
permitiram a obtencdo de curvas de calibracdo e a validacdo do método analitico
proposto. Procedeu-se & avaliagdo dos pardmetros de:

- Linearidade, com a determinagdo dos respectivos limites de deteccdo e intervalos de
confianca.

- PrecisGo através de ensaios de repetibilidade e de precisdo intermédia.

- Exactidao, através de ensaios de recuperagdo pelo método de adicdo padrdo.

Apresentam-se na secgdo 5.3 os principais resultados obtidos para validagdo do método

analftico.
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5 Resultados e Discussao

Numa primeira fase deste trabalho procedeu-se ao desenvolvimento e validacdo das
condi¢des cromatogréficas que permitiram a separacdo adequada dos compostos em
estudo. Os resultados obtidos para, esta primeira fase do trabalho, estdo reunidos no

subcapftulo 5.1 (Andlise Cromatogréfica dos Padrées por Injecgdo Directa).

Seguidamente optimizaram-se as condicdes operatérias de extraccdo por SPME, as quais
associadas as condigdes definidas anteriormente permitiram a validagdo do método
analitico (subcapitulos - 5.2 Desenvolvimento do Método de Extraccdo por SPME e 5.3
Validag@o do Método de Andlise por SPME/GC-FID).

Finalmente foram estudadas as condicbes experimentais que permitiram a obtencdo de
extractos de Esteva por SDE (subcapitulo - 5.4 Obtencdo de extractos de Esteva por
Destilagdo — Extracc@o Simultdnea), tendo-se procedido a andlise por SPME/GC-FID das

amostras isoladas (subcapitulo - 5.5 Andlise dos Extractos de Esteva isolados por SDE).

5.1 Andlise Cromatogrdfica dos Padrées por Injec¢éo Directa

Para determinacdo da ordem de eluicGo (fempo de retencdo) dos compostos e
optimizagGo da separago cromatogréfica, realizaram-se injecgdes directas de padrées
individuais e de misturas padrdo. Apresenta-se na figura 7, um cromatograma obtido para

as condigbes de operagdo optimizadas para o modo de injecgdo directa.

Os resultados obtidos permitiram observar a seguinte ordem de eluicdo para a coluna
escolhida: a-pineno, 2,2,6-trimetilciclohexanona, linalol, borneol, a-terpineol, citronelol,

geraniol, acetato de bornilo, eugenol, acetato de geranilo.
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Figura 7. Cromatograma obtido para uma mistura padrdo contendo os compostos em estudo com uma

concentragdo individual de ~100 mg/L. (* 2,2,6-Trimetilciclohexanona)

Apbs os ensaios preliminares de optimizacGo da separacdo cromatografica, procedeu-se
ao estudo da linearidade de resposta do detector. Foram injectadas, em triplicado,
misturas padrdo a 5 niveis para uma gama de concentragbdes compreendida entre 10 e
100 mg/L. Os resultados permitiram estabelecer curvas de calibracdo para todos os

compostos em estudo, que se apresentam nas duas figuras seguintes.

a-Pineno
900 y=8,085x-8,735 R?=0,9995
800 2
700 . 2,2,6-Trimeticiclohexanona
y=6,317x-0,747 R?=0,9995
__ 600 - Z
4 Linalol
> :
E y=7,801x-5,941 R?=0,9992
S 400
< 300 Borneol
y=7,466x-10,619 R?=0,9998
200 -
100 4 a-Terpineol
8 y=6,609x-3,721 R?*=0,9997
0 20 40 60 80 100 120
Conc. (mg/L)
@ Pineno u 2,2,6 - Trimetilciclohexanona a Linalel % Borneol * Terpineol

Figura 8. Curvas de calibragdo de a-pineno, 2,2,6-trimetilciclohexanona, linalol, borneol, a-terpineol,
para injecgdo directa.
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Figura 9. Curvas de calibragdo de citronelol, geraniol, acetato de bornilo, eugenol, acetato de

geranilo, para injecgdo directa.

Para o estudo da linearidade foram determinados alguns pardmetros estatisticos (Miller e

Miller, 2000), tendo sido remetido para anexo (ver Anexo A, seccées A2 e A3) a descricéo

do tratamento estatistico efectuado bem como todos os célculos afectos. Na tabela 15

apresentam-se alguns dos principais resultados desse estudo. Os limites de deteccdo

apresentados (LD) sGo meramente informativos das capacidades da técnica.

Tabela 15. Resultados do estudo de linearidade da andlise cromatogréfica dos padrées por injeccéo

directa.
Regressao linear (95%)
Compesio Ordenada Declive K LD (mg/l)
a-Pineno -8,735+21,322 8,08510,344 0,9995 2,5
2,2,6-Trimetilciclohexanona -0,747+15,527 6,31740,252 0,9995 2,3
Linalol -5,941+25,514 7,80110,401 0,9992 3,1
Borneol -10,619+12,023 7,46610,196 0,9998 1,5
o-Terpineol -3,721411,897 6,609+0,192 0,9997 1,7
Citronelol -1,344+12,994 6,60610,211 0,9997 1,9
Geraniol -3,814+11,750 6,270+0,193 0,9997 1.8
Acetato de bornilo -2,704+10,578 6,508+0,172 0,9998 1,5
Eugenol -1,623+13,054 5,599+0,211 0,9995 2.2
Acetato de geranilo -2,646+23,610 5,734+0,384 0,9986 3,9
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R? — coeficiente de correlagdo quadrético; LD — limite de defeccdo
A validagdo dos resultados de uma curva de calibragéo pressupdem que sejam satisfeitas

as seguintes condigdes:
2 <5%
b

a-ts,<0<a+ts, {t para um nivel de confianga de 95 %)

em que a representa a ordenada na origem, b o declive e s, e s, os desvios padrdo
respectivos. Na tabela 2 reGnem-se estes resultados, encontrando-se em anexo os cdlculos

efectuados (ver Anexo A, seccio A3).

Os resultados obtidos sdo bastante satisfatérios uma vez que as condicées de linearidade
sdo cumpridas. Verifica-se, para todos os compostos sem excepgdo, que o erro do declive
é inferior a 5% e o intervalo de confianga para a ordenada na origem inclui a prépria

origem.

Tabela 16. Condigdes de linearidade para andlise cromatogréfica dos padrées por injeccdo directa.

Parémetros

Composto &

5. (o) a-—ts, a+ts,

b

a-Pineno 1,34 -30,06 12,59
2,2,6-Trimetilciclohexanona 1,26 -16,27 14,78
Linalol 1,62 -31,46 19,57
Borneol 0,83 -22,64 1,40
a-Terpineol 0,21 -15,62 8,18
Citronelol 1,01 -14,34 11,65
Geraniol 0,97 -15,56 7,94
Acetato de bornilo 0,83 -13,28 7,87
Eugenol 1,19 -14,68 11,43
Acetato de geranilo 2,11 -26,26 20,96

Foram ainda realizados alguns ensaios para avaliagdo da preciséo. Os resultados obtidos
quanto & repetibilidade e precisdo intermédia estdo reunidos na tabela 17. Estes estudos
foram realizados para o nivel de concentragdo intermédio (~50 mg/L). A repetibilidade do

método, expressa pelo coeficiente de variagdo, foi avaliada para de seis determinagdes
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independentes da mesma solugdo padrdo, realizadas nas mesmas condigses de operacdo

e durante o mesmo dia.

Para o estudo da precisGo infermédia foram efectuadas injeccdes directas da mesma
soluggo padrdo em dias diferentes, sendo os resultados obtidos igualmente apresentados

sob a forma do coeficiente de variacdo.

Encontram-se em anexo os todos resultados obtidos para avaliac@o destes parametros (ver
Anexo A, seccdo A4, tabelas A17 a A22).

Tabela 17. Resultados para a precisGo da anélise cromatogréfica dos padrées por injeccéo directa.

Precisto

Composto Repetibilidade Precisdo Intermédia

CV (%) CV (%)

(n=6) (h=12)
a-Pineno 3,0 3,9
2,2,6-Trimetilciclohexanona 3,7 4,4
Linalol 3,3 3,6
Borneol 4,3 4,9
a-TerpineOl SrO 411
Citronelol 2,1 4,2
Geraniol 3,2 4,6
Acetato de bornilo 4,5 53
Eugenol 3,8 4,7
Acetato de geranilo 2,7 6,7

n — ndmero de injecgdes; CV — coeficiente de variagdo (razéo entre o desvio padrdo e o valor médio
das dreas obtidas, expresso em %)

Da observagdo dos resultados conclui-se que a resposta do defector FID utilizado ndo
apresentou variagSes de resposta significativas. Foram obtidos para todos os compostos
resultados de repetibilidade e de precisdo intermédia com coeficientes de variacdo
inferiores @ 10%. Os resultados obtidos para a precisdo intermédia foram ligeiramente

superiores aos obtidos para a repetibilidade.
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3.2 Desenvolvimento do Método de Extracgéio por SPME

Para a quantificacdo dos compostos em estudo, nos extractos de Esteva, usou-se a técnica
de microextraccdo em fase sélida em associacdo com o sistema analitico GC-FID. Estq &
uma técnica que permite em um Onico passo extrair, concentrar e introduzir a amostra

para andlise instrumental, tudo isto aliado a uma grande simplicidade de manuseamento.

Procurou-se neste trabalho beneficiar particularmente da selectividade que SPME possui.
Este é um factor importante uma vez que € impraticével a introducdo de todos os
compostos presentes em uma amostra num instrumento analitico. Um certo grau de
selectividade é sempre desejdvel, sendo muitas vezes essencial a remogdo de compostos
interferentes ou a simplificacdo de matrizes muito complexas, de modo a que os resultados
possam ser correctamente interpretados. A escolha de uma fibra especffica, isto é de um
determinado revestimento, deverd ter em conta a selectividade desejada ou seja a
polaridade, volatilidade e tamanho dos analitos a extrair. NGo menos importante é a
defini¢do das condices de extraccGo, uma vez que SPME é bastante sensivel as condicées

experimentais,

A optimizagdo de factores com influencia no processo extractivo como: tipo de fibra,
temperatura de extraccGo, efeito ibnico e tempo/cinética de extraccdo foi avaliada,

apresentando-se neste capitulo os resultados obtidos.

Optou-se pelo modo de extraccGo em headspace (HS-SPME), uma vez que os compostos
a analisar sGo voldteis esperando-se portanto fempos de equilibrio inferiores aos que
poderiam ser observados por imersdo da fibra. A extrac¢io em headspace pode ainda
permitir a reducdo de eventuais efeitos de matriz e outros interferentes presentes na
amostra. A possibilidade de manipulacdo das caracteristicas da matriz, como seja a
adi¢do de sal, sem danificar a fibra, foi ainda outro factor que determinou a escolha deste

modo de extraccdo.

O tempo de dessorcdo da fibra no injector foi também avaliado. Verificou-se que o tempo
5 minutos para uma temperatura do injector de 260°C era suficiente para garantir a
dessorgdo dos analitos. A possibilidade de ocorréncia de “carryover” foi periodicamente

avaliada através da realizaco de ensaios a branco. Todos os ensaios foram realizados
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com agitagGo continua e constante. Para o estudo das condigdes éptimas de extraccdo
usaram-se solugées aquosas (1% v/v em efanol) com os compostos em estudo em
concentraces de ~100 pg/L. Apresentam-se nos capitulos seguintes os principais

resultados, encontrando-se no anexo B, seccao B2 todos os resultados obtidos.
5.2.1 Selecgao do tipo de fibra

Para este estudo foram seleccionadas duas fibras de SPME diferindo no revestimento da
fase absorvente, PDMS (100 pm polidimetilsiloxano) e PA (85 pum poliacrilato). Ambas as

fibras tém sido usadas na extracgéo de voldteis de natureza ferpénica.

Os resultados do estudo comparativo das fibras encontram-se representados na figura
seguinte. Os ensaios foram realizados a 40°C, o teor de sal (NaCl) na amostra foi de 20%

(m/v) e o tempo de extracgdo foi de 60 minutos.
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* a-pineno; 2,2,6-trimetilciclohexanona; a-terpineol; acetato de bomilo, acetato de geranilo

Figura 10. Estudo da influéncia do tipo de fibra na eficiéncia de extracgdo em solucdo aquosa por
HS-SPME. (Tempo de extracgdo de 60 minutos, femperatura de extracgdo de 40°C, teor em sal (NaCl) de 20%
(m/v))

A fibra de PDMS ¢ néo polar, bastante eficaz na extracggo de analitos néo polares. Pode

no entanto ser usada com eficacia na extraccdo de compostos polares mediante
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optimizacGo das condicées de extracgdo. A fibra de poliacrilato (PA) apresenta
caracteristicas polares. Um outro conjunto de fibras ditas mistas (fibras constituidas por
PDMS, DVB e/ou Car) tem sido também referenciado na extraccdo de voldteis de natureza
terpénica. Néo foram no entanto consideradas neste estudo pelo facto de apresentarem
menor infervalo de linearidade, saturando com facilidade e verificando-se ainda

competicGo entre os analitos.

Da andlise da figura 10 verifica-se que a fibra de PA é mais eficiente na extrac¢do dos
compostos de maior inferesse neste estudo. Os dlcoois monoterpénicos, linalol, a-
ferpineol, borneol, citronelol, geraniol e o fenilpropanside eugenol, apresentam para esta
fibra valores de extraccdo significativamente superiores aos observados para a fibra de
PDMS. A eficiéncia de extracgdo da fibra de PA (avaliada em fungéo das éreas registadas)
foi, para estes compostos, 1,5 a 2,4 vezes superior & obtida com a fibra de PDMS. FEstes
resultados véo ao encontro de outros obtidos em estudos ié referenciados (Steffen e

Pawliszyn, 1996; Penton, 1997).

Ambas as fibras apresentam grande afinidade para os acetatos de borilo e geranilo,
sendo os resultados da fibra de PDMS ligeiramente superiores. Esta fibra apresenta ainda
maior afinidade para o monoterpeno a-pineno, resultado jé esperado e confirmado em
outros estudos, dada a natureza ndo polar deste composto, bem como para a 2,2,6-

trimetilciclohexanona.

A maior dfinidade para os Glcoois monoterpénicos e para o eugenol demonstrada pela
fibra de PA foi decisiva para a sua escolha e utilizagdo nos estudos posteriores de

optimizacdo.
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5.2.2 Efeito da temperatura de extrac¢éo

Para determinagdo da temperatura de extraccéo éptima foram executados ensaios a trés
niveis de temperatura, 40°C, 50°C e 60°C. As restantes condigdes de extraccdo
mantiveram-se. A fibra de poliacrilato esteve exposta durante 60 minutos e o teor de sal

(NaCl) na amostra foi de 20% (m/v). Apresentam-se na figura 11 os resultados obtidos.
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Figura 11. Estudo da influéncia da temperatura na eficiéncia de extracgdo em solucdio aquosa por
HS-SPME.(Tempo de extracgdo de 60 minutos, teor em sal (NaCl) de 20% (m/v))

Analisando os resultados verifica-se que a extraccdo & temperatura de 40°C permite obter
para a grande maioria dos compostos em estudo superiores eficiéncias de extraccdo. As
Gnicas excepgdes sGo o eugenol e o acetato de geranilo para os quais a temperatura
éptima de extracggo é de 50°C. Para todos os outros compostos o aumento da

temperatura traduziu-se numa diminuigdo da quantidade extraida.

Uma avaliagéo da eficiéncia de extracggo global, permite observar que a quantidade
extraida total (avaliada em fungdo da drea total) diminuiu sucessivamente com o aumento
a temperatura. A 40°C a drea total foi de 3438,34 mV.s, 3117,34 mV.s foi o valor obtido
a 50°C e 2284,42 mV.s para a temperatura de 60°C. Conclusdes semelhantes

encontram-se em estudos similares como o de Zhang et al., 1998.
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O aumento da femperatura de extraccGo fem associado dois efeitos contrérios. Se por um
lado permite libertar mais analitos da matriz para o headspace, resultando numa maior
concentracdo destes no headspace, aumentando deste modo a eficiéncia de extraccgo,
verifica-se pelo outro uma diminuigdo de K, constante de distribuicdo fibra/amostra

(Pawliszyn, 1997; Lord e Pawliszyn, 2000).

O efeito global do aumento da temperatura de extracgéo foi de uma diminuicdo da
sensibilidade, as quantidades extraidas foram menores. De acordo com os resultados a
temperatura de 40°C foi escolhida, tendo sido utilizada nos ensaios posteriores. Esta é
ainda uma femperatura moderada sendo menos provéavel a ocorréncia de eventuais

degradagdes dos analitos termicamente mais sensiveis.
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5.2.3 Efeito da forga iénica

A adicdo de sal a amostras aquosas é um procedimento comum e que permite reduzir a
solubilidade dos compostos, aumentando a quantidade de analitos no headspace e

consequentemente na fibra.

Para avaliagdo do efeito da adicao sal (NaCl) na eficiéncia de extraccao foram realizadas

extraccoes com diferentes teores em sal 0, 10, 20, 30% (m/v).

Uma vez mais se mantiveram constantes os restantes parGmetros: tempo de extracgdo de
60 minutos temperatura de extraccdo de 40°C. Os resultados obtidos estdo representados

na figura 12.
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Figura 12. Estudo do efeito do aumento da forga idnica na eficiéncia de extraccdo em solugdo aquosa
por HS-SPME. (Tempo de extracgdo de 60 minutos, temperatura de extracgao de 40°C)

Com excepcdo do a-pineno e do acetato de geranilo, para os restantes compostos
observam-se aumentos muito significativos na eficiéncia de extraccdo com o aumento do
teor em sal. Um teor em sal de 20% (m/v) teve como efeito um aumento de quase 5 vezes

(4,9) na quantidade extraida de a-terpineol, um aumento de 3,8 vezes foi observado para
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o borneol e citronelol, linalol e geraniol registaram aumentos de 4,2 e 4,3

respectivamente.

Para um teor de sal de 30% (m/v) verificou-se, por exemplo, para o a-terpineol um
aumento de quase 10 vezes (9,8) na quantidade extraida. Sendo evidente que um teor de
sal de 30% (m/v) permitiu obter as melhores eficiéncias de extraccGo, optou-se no entanto
por usar um teor em sal de 20% (m/v), isto porque se observou para as extraccées com
teor méximo em sal uma menor reprodutibilidade. O coeficiente de variagdo médio para
as extraccdes a 30% (m/v) em sal foi de 9,4% enquanto se registaram coeficientes de
variagdo médios de ~5% para as extracgdes contendo um teor em sal inferior.

Por outro lado um teor em sal de 20% (m/v), permite ainda obter a sensibilidade desejada

para o método.
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5.2.4 Efeito do tempo de extracgéo

O estudo da cinética de extraccao foi realizado por exposicdo da fibra durante periodos
de 30, 60, 120, 180 minutos. Os ensaios foram efectuados para as condigbes

optimizadas, a temperatura de extracgao foi de 40°C, o teor em sal, NaCl, na amostra de

20% (m/v).

1000 +
900 -
800 -
700 -
= 600 A
z 4
o 500 / & i
e 4 A A
< 400
300 e il
ol e — &
200 - —3 s
100 4 ) 5 - .
T‘_/ v >
0 Ll T T L] T T
0 30 60 90 120 150 180
Tempo (min)
—&— "Pineno —@— Hexanona —#— Linalol —— Borneol —¥— *Terpeniol
—&— Citronelol —&— Geraniol ———*Ac. Bornilo —e—Eugenol —&—*Ac. Geranilo

* a-pineno; 2,2,6-trimetilciclohexanona; a-terpineol; acetato de bornilo, acetato de geranilo

Figura 13. Estudo do efeito do tempo de extraccdo na eficiéncia do método em solugdo aquosa por
HS-SPME. (Temperatura de extracgdo de 40°C, teor em sal (NaCl) de 20% (m/v))

O processo de extraccdo por SPME considera-se completo quando se estabelece o
equilibrio entre a amostra e a fase estaciondria, isto é quando a quantidade de analito
extraida se mantém constante ao longo do tempo. Observando a figura 13 verifica-se que
a cinética de extraccdo é relativamente répida nos primeiros 30 minutos sendo mais lenta
a partir desse instante. Com a excepgdo do acetato de geranilo e eugenol, os restantes
compostos atingem o equilibrio no intervalo de tempo estudado. Com base nas curvas dos
perfis de extracgdo escolheu-se um tempo de extrac¢go de 60 minutos, pois este permite
de certo modo satisfazer o compromisso entre a maior quantidade extraida e o menor

tempo de andlise.



Resultados e Discussdo 75

Sendo verdade que a méxima sensibilidade é atingida no equilibrio, nGo é no entanto
obrigatério atingir o equilibrio para a andlise apresentar reprodutibilidade. A relagdo de
proporcionalidade existente entre a quantidade extraida e a concentrag@o inicial do analito

ao longo do processo extractivo, permite trabalhar em condiges de ndo equilibrio.

Os resultados obtidos s@o concordantes com trabalhos & referenciados tais como o de
Steffen e Pawliszyn (1997) e Rocha et al., (2001) nos quais, para a fibra de poliacrilato,
um tempo de exposicdo de 60 e 45 minutos respectivamente, se revelou adequado na

extraccdo de compostos terpénicos.

O estudo de optimizagdo realizado procurou avaliar a influéncia na eficiéncia de
extracgdo de factores como: o tipo de fibra, a temperatura de extraccéo, o efeito iénico e
o tempo/cinética de extrac¢do. Os resultados obtidos permitem concluir que a extraccéo
em headspace dos compostos em estudo deve ser efectuada com a fibra de poliacrilato
(PA), para uma temperatura de extracgdo de 40°C, teor em sal (NaCl) de 20% (m/v) e
para um periodo de exposicdo da fibra de 60 minutos. Por Gltimo, apresenta-se, na figura
14 um cromatograma obtido para uma mistura padrdo, contendo os compostos em
estudo em concentragdes individuais de ~100 pg/L, apés extraccdo por SPME nas

condicdes optimizadas.
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Figura 14. Cromatograma obfido para uma mistura padréo de concentragdo ~100 ug/L, apbs
extracgo por SPME. (*a-pineno; 2,2,6-trimetilciclohexanona; a-terpineol)
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5.3 Validagao do Método de Andlise por SPME/GC-FID

Apbs os ensaios de optimizacdo e fixados os parametros de extracgGo, procedeu-se ao
desenvolvimento e validacdo do método analitico por SPME/GC-FID. De acordo com os
resultados obtidos na optimizac@o utilizou-se nas extracgdes a fibra de PA — 85 pum, um
tempo de exposicdo de 60 minutos, temperatura de 40°C, teor de sal de 20% (m/v) na
amostra. As amostras foram submetidas a agitagdo continua e constante e os analitos

desabsorvidos a 260°C durante 5 minutos.

Foram injectadas, em duplicado, extractos por SPME de misturas padrdo em solugao
aquosa (1% (v/v) em etanol) a é niveis. Dada a diferente afinidade da fibra para os
compostos foram preparadas solugdes padrdo com concentragoes diferenciadas (ver
anexo C — seccdo C2). Para o a-pineno a gama de concentracdo esteve compreendida
entre 100 pg/L e 1000 pg/L, borneol, 2,2,6 — trimetilciclohexanona, e a-terpineol foram
estudados para concentragdes abrangendo a gama de 25 pg/L a 250 pg/L. A gama de
concentracdo para o linalol esteve compreendida entre 15 pg/L e 150 pg/L, para o
citronelol, geraniol, acetato de bornilo e geranilo entre 10 pg/L e 100 pg/L e por Gltimo o
eugenol com concentracées compreendidas entre 50 pg/L e 500 pg/L. Os resultados
(anexo D — seccdo D2) permitiram estabelecer curvas de calibragdo para todos os

compostos em estudo, que se apresentam nas figuras seguintes.
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Figura 15. Curva de calibragdo de a-pineno usando SPME.
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Figura 16. Curvas de calibragdo de extractos por SPME de padroes 2,2,6-trimetilciclohexanona, linalol,
borneol, a-terpineol e eugenol.
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Figura 17. Curvas de calibragdo de extractos por SPME de padrdes de citronelol, geraniol, acetato de
bornilo e acetato de geranilo.
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Para o estudo da linearidade, & semelhanca do efectuado para a andlise por injeccdo
directa, foram determinados alguns parémetros estatisticos, apresentando-se os principais
resultados do estudo na tabela 18. Encontram-se no anexo C (seccdo C3) os cdlculos

associados a este estudo.

Tabela 18. Resultados do estudo de linearidade da andlise cromatogréfica dos padrées extraidos por

SPME.
Regressao linear (25%)

Composto R? LD CV médio

Ordenada Declive (hg/l) (%)
a-Pineno -6,025+27,893 0,753+0,044 0,9982 40,0 4,5
2,2,6-Trimetilciclohexanona -0,809+23,577  1,365+0,142 0,9944 18,7 3,7
Linalol -7,003+29,093  4,065+0,285 0,9974 7.7 3,6
Borneol -4,700+7,286 2,1761£0,044 00,9998 3,6 2,7
a-Terpineol -7,189+9,903 1,920+0,059 0,9995 56 29
Citronelol -8,109+14,597 5,372+£0,219 0,9991 2.9 3,3
Geraniol -4,196+10,660  2,673+0,162 0,9981 4,3 3.3
Acetato de bornilo -5,059+24,064 7,303+0,362 0,9987 35 4,5
Eugenol -2,806+18,118 0,797+0,054 0,9976 24,6 3,6
Acetato de geranilo -4,326+21,116  7,023+0,317 0,9989 3,2 3,8

R? — coeficiente de correlacdo quadrético; LD — limite de detecgdo
CV - coeficiente de variacGo médio obtido para injeccbes em duplicado a 6 niveis de concentracao

Da observacdo dos resultados verifica-se para todos os compostos a existéncia de uma
boa linearidade na gama de concentracdes estudada com valores do coeficiente de
correlacdo quadrético entre 0,9975 e 0,9998. O coeficiente de variagdo médio (para a
gama de concentragdo de concentragdes estudada) apresenta valores inferiores a 10%

para fodos os analitos.

ParGmetros também importantes na validag@o dos resultados sGo os que dizem respeito ao

s
erro do declive ( fSS% ) e ao intervalo de confianca da ordenada na origem

(a-ts, <0<a+ts,).

Na tabela 19 est@o reunidos os resultados relativos a estes parGmetros, encontrando-se no

anexo C (ver secgdo C3) os célculos realizados.
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Tabela 19. Condicées de linearidade para andlise cromatogréfica dos padrées extraidos por SPME.

Parémetros
Composto 8, - a—ts, a+1s,
b
o-Pineno 2,10 -33,92 21,87
2,2,6-Trimetilciclohexanona 3,74 -24,39 22,77
Linalol 2,53 -36,10 22,09
Borneol 0,73 -11,99 2,59
a-terpineol 1,11 -17,09 2,71
Citronelol 1,47 22,71 6,49
Geraniol 2,18 -14,86 6,46
Acetato de bornilo 1,78 -29,12 19,00
Eugenol 2,45 -20,92 15,31
Acetato de geranilo 1,63 : -25,42 16,81

b — declive; a - ordenada na origem; t — t de Student (para um nivel de confianga de 95%)
s— desvio padrdo do declive; s, — desvio padrdo da ordenada na origem

Para todos os compostos sem excepc@o, sGo cumpridas as exigéncias normalmente
admitidas para uma correcta validacdo do método analftico. O erro do declive é inferior a

5% e o intervalo de confianca para a ordenada na origem inclui a prépria origem.

5.3.1 Estudo da preciséo e exactiddo da extracgao por SPME

Foram ainda realizados ensaios para avaliacéo da precisdo da extraccdo por SPME. Os
resultados obtidos quanto & repetibilidade e precisdo intermédia estdo reunidos na tabela
20. Encontram-se no anexo C (seccdo C4, tabelas C22 a C33) todos resultados obtidos

para avaliagdo destes pardmetros.

Estes estudos foram realizados para o 1° nivel (padréo inferior) e o 4° nivel de
concentracGo. Para o célculo da repetibilidade, foram efectuadas seis extracgbes nas
mesmas condigdes e durante o mesmo dia. A precisdo intermédia foi avaliada através de

vinte e um ensaios realizados em dias diferentes.

Os coeficientes de variagdo obtidos para ambos os parGmetros de precisdo foram
inferiores a 10%, apresentando o método uma boa precisGo mesmo para o nivel de

concentraggo inferior.
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Tabela 20. Resultados para a preciséo da andlise cromatogréfica dos padrdes usando SPME.
Precisdo _
Composto 1° nivel de concentragéo 4° nivel de concentragdo
Repetibilidade  Precisdo Repetibilidade  Precisdo
: intermédia intermédia
CV- (%) CV (%) CV (%) CV (%)
a-Pineno 4,2 8,1 6,9 8,7
*Hexanona 8,5 8,4 5,8 9.4
Linalol 6,1 8,9 3,1 7.2
Borneol 3,4 3,9 3,8 59
a-Terpineol 4,7 6,8 5,2 8,2
Citronelol 3,8 6,4 4,3 7.0
Geraniol 59 9,0 3,3 8,6
Acetato de bomilo 3,1 5,3 3,2 7.2
Eugenol 4,9 6,7 5,6 9.4
Acetato de geranilo 54 8,0 4,3 8,5

*2,2,6-Trimetilciclohexanona

Para avaliagdo da exactidGo do método procedeu-se a ensaios de recuperacdo, utilizando

como amostras os extractos de esteva obtidos por SDE. Na tabela seguinte apresentam-se

as recuperacdes médias obtidas para os quatro niveis de concentracdo de padrdo

adicionados. Foram remetidos para o anexo C (seccdo C5, tabelas C34 a C41) os

resultados dos ensaios e os cdlculos efectuados para determinagdo da percentagem de

recuperag@o.

Tabela 21. Recuperagdes médias obtidas nas extracgdes dos padrdes por SPME.

Composto Recuperacdo média Cv

(%) (%)
a-Pineno 91,4 7,2
2,2,6-Trimetilciclohexanona 94,4 6,0
Linalol 94,9 3,4
Borneol 101,7 5,5
o-Terpineol 97,0 3,9
Citronelol 100,4 6,7
Geraniol 93,8 5,9
Acetato de bornilo 98,8 4,4
Eugenol 98,6 4,8
Acetato de geranilo 105,1 3,1

Da andlise dos resultados verifica-se que os indices de recuperacdo obtidos foram

superiores a 90% o que se pode considerar-se aceitdvel.
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5.3.2 Eficiéncia de extracgéo

A eficiéncia de extraccdo do método de SPME foi calculada de modo a permitir uma
avaliagéo da eficiéncia do préprio método na concentragdo dos analitos em andlise. Este
parGmetro permite ainda avaliar a maior ou menor afinidade de cada um dos compostos
em estudo para a fibra de poliarilato (PA), algo que é no entanto j& conhecido em

resultado dos estudos de optimizag@o realizados.

A determinagdo da eficiéncia do método foi possivel através da comparacdo dos
resultados obtidos na injeccdo directa de padrées conhecidos, e nas extracgdes de
padrées de concentragéo também conhecida pelo método de SPME. Os resultados obtidos
para a eficiéncia média de extraccdo sdo apresentados na tabela 22, encontrando-se no

anexo C (seccdo C6, tabelas C43 o C44) todos os resultados associados a este estudo.

Tabela 22. Eficiéncias médias (em %) obtidas nas extracgGes dos padrées por SPME.

Composto Gama de Eficiéncia média de cv
concentracbes extracgdo

(ng/l) (%) (%)
a-Pineno 100,9-1008,8 4,7 3,8
2,2,6-Trimetilciclohexanona 25,0-250,4 10,8 5,6
Linalol 15,3-153,4 26,1 3,7
Borneol 24,9-249,2 15,1 4,1
o-Terpineol 25,2-251,6 14,3 2,0
Citronelol 10,0-100,1 38,9 59
Geraniol - 9,9-99.1 21,6 5,6
Acetato de bornilo 10,0-100,1 56,0 2,1
Eugenol 50,3-502,8 71 3,8
Acetato de geranilo 10,0-100,1 60,8 32

Os resultados confirmam a diferente afinidade da fibra para os compostos em estudo,
verificando-se para o acetato de bomilo e de geranilo as melhores eficiéncias de
extraccdo. Pelo contrdrio a mais baixa eficiéncia de extraccGo é observada para o a-
pineno, o que ¢ justificado pelas caracteristicas apolares deste composto, sendo o portanto
de todos os analitos em estudo o que apresenta menor afinidade para a fibra de PA de

natureza polar. Os dlcoois monoterpénicos com valores de eficiéncia de extraccdo
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compreendidos entre 14,3 e 38,9% registam, depois dos acetatos, os melhores valores de

eficiéncia de extraccéo.

O método desenvolvido de extracgdo por HS-SPME em associagdo com a andlise por GC-
FID, revelou uma boa linearidade na gama de concentracdes estudada. Os valores
obtidos para o coeficiente de correlagdo quadrético estiveram compreendidos entre

0,9976 (linalol) e 0,9998 (borneol).

Verificaram-se, para todos os compostos sem excepcdo, as exigéncias normalmente
admitidas para uma correcta validacdo do método analitico. O erro do declive foi inferior
a 5%, apresentando o borneol o valor mais baixo para este pardmetro (0,73%) e a
2,2,6 — trimetilciclohexanona o valor mais elevado (3,74%), tendo-se obtido para todos os
outros compostos valores compreendidos entre estes. Também verificada para todos os

compostos foi a condicdo de linearidade referente & ordenada na origem.

O método desenvolvido apresenta ainda uma boa precisdo e exactiddo. Os coeficientes
de variagdo obtidos para os parémetros de precisGo avaliados (repetibilidade e precisdo
intermédia) foram inferiores a 10%, para todos os compostos. Quanto & exactiddo
observaram-se valores de recuperagdo superiores a 90%, apresentando o a-pineno o
valor mais baixo (91,4%) e o acetato de geranilo o indice de recuperacdo mais elevado

(105,1%).
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5.4 Obtengdo de extractos de Esteva por Destilagéio - Extracgéo Simulténea

5.4.1 Optimizagéo das condigdes de Extrac¢éio por SDE

Do conjunto de parémetros que influenciam a eficiéncia de extraccdo por SDE assume
particular importdncia a natureza do solvente e o tempo de extraccdo. O estudo de
optimizagdo efectuado resumiu-se a estes dois factores. Os restantes pardmetros
(femperatura do solvente e da amostra e temperatura de arrefecimento), embora também

significativos, foram fixados e mantidos constantes para todas as extracgées efectuadas.

Para este estudo foram seleccionados inicialmente quatro solventes: pentano, hexano,
ciclohexano e éter dietilico. Com a excepcdo do ciclohexano os restantes solventes sdo

frequentemente utilizados na extraccdo por SDE.

Para cada um dos solventes procedeu-se & extraccdo de uma solucdo aquosa & qual se
adicionou 5 mL de solugdo padrdo contendo os compostos em estudo em concentragdes
de ~100 mg/L. O tempo de extraccdo utilizado foi de 60 minutos, a temperatura de
aquecimento da amostra foi de ~120°C, os solventes foram aquecidos a temperaturas de
~20°C superiores aos seus pontos de ebulicdo e a temperatura de arrefecimento no

condensador foi de ~5°C.

Realizaram-se dois ensaios de extraccdo para cada solvente individualmente e para uma

mistura de solvente constituida em partes iguais de pentano e éter dietflico.

Para cada conjunto de ensaios efectuados foi avaliada a eficiéncia de extracgdo
apresentando-se os resultados obtidos na tabela 23 e na figura 17. Esta repeticdo na
apresentacdo dos resultados permite obter simultaneamente uma visdo parcelar através da
consulta da tabela, enquanto o gréfico facilita a interpretacéo global dos resultados.
Encontram-se no anexo D, seccdo D2, os resultados obtidos para cada ensaio e os

célculos efectuados para determinagéo da eficiéncia de extraccao.
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Tabela 23. Eficiéncias médias de extracgdo por SDE obtidas para os vérios solventes em estudo.

Eficiéncia Média de Exiraccao (%)

Eter Pentano
Solvente Pentano  Hexano Ciclohexano " +
dietilico . i
Eter dietilico
a-Pineno 65,8 56,9 515 60,5 52,4
2,2,6-Trimetilciclohexanona 75,4 68,6 63,8 72,4 70,0
Linalol 84,2 78,0 74,9 83,8 79,9
Borneol 83,1 73,7 69,0 85,1 76,8
a-Terpineol 81,1 76,9 74,2 79,8 81,3
Citronelol 82,3 72,7 67,8 81,5 83,5
Geraniol 81,7 72,7 69,3 80,2 82,8
Acetato de bornilo 82,6 77,2 69,7 82,7 77,6
Eugenol 71,4 66,4 65,7 69,9 75,5
Acetato de geranilo 78,4 75,8 70,3 82,2 75,9
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* a-pineno; 2,2,6-frimetilciclohexanona; a-terpineol; acetato de bornilo, acetato de geranilo

Figura 18. Eficiéncias médias de extrac¢@o obtidas por SDE,
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Da andlise dos resultados verifica-se imediatamente que a eficiéncia de extracgdo foi
sempre inferior a 100%. Néo foi possivel, para as condicoes experimentais utilizadas, obier
recuperacdes exaustivas. Este resultado contrasta, de certo modo, com os resultados de
estudos, jG referenciados, obtidos para condicdes de extraccdo semelhantes &s usadas
neste estudo. Schultz et al., apresentaram para o linalol eficiéncias de extraccdo, ao fim de
60 minutos, de 99, 97 e 99% em hexano, éter dietilico e pentano respectivamente.
Recuperagées exaustivas foram também conseguidas por Goodefroot et al., para o linalol,
a-pineno e eugenol, para um tempo de extraccdo de 60 minutos em diclorometano.
Utilizando também diclorometano, Bouseta e Collin, conseguiram eficiéncias de extraccdo
exaustivas para o a-terpineol e acetato de bornilo e de 80% para o a-pineno. A
justificacdo para esta diferenca de resultados poderd residir quer no processo extractivo,
quer nos procedimentos posteriores & extracgdo. A versdo do aparelho utilizada neste
estuda implica, devido &s suas dimensées, a utilizacdo de um volume de solvente de no
minimo 30 a 50 mL. Isto tem como consequéncia a necessidade de evaporagdo do
solvente podendo ocorrer durante esta etapa perda de analitos. Tanto Goodefroot ef al.
como Bouseta e Collin utilizaram nos seus estudos uma versdo de menores dimensées do
aparelho de SDE, na qual a evaporacéo do solvente nGo é necesséria.

As eficiéncias de extracgGo obtidas sdo no entanto bastante razodveis. Globalmente o
melhor desempenho de extracgéo foi obtido para o pentano com uma eficiéncia média de
extracgGo de 78,6%, seguido do éter dietilico com 77,8% e mistura de pentano e éter
dietilico com 75,6%. As diferencas na eficiéncia de extraccGo encontradas para estes
solventes nGo sdo significativas. A diferenca é no entanto maior se comparada com os
resultados dos solventes hexano e ciclohexano. Estes dois solventes apresentam eficiéncias
de extraccdo inferiores, 71,9% é o valor médio de eficiéncia para o hexano e 67,6% para

o ciclohexano.

Numa andlise individual verifica-se que o composto a-pineno apresenta para todos os
solventes a menor eficiéncia de extracgGo, tendo o melhor resultado, 65,8%, sido obtido
para o pentano. Em contraste os Glcoois monoterpénicos e o acetato de bornilo, com
eficiéncias médias um pouco acima dos 80% registam os melhores resultados. Com
valores infermédios de eficiéncia de extraccdo estdo a 2,2 ,6-trimetilciclohexanona, acetato

de geranilo e o eugenol.
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Em conclusdo e analisando os resultados obtidos, quer de uma perspectiva global quer
individual, os solventes hexano e ciclohexano apresentaram os valores mais baixos de
eficiéncia. Em contrapartida os melhores resultados foram obtidos com pentano, com
pequenas diferencas para o éter dietilico e para a mistura de solventes. De acordo com
estes resultados optou-se pelo solvente pentano para a realizagdo das extracces

posteriores, nas quais se procurou optimizar o tempo de extraccdo.

Tendo em conta as eficiéncias encontradas nos ensaios anteriores, tornou-se importante
avaliar a influéncia do factor tempo de extraccdo. Nomeadamente para verificar se seria
possivel obter recuperacdes exaustivas nas condicdes experimentais disponiveis. As
extracgbes foram realizadas em condicdes idénticas as jé descritas para o estudo dos
solventes, na figura seguinte estdo representados os principais resultados, encontrando-se

no anexo D, seccdo D3 todos os resultados obtidos nos ensaios.

90,0 1
—&— *Pineno
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o
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¥ 700
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c
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w
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T AT RS A S S ey

30 60 90 120

Tempo de extracgdo (min)

* a-pineno; 2,2,6-frimetilciclohexanona; a-terpineol; acetato de bornilo, acetato de geranilo

Figura 19. Estudo da eficiéncia de extracgdo média em fungdo do tempo.

A partir da observagao da figura 18 verifica-se que o aumento do tempo de extraccdo nao
permitiv obter recuperagdes exaustivas para nenhum dos compostos em estudo. Se
analisados globalmente os resultados nao apresentam diferencas significativas. A eficiéncia
média de extracgdo foi de 74,6% para um tempo de extraccdo de 30 minutos, 78,6% foi o

valor obtido ao fim de 60 minutos de extraccdo, 79,8 e 77,7% foram os valores obtidos
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para um fempo de operagdo de 90 e 120 minutos respectivamente. O tempo de operacéo
de 60 minutos parece assim satisfazer o compromisso entre a eficiéncia e o menor tempo

de extraccéo.

Individualmente verifica-se a existéncia de trés comportamentos distintos. Para a maioria
dos compostos estudados o aumento do tempo de extracgéo néo se traduziu em um claro
aumento da eficiéncia. As excepcdes mais importantes a este comportamento ocorreram
para o a-pineno e eugenol. Verificou-se no caso do a-pineno que aumento no tempo de
extracgdo teve como consequéncia uma diminuicdo da eficiéncia média de 65,1 para
52,4%. O contrério foi observado para o eugenol, a eficiéncia de extraccGo deste
composto aumentou de 56,4 para 78,0%.

Estes resultados podem de certo modo ser compreendidos se atendermos as caracteristicas
dos compostos. O a-pineno é de todos os analitos em estudo o mais voldtil, podendo
considerar-se que a extracgdo méxima ocorre ao fim 30 minutos, e que a diminuicdo na
eficiéncia verificada a partir dos 60 minutos se deve a perdas por volatilizagdo.
Comportamento semelhante para este composto foi reportado por Bouseta e Collin, num
estudo & referenciado. Quanto ao eugenol é de todos os compostos o que apresenta
maior ponfo de ebuligGo e menor pressdo de vapor, tendo deste modo o fempo de

extraccGo grande influéncia na sua recuperacdo.
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5.4.2 Reprodutibilidade e ExactidGo do Processo de ExtraccGo por SDE

Para avaliacdo da reprodutibilidade da extraccdo, realizaram-se seis ensaios em condicées
idénticas as descritas para os ensaios de optimizagdo, usando pentano como solvente e
um tempo de extraccdo de 60 minutos e uma mistura aquosa contendo os compostos em
estudo. Os resultados apresentam-se na tabela 24. No anexo D, seccdo D4, tabelas D30

a D36, apresentam-se todos resultados.

Tabela 24. Valores obtidos para o estudo da reprodutibilidade da extracgdo por SDE.

Composto Eficiéncia de extraccdo média cv

(%) (%)
a-Pineno 64,7 5,4
2,2,6-Trimetilciclohexanona 75,7 4,6
Linalol 83,8 3,5
Borneol 84,6 4,7
a-Terpineol 82,1 3,7
Citronelol 81,0 4,4
Geraniol 82,4 3,6
Acetato de bomilo 81,7 4,9
Eugenol 70,8 55
Acetato de geranilo 79,2 4,8

. Analisando-se os valores de coeficiente de variagdo obtidos verifica-se que o processo
extractivo apresenta para as condicdes experimentais de operagdo uma baixa
variabilidade. Estes resultados estdo de acordo com o que se enconira na literatura. As
elevadas eficiéncias de extraccdo que a técnica de SDE permite aliadas a uma baixa
variabilidade nos resultados contribuem para que seja frequentemente utilizada na

extraccdo de voldteis presentes em diferentes matrizes.

Para avaliacdo da exactiddo do método extractivo e da eventual existéncia de efeito de
matriz realizaram-se ensaios de recuperac@o. Para o efeito procedeu-se & extraccdo de
amostras de esteva com adicéo de padrdo contendo todos os compostos em estudo.

As restantes condicdes de operacdo mantiveram-se constantes. Foram realizados trés
ensaios apresentando-se na tabela seguinte os indices de recuperacdo médios obtidos.

Encontram-se no anexo D (seccdo D5, tabelas D37 a D43) todos os resultados obtidos.
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Tabela 25. Recuperagdes médias obtidas por SDE.

Composto Recuperacao média cv
(%) (%)
o-Pineno 73,4 12,4
2,2,6-Trimetilciclohexanona 80,4 _ 95
Linalol 87,1 8.3
Borneol 90,2 14,5
a-Terpineol 78,2 7,0
Citronelol 77.9 5,1
Geraniol 76,2 7.3
Acetato de bornilo 87,2 8,7
Eugenol 755 7,5
Acetato de geranilo 82,0 12,1

Quando comparados os valores obtidos para a recuperacdo com os determinados para a
eficiéncia de extracgdo (tabela 24) verifica-se que estes Gltimos sdo de um modo geral um
pouco inferiores. Os ensaios de recuperagdo apresentaram no entanfo uma maior
variabilidade, verificando-se para alguns compostos coeficientes de variacdo superiores a
10%. Esta maior variabilidade observada para os ensaios de recuperagio compreende-se
atendendo & natureza da matriz (folhas de esteva). De facto e apesar de correctamente
acondicionada ¢ impossivel garantir que ndo ocorram durante o periodo de

armazenamento alteragées e volatilizacses.
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5.5 Andlise dos Extractos de Esteva isolados por SDE

Para avaliagdo qualitativa e quantitativa do éleo essencial de Esteva isolado por SDE,
procedeu-se a um conjunfo de seis ensaios de extraccdo. As condicdes de operagdo
usadas foram as definidas nos ensaios prévios de optimizagdo. As amosiras foram
extrafdas durante 60 minutos e recuperadas em pentano. Utilizaram-se temperaturas de
amostra aquosa, de solvente e de arrefecimento de ~120°C, ~50°C e ~5°C

respectivamente.

Os extractos finais obtidos foram analisados por SPME/GC-FID, para as condigbes
optimizadas utilizando SPME. A temperatura de extraccdo foi de 40°C, o teor em sal na
amostra de 20% (m/v), o tempo de extraccdo de 60 minutos e a fibra usada foi a de

poliacrilato PA — 85 pum. Na figura 19 reproduz-se o cromatograma obtido para um dos

extractos analisados.
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Figura 20. Cromatograma de um extracto de Esteva por SPME/GC-FID.

(*a-pineno; 2,2,6-trimetilciclohexanona)

Da observagdo da figura 20 verifica-se que os exiractos apresentam alguma
complexidade. As condi¢bes cromatogrdficas foram optimizadas de modo a obter a

melhor separacdo e maior resolugdo cromatogréfica possivel.
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Foi possivel, nestas condicdes, identificar e quantificar nos extractos quatro dos compostos
em estudo. Dos dlcoois monoterpénicos apenas foi identificado e quantificado o borneol.
O a-pineno, 2,2,6-trimefilciclohexanona e o acetato de bomilo sdo os restantes

compostos detectados e quantificados.

Na tabela 26 resumem-se os resultados obtidos para as seis extracgbes efectuadas.
Apresentam-se as concentragdes médias obfidas e o coeficiente de variagdo. Os valores
de concentragdo apresentados referem-se aos extractos de Esteva obtidos por SDE. Para a
andlise destes, por SPME/GC-FID, foi necessério proceder a diluicées encontrando-se no

anexo E os resultados obtidos para cada ensaio realizado.

Tabela 26. Concentragées médias dos compostos identificados nos extractos de Esteva isolados por

SDE.
Composto Conc. Média cv
(mg/L) (%)
a-Pineno 393,4 11,0
2,2,6-Trimetilciclohexanona 108,5 7,0
Linalol n.d 2
Borneol 52,3 13,2
a-Terpineol n.d .
Citronelol n.d -
Geraniol n.d .
Acetato de bornilo 68,6 8,7
Eugenol n.d .
Acetato de geranilo n.d -

Dos compostos identificados nos extractos de Esteva isolados por SDE, a-pineno
apresenta-se como constituinte maioritdrio. Este era um resultado de cerfo modo esperado
uma vez que em alguns estudos, & referenciados, a-pineno foi identificado como sendo o

principal constituinte do éleo essencial de Esteva.

Na comparagéo entre os resultados aqui apresentados e os obtidos em outros estudos, hg
que fer em atengdo que quer os métodos de extracgGo usados quer os objectivos foram

diferentes. E no entanto possivel e interessante analisar comparativamente os resultados.

Os quatro compostos identificados nos extractos aparecem referenciados nos estudos de

Simon-Fuentes et al., 1986 e de Gulz et Konigs (citado por Peyron e Alessandri, 1986)
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como fazendo parte dos principais constituintes do 6leo essencial de Esteva. Num estudo
mais recente (Mariotti et al., 1997), o a-pineno, a 2,2,6-trimetilciclohexanona, o bomeol e
o acetato de bomilo foram igualmente identificados no éleo essencial de Esteva,
apresentando-se o a-pineno como principal constituinte. A 2,2,6-trimetilciclohexanona e o
borneol aparecem no estudo de Freitas ef al., 1999 como fazendo parte dos principais

constituintes observados em um extracto de Esteva.

Qualitativamente os resultados obtidos nao diferem muito dos encontrados na literatura, a
maior diferenca reside no facto de ndo ter sido detectada a presenca de linalol, a-
terpineol, geraniol, eugenol e acetato de geranilo. O que nos pode permitir concluir que a
existirem estes compostos se encontram em quantidades inferiores as que sGo possiveis de

detectar pelo método implementado.
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6 Conclusodes

Procurou-se neste trabalho caracterizar os extractos de esteva isolados por SDE, com
vista @ uma eventual valorizagdo do recurso natural que esta espécie representa. O
trabalho pode considerar-se dividido em duas fases. Numa das fases procedeu-se &
implementagdo e validagdo do método de andlise dos extractos, enquanto na outra se

procurou estudar o préprio método de extraccéo (SDE) com a vista & sua optimizagao.

Reconhecendo-se a complexidade das misturas dos &leos essenciais, optou-se pela
técnica de SPME em headspace, aproveitando a selectividade das fibras para simplificar
a andlise. Procedeu-se inicialmente & optimizacdo das condicées de extracc@o por esta
técnica. Das fibras disponiveis (PDMS e PA), a de poliacrilato (PA) revelou maior
afinidade para os compostos considerados de maior inferesse neste estudo, os dlcoois
monoterpénicos. Utilizando a fibra de poliacrialato avaliou-se o efeito da temperatura,
da forga iénica e do tempo de exposicdo da fibra na eficiéncia de extraccdo. Os
resultados obtidos permitiram estabelecer como melhores condicées de andlise para os
compostos em estudo, a temperatura de extraccdo de 40°C, teor de sal (NaCl) na
amostra de 20% (m/v), com agitagdo constante e um tempo de exposicéo da fibra de
60 minutos. O método de andlise foi validado conseguindo-se boa linearidade na
gama de concentragdes estudada e elevada precisdo. Os coeficientes de variagdo
apresentaram-se inferiores a 10% para fodos os compostos e os indices de recuperacdo

foram superiores a 90%.

Quanto ao método de extracgdo (SDE) avaliou-se a sua eficiéncia de extracg@o e a
influéncia dos parémetros solvente e tempo de operacdo. Os restantes pardmetros,
temperatura do solvente e da amostra e temperatura de arrefecimento, foram fixados e
mantidos constantes para todas as extraccdes efectuadas. Foram seleccionados quatro
solventes e avaliada a sua influéncia, em condicdes iguais, na eficiéncia de extraccdo
dos compostos. Para as condigées de operacdo utilizadas a eficiéncia de extracgdo foi
sempre inferior a 100%. O melhor desempenho de extracggo foi obfido para o pentano
com uma eficiéncia média de extracgdo de 78,6%. O pentano apresentou ainda como
vantagem o facto do seu ponto de ebulicdo (~35°C) permitir a sua remogdo sob vdcuo

sem necessidade de aquecimento, minimizando-se eventuais perdas e degradagdo
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térmica de compostos. O éter dietilico e a mistura de pentano e éter dietilico
apresentaram igualmente bons resultados com ligeiras diferengas do pentano.

As menores eficiéncias de exiraccdo foram obtidas para o hexano e ciclohexano, o que
é razodvel pois estes dois solventes apresentam maior ponto de ebuligdo, podendo as
menores eficiéncias encontradas serem justificadas por ocorréncias de perdas (dos
analitos) em particular na operag@o de evaporagéo do solvente, embora também sejam
os solventes mais apolares utilizados neste trabalho, justificando-se a menor eficiéncia
de extracgdo, em parficular, para os compostos mais polares como por exemplo os

4lcoois monoterpénicos.

O estudo da influéncia do tempo de extracgo foi avaliado para periodos de operagao
de 30, 60, 90 e 120 minutos. O aumento do tempo de extracgdo ndo permitiu obter
recuperacoes exaustivas, concluindo-se que o tempo de 60 minutos representava o
melhor compromisso entre a eficiéncia e o menor tempo de extracgGo. A
reprodutibilidade do método foi ainda avaliada para uma mistura aquosa contendo os
compostos em estudo verificando-se que os coeficientes de variagdo foram para todos
os compostos inferiores a 10%, sendo de 4,5% o valor do coeficiente médio de
variacdo para o processo. Nos ensaios de recuperagdo realizados, para avaliagéo da
exactiddo do méfddo extractivo e da eventual existéncia de efeito de matriz, os valores
encontrados foram um pouco superiores aos obtidos para eficiéncia de extracgGo em
solucdo aquosa. A diferenga encontrada pode ser enfendida como inerente & natureza
do préprio material vegetal, sendo impossivel garantir que este ndo sofra alteracdes
durante o perfodo de tempo em que estd armazenado, mas pode também ser resultado

da prépria complexidade da composigéo dos extractos.

A utilizacdo da técnica de SPME para a andlise dos extractos revelou-se vantajosa, pois
permitiu simplificar a matriz por efeito da diluico que permitiv e também por
apresentar alguma selectividade. O objectivo do trabalho era identificar e quantificar a
presenca de um conjunto de compostos e ndo avaliar a composigdo total dos extractos

de esteva. Deste modo a opgdo pela técnica de SPME permitiuv analisar os extractos

. sem ter que proceder ao seu fraccionamento, prética comum sempre que se pretende

analisar exaustivamente a composicdo de um éleo essencial.

As condicdes cromatogréficas para a andlise dos exiractos foram optimizadas de modo

a obter a melhor separacdo e maior resolugdo cromatogréfica possivel. Verificaram-se
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no entanto sobreposicGo de compostos ndo identificados, apresentando-se a linha de
base com algum “ruido”, o que pode fer também contribuido para, a i@ referida,
diferenca obtida entre a eficiéncia de extracgdo (SDE) em solucdo aquosa e os indices

de recuperagdo na matriz.

A andlise dos extractos permitiu identificar e quantificar quatro dos compostos em
estudo, a-pineno, 2,2,6-trimetilciclohexanona, borneol e o acetato de bornilo. Com a
excepgdo do borneol ndo foi possivel defectar nos extractos os restantes dlcoois
monoterpénicos em estudo. A composicGo apresentada pelos extractos obtidos por SDE
bem como a concentragio dos compostos identificados ndo permitem encarar a
valorizagdo deste recurso (esteva) pelo menos de acordo com os objectivos iniciais

deste trabalho.

Serd no entanto interessante proceder em frabalho futuro & obtencdo de extractos, por
esta técnica, utilizando no entanto outros solventes, nomeadamente de caracteristicas
mais polares, de modo a obter maiores eficiéncias de extraccéo e tfambém, se possivel,

uma maior selectividade.

Importante serd também recorrer & identificagdo dos compostos presentes nos extractos
por GC/MS, de modo a garantir a sua identificacdo mas também explorar a prépria

composigdo dos extractos.

A obtengdo de extractos de esteva por extraccéio supercritica com CO; (que néo foi
possivel de concretizar neste trabalho pelas razées j¢ mencionadas na introdugdo) é
também um aspecto a considerar futuramente. Sabendo-se que diferentes processos de
extracgGo conduzem normalmente a produtos finais com composicdo diversa e que a
extracgGo supercritica permite extrair em maior percentagem os constituintes oxigenados

(Reverchon, 1997), serd interessante proceder & extraccdo de esteva por esta técnica.

Factor também importante e que nédo foi possivel avaliar & o que esté relacionado com

a influéncia do ciclo vegetativo no teor em éleo essencial e na sua composicdo.
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Al. Preparagéo dos Padrées Analiticos para Injecgéo Directa

As solugbes mae utilizadas foram preparadas do seguinte modo:

1. Solugio mae de ~2500 mg/L: Pesaram-se rigorosamente ~125,0 mg de

composto e dilufram-se em etanol, para baldo voluméirico de 50 mL.

Tabela Al. Concentragdes das solucdes padrdo mde.

Fomptes Massa (mg) Conc. (mg/L)
a-Pineno 126,1 2522
2,2,6-Trimetilciclohexanona 1252 2504
Linalol 129,51 2590,2
Borneol 124,6 2492
a-Terpineol 126,3 2526
Citronelol 1251 2502
Geraniol 123,9 2478
Acetato de Bomilo 125,1 2502
Eugenol 125,7 2514
Acetato de Geranilo 125,1 2502

2. A partir das solucdes mée foram preparadas misturas padrdo, em etanol, para a

calibragdo.

Tabela A2. Concentragdes das solugdes padrdo de calibragdo.

Baldo 25 mL
Volume (ul) 100 250 500 750 1000
Conc. (mg/l)

o.-Pineno 10,1 25,2 50,4 75,7 100,9
2,2,6- Trimetilciclohexanona 10,0 25,0 50,1 75,1 100,2
Linalol 10,4 25,9 51,8 77,7 103,6
Borneol 10,0 24,9 49,8 74,8 99,7
a-Terpineol 10,1 25,3 50,5 75,8 101,0
Citronelol 10,0 25,0 50,0 751 100,1
Geraniol 9.9 24,8 49,6 74,3 99,1

Acetato de Bornilo 10,0 25,0 50,0 75,1 100,1
Eugenol 10,1 25,1 50,3 75,4 100,6
Acetato de Geranilo 10,0 25,0 50,0 75,1 100,1
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A2. Resultados obtidos nas Calibragées por Injeccdo Directa

Tabela A3. Valores obtidos na injecgéo directa de padraes de calibragéo.

Composto Conc. (mg/L) Area (mV.s) Area, (mV.s)  CV (%)
10,1 73,99 73,75 77,27 75,00 26
25,2 207,65 191,74 198,03 199,14 4,0
a-Pineno 50,4 404,18 382,99 392,08 393,08 27
75,7 595,80 583,70 604,75 594,75 1,8
100,9 816,14 816,74 812,23 815,04 0,3
10,0 67,28 64,85 65,51 65,88 1,9
25,0 162,89 153,94 159,75 158,86 2,9
*Hexanona 50,1 313,64 295,81 317,64 309,03 3,8
75,1 471,06 467,29 470,39 469,58 0,43
100,2 633,62 641,09 638,87 637,86 0,60
10,4 88,48 85,88 81,69 85,35 4,0
25,9 181,51 185,23 183,19 183,31 1,0
Linalol 51,8 401,52 415,43 384,62 400,52 3,9
77,7 596,79 585,32 609,84 597,32 2,1
103,6 788,20 832,65 795,42 805,42 3,0
10,0 67,09 68,91 65,26 67,09 27
24,9 170,58 166,99 169,97 169,18 1,1
Borneol 49,8 376,83 342,28 376,83 365,31 5,5
74,8 519,46 539,08 582,35 546,96 5,9
99,7 730,22 776,94 693,58 733,58 5,7
10,1 60,14 67,74 64,28 64,05 5,9
25,3 166,75 163,32 166,57 165,55 1,2
a-Terpineol 50,5 336,78 303,21 329,97 323,32 5,5
75,8 496,66 510,02 495,83 500,83 1,6
101,0 664,73 695,85 630,95 663,84 4,9
10,0 64,35 63,16 71,55 66,35 6,8
25,0 156,37 159,42 159,53 158,44 1,1
Citronelol 50,0 330,59 309,48 355,03 331,70 6,9
75,1 479,93 488,42 530,18 499,51 5,4
100,1 653,26 . 681,95 633,30 656,17 37
9,9 58,75 60,07 56,71 58,51 2,9
24,8 146,12 147,80 149,24 147,72 1,
Geraniol 49,6 313,46 290,29 337,10 313,62 7.5
74,3 455,90 456,42 468,16 460,16 1,5
99,1 615,31 645,85 588,94 616,70 4,6

*2,2,6 - Trimetilciclohexanona
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Tabela A3. Valores obtidos na injeccao directa de padrdes de calibragéo. (confinuagGo).

Composto Conc. (mg/L) Area (mV.s) Area o (MV.s)  CV (%)
10,0 65,85 64,52 61,62 64,00 3,4
Acetato de 25,0 154,75 151,02 161,15 155,64 3.3
Bomilo 50,0 326,55 302,42 35351 327,49 7.8
75,1 484,93 485,93 480,29 483,72 0,6
100,1 638,58 669,52 639,05 649,05 2.7
10,1 57,81 56,67 53,27 55,92 4,2
25,1 135,77 143,06 137,92 138,92 2,7
Eugenol 50,3 275,49 298,30 271,71 281,83 51
75,4 404,27 417,58 417,94 413,26 1,9
100,6 575,93 583,24 538,94 566,04 4,2
10,0 54,57 52,99 57,51 55,02 4,2
Acetato de 25,0 144,49 145,32 146,65 145,49 0,8
Geranilo 50,0 274,67 285,75 286,65 282,36 2,4
75,1 415,74 418,31 413,08 415,71 0,6
100,1 565,08 586,03 589,12 580,08 2,3

A3. Dados relativos ao estudo de linearidade — Calibragdo por InjecgGo Directa

Para o estudo da linearidade, foram determinados os parGmetros indicados de seguida (Miller

e Miller, 2000):

Z(y; _yc::u'.f:.)2
S% B (n-2)

sendo:
. S, - parGmetro estatistico;
. y; - valores de dreas obtidos experimentalmente;
. Yeak. - Valores de éreas calculados, para cada valor de x, com base no ajuste
linear;

. n — nimero de pontos experimentais;
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O desvio padréo para o declive (b) foi determinada da seguinte forma:

Sy

e e )’

sendo:
. X, - valor da concentragéo do padréo;

- Xmedio — Valor médio da concentracéo;

O valor do desvio padréo da ordenada na origem (a) foi calculado por:

7
" S% n-Z(x, _xmédio)z

I

O:s intervalos de confianca para o declive (b) e a ordenada na origem (a) foram determinados

de acordo com:

IC(b)=ts, e IC(a)=ts,
O:s limites de detec¢do do método foram calculados com base na seguinte express@o:

LD=a+3xs,

Para o célculo destes valores, optou-se por utilizar um nivel de confianga de 95%.

Apresentam-se nas tabelas seguintes os resultados do estudo de linearidade.

Tabela A4. Célculos dos valores médios necessarios para a determinagdo de parGmetros de linearidade
para o a-Pineno. (valores em mV.s)

X x? ¥i Yeol Yool (XXreg)®
10,1 102,0 75,00 72,82 4,77 1794,4
25,2 635,0 199,14 194,95 17,59 743,1
50,4 2540,2 393,08 398,76 32,24 4,2
75,7 5730,5 594,75 603,38 74,51 540,1

100,9 10180,8 815,04 807,20 61,41 2346,4
Xed Sum(x?) Ymed Sum(y-y.)? Sum(x-x,)?

52,5 19188,5 415,4 190,52 5428,3
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Tabela A5. Célculos dos valores médios necessérios para a determinagdo de pardmetros de linearidade
para 2,2,6-Trimetilciclohexanona. {valores em mV.s)

X X Yi Vel (¥r-Yeal® (4Xmed)®
10,0 100,0 65,88 62,42 11,95 1112,9
25,0 625,0 158,86 157,18 2,83 337,1
50,1 2510,0 309,03 315,73 44,95 45,4
75,1 5640,0 469,58 473,66 16,64 1007,4
100,2 10040,0 637,86 632,22 31,85 3230,7
Xped Sum(x?) Yoned Sumy:ye)® Sum(x-Xped)?
52,1 18915,1 328,24 108,23 5733,6

Tabela A6. Célculos dos valores médios necessarios para a determinagdo de parémetros de linearidade
para Linalol. (valores em mV.s)

X X’ Y, Yea (Yi-Yeal (%X ed)?
10,4 108,2 85,35 75,19 103,24 1202,0
25,9 670,8 183,31 196,10 163,71 367,5
51,8 2683,2 400,52 398,15 5,61 45,3
77,7 6037,3 597,31 600,20 8,28 1064,8
103,6 10733,0 805,42 802,24 10,10 34258
Xped Sum(x?) Yimed Sum(y:-yeo)® Sum(x:-Xpeg)”
53,9 20233,0 414,38 290,93 6105,3

Tabela A7. Célculos dos valores médios necessérios para a determinagdo de parémetros de linearidade
para Borneaol. (valores em mV.s)

X X2 Y, Yeal (YirYea)® (XX pea)?
10,0 100,0 67,09 64,04 9,30 1133,9
24,9 620,0 169,18 175,28 37,26 352,5
49,8 2480,0 365,31 361,19 16,99 37,5
74,8 5595,1 546,96 547,84 0,77 968,8
99,7 9940,1 733,58 733,74 0,03 3138,9
Koat Sum(x?) - Yised Sum(y-yea)® Sum(x-xpe)®
51,8 18735,2 376,42 64,35 5631,7

Tabela A8. Célculos dos valores médios necessérios para a determinagGo de par@metros de linearidade

para a-Terpineol. (valores em mV.s)

X x? Yi Yol (yrYeal) (Xped)
10,1 102,0 64,05 63,03 1,04 1146,0
25,3 640,1 165,55 163,49 4,26 347,9
50,5 2550,3 323,32 330,03 45,07 42,9
75,8 5745,6 500,83 497,24 12,88 1014,3
101,0 10201,0 663,84 663,79 0,0027 3254,0
Read Sum(x?) Yoned Sum(y-ya) Sum(x-Xeg)

52,5 19239,0 343,5 63,25 5805,5
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Tabela A9. Célculos dos valores médios necessdrios para a determinagdo de pardmetros de linearidade
para Citronelol. (valores em mV.s) '

X x2 Yi Yeol (Yii:ﬂl)z (x,-::mi)_z
10,0 100,0 66,35 64,72 2,67 1126,2
25,0 625,0 158,44 163,81 28,79 344,4
50,0 2500,0 331,70 328,96 7,53 41,5
75,1 5640,0 499,51 494,77 22,50 994,8
100,1 10020,0 656,17 659,92 14,04 3196,9
X Sum(x?) Ymed Sum(y-y)? SUM(X-X0g)?
52,0 18885,2 342,43 75,53 5703.,8

Tabela A10. Célculos dos valores médios necessarios para a determinagdo de pardmetros de
linearidade para Geraniol. (valores em mV.s)

X - X Yi _Yeal (¥i-Yeo)? (%X
9,9 98,0 58,51 58,26 0,063 1116,4
24,8 615,0 147,72 151,68 15,70 342,7
49,6 2460,2 313,62 307,18 41,50 39,5
74,3 5520,4 460,16 462,05 3,56 960,3
99,1 9820,8 616,70 617,54 0,71 3112,3
Ko Sum(x?) Yined Sum(y-ye)? SUM (XX pe0)?
51,5 18514,5 319,34 61,53 5571,1

Tabela A11. Célculos dos valores médios necessdrios para a determinagdo de pardmetros de
linearidade para Acetato de Bornilo. (valores em mV.s)

X X Yi _ Yool lys Yngl_)z_ ( "ﬁng]?
10,0 100,2 64,00 62,38 2,64 1892,3
25,0 625,0 155,64 160,00 18,97 1122,3
50,0 2500,0 327,49 322,70 22,98 342,3
75,1 5640,0 483,72 486,05 5,41 42,3
100,1 10016,0 649,05 648,75 0,092 3203,6

 Xpod Sum(x?) Yoo Sum(y-y.)? Sum(x-x.4
52,0 18885,2 335,98 50,10 5708,9

Tabela A12. Célculos dos valores médios necessdrios para a determinagdo de pardmetros de
linearidade para Eugenol. (valores em mV.s)

X x? Y. Yeal (yi-Yeal? (%X pea)?
10,1 102,0 55,92 54,93 0,99 1101,7
25,1 630,0 138,92 138,91 0,00010 330,9
50,3 2530, 281,83 280,01 3,32 49,1
75,4 5685,2 413,26 420,54 53,02 1031,0
100,6 10120,4 566,04 561,64 19,39 32843

Xned Sum(x?) Yned —Sumlyyg)  Sumfxxgg?

52,3 19067,6 291,19 76,72 5797,0
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Tabela A13. Célculos dos valores médios necessarios para a determinagdo de parémetros de

linearidade para Acetato de Geranilo. (valores em mV.s)

X x’ Y Yea! (ViYoo) (X ped)”
10,0 100,0 55,02 54,69 0,11 1064,7
25,0 625,0 145,49 140,70 22,91 310,8
50,0 2500,0 282,36 284,05 2,87 54,3
75,1 5640,0 415,71 427,98 150,49 1054,3
100,1 10020,0 580,08 571,33 76,61 3302,8
Kingd Sum(x?) Yimed Sum(y-ye)®  Sumx-xpe)
52,0 18885,2 295,73 252,98 5787,0

Tabela A14. ParGmetros de estudo de linearidade. (para nivel de confianca de 95%, n=5 t=3,182)

Composto Sy S Sa

o-Pineno 7,97 0,11 6,70
2,2,6-Trimetilciclohexanona 6,01 0,08 4,88
Linalol 9,85 0,13 8,02
Borneol 4,63 0,062 3,78
a-Terpineol 4,59 0,060 3,74
Citronelol 5,02 0,066 4,08
Geraniol 4,53 0,061 3,69
Acetato de bornilo 4,09 0,054 3,32
Eugenol 5,06 0,066 4,10
Acetato de geranilo 9,18 0,12 7,42

Com base nos valores acima calculados, foi possivel estabelecer intervalos de confianga para

o declive (b) e ordenada na origem (a), que se apresentam na tabela seguinte.

Tabela A15. Intervalos de confianca para declive e ordenada na origem. (para nivel de confianga de

95%)

Composto 1C seciive | eCT——
a-Pineno 0,344 21,322
2,2,6-Trimetilciclohexanona 0,252 15,527
Linalol 0,401 25,514
Borneol 0,196 12,023
o.-Terpineol 0,192 11,897
Citronelol 0,211 12,994
Geraniol 0,193 11,750
Acetato de bornilo 0,172 10,578

- Eugenol 0,211 13,054
Acetato de geranilo 0,384 23,610
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Tabela ATé. Limites de detecgéo.

Composto a S, L.D. L.D.
(ordenada na origem) (mv.s) (mg/L)

a-Pineno -8,735 6,70 11,36 2,5

2,2,6-Trimetilciclohexanona -0,747 4,88 13,89 2,3

Linalol -5,746 8,10 18,56 3,1

Borneol -10,619 3,78 0,71 1,5

a-Terpineol -3,721 3,74 7,49 1,7

Citronelol -1,534 4,12 10,83 1,9

Geraniol -3,814 3,69 7,26 1,8

Acetato de bomilo -2,704 3,32 7,27 1.5

Eugenol -1,623 4,10 10,68 2,2

Acetato de geranilo -2,646 7,42 19,61 3,9

A4. Ensaios de Precisdo por Injecgéo Directa
Tabela A17. Ensaios de repetibilidade.
Composto Conc. Area Area Desvio CV
(mg/L) (mV.s) Média  Padrdo (%)
(mV.s)

a-Pineno 504 421,35 43562 410,30 403,89 418,40 430,23 419,97 12,69 3,0
Hexanona* 50,1 330,85 321,65 307,50 338,40 300,50 314,20 318,85 11,76 3,7
Linalol 51,8 41850 428,47 401,23 42530 410,90 41570 416,68 13,78 3,3
Bomneol 49,8 38540 39540 364,10 380,56 354,60 344,70 370,79 1599 473
a-Terpineol 50,5 310,40 32525 343,30 317,80 330,10 340,20 327,84 1648 5,0
Citronelol 50,0 330,10 324,80 338,63 317,45 340,58 337,20 331,46 6,98 2,1
Geraniol 49,6 294,67 31423 302,85 320,74 317,65 298,60 308,12 9,82 32
Ac.Bomnilo 50,0 33870 310,30 330,33 304,80 307,85 33691 321,48 1459 45
Eugenol 503 264,78 284,60 270,12 280,32 268,95 259,40 271,36 10,26 3,8
Ac. Geranilo 50,0 294,63 310,47 299,60 294,30 314,80 31323 304,51 810 2,7

*2,2,6 - Trimetilciclohexanona
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Tabela A18. Ensaios de precisdo intermédia para o a-Pineno e 2,2,6-Trimetilciclohexanona.

Composto Conc. (mg/l)  Area (mV.s) Composto Conc. (mg/l)  Area (mV.s)
a-Pineno 50,4 404,18 *Hexanona 50,1 313,64
382,99 295,81
392,08 317,64
416,59 324,15
390,47 312,87
405,23 340,96
421,35 330,85
435,62 321,65
410,30 307,50
403,89 338,40
418,40 300,50
430,23 314,20
Area média (mV.s) 409,28 Area média (mV.s) 318,18
Desvio Padrio 16,03 Desvio Padrao 13,91
V% 3.9 CV% 4,4

*2,2,6 - Trimetilciclohexanona

Tabela A19. Ensaios de precisdo intermédia para o Linalol e Borneol.

Composto  Conc. (mg/l)  Area (mV.s) Composto Conc. (mg/L) Area (mV.s)

Linalol 51,8 401,52 Borneol 49,8 376,83
415,43 342,28

384,62 376,83

440,58 395,62

427,30 375,20

414,96 358,20

418,50 385,40

428,47 395,40

401,23 364,10

425,30 380,56

410,90 354,60

415,70 344,70

Area média (mV.s) 415,38 Area média (mV.s) 370,81
Desvio Padrdo 14,82 Desvio Padrao 18,05

V% 3,6 V% 4,9
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Tabela A20. Ensaios de precisGo intermédia para o a-Terpineol e Citronelol,

Composto ~ Conc. (mg/L)  Area (mV.s) Composto Conc. (mg/L)  Area (mV.s)
a-Terpineol 50,5 334,78 Citronelol 50,0 330,59
303,21 309,48
329,97 355,03
341,28 310,14
310,50 328,47
320,80 347,60
310,40 330,10
325,25 324,80
343,30 338,63
317,80 317,45
330,10 340,58
340,20 337,20
Area média (mV.s) 325,80 Area média (mV.s) 330,84
Desvio Padrdo 13,42 Desvio Padrao 14,04
V% 4,1 V% 4,2

Tabela A21. Ensaios de precisGo intermédia para o Geraniol e Acetato de bornilo.

Composto  Conc. (mg/l)  Area (mV.s) Composto Conc. (mg/l)  Area (mV.s)

Geraniol 49,6 313,46 Acetato de 50,0 326,55
290,29 bornilo 302,42

337,10 353,51

294,38 335,63

321,30 300,23

300,50 320,80

294,67 338,70

314,23 310,30

302,85 330,33

320,74 304,80

317,65 307,85

298,60 336,91

Area média (mV.s) 308,81 Area média (mV.s) 322,34
Desvio Padrdo 14,10 Desvio Padrao 17,22

V% 4,6 V% 5,3
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Tabela A22. Ensaios de preciséo intermédia para o Eugenol e Acetato de geranilo.

Composto  Conc. (mg/l)  Area (mV.s) Composto Conc. (mg/l)  Area (mV.s)

Eugenol 50,3 275,49 Acetato de 50,0 274,67
298,30 geranilo 285,75

271,71 286,65

264,80 253,80

300,87 274,20

284,30 264,30

264,78 294,63

284,60 310,47

270,12 299,60

280,32 294,30

268,95 314,80

259,40 313,23

Area média (mV.s) 276,97 Area média (mV.s) 288,87
Desvio Padrdo 13,13 Desvio Padrdo 19,48

CV% 4,7 V% 6,7
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SPME
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B1. Preparacdo dos Padrées Analiticos para OptimizagGo das Condigdes de ExiracgGo
por SPME

As solucées mae utilizadas foram preparadas do seguinte modo:

1. Solucdo mée de ~2500 mg/L: Pesaram-se rigorosamente ~ 1 25,0 mg de composto

e diluiram-se em etanol, para baldo voluméirico de 50 mL.

Tabela B1. Concentracdes das solugdes padréo mae.

Composto Massa (mg) Conc. (mg/l)
a-Pineno 126,1 2522
2,2,6- Trimetilciclohexanona 125,2 2504
Linalol 127,84 2556,8
Borneol 124,6 2492
o-Terpineol 125,78 2515,6
Citronelol 1251 2502
Geraniol 123,9 2478
Acetato de Bornilo 125,1 2502
Eugenol 125,7 2514
Acetato de Geranilo 125,1 2502

2. A partir da solugdo mée foi preparada uma solugéio mistura padrdo infermédia, em
etanol. Os padrdes usados para a optimizagdo das condigées de extracgdo foram
preparados directamente para os vials por medigdo de 20 pl da soluggo padréo

intermédia e 2 mL de 4gua extra-pura.

Tabela B2. Concentracdes das solugdes padrao intermédia e de optimizagdo.

Composto Vol. (ul)*  Conc. (mg/L) Conc. Vial (pg/L)
o-Pineno 200 10,09 100,92
2,2,6- Trimetilciclohexanona 200 10,02 100,2
Linalol : 200 10,23 102,3
Borneol 200 9,97 99,7
a-Terpineol 200 10,06 100,6
Citronelol 200 10,01 100,1
Geraniol 200 9,91 99,1
Acetato de Bornilo 200 10,01 100,1
Eugenol 200 10,06 100,6
Acetato de Geranilo 200 10,01 100,1

* Volume de solucdo padrao mée medido para baldo de 50 mL
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B2. Resultados da Optimizacéo das Condigées de Extracgdo por SPME

Tabela B3. Resultados obtidos na extracgGo dos compostos com a fibra de PA. (40°C, sal o 20%, 60
minutos)

Composto Conc. (ng/l) Area (mV.s) Area, . (mV.s)  CV (%)
a-Pineno 100,9 62,02 66,82 64,42 5.3
*Hexanona 100,2 169,47 150,29 159,88 8,5
Linalol 102,3 450,90 435,50 443,20 2,5
Borneol 99,7 211,75 194,98 203,37 5,8
a-Terpineol 100,6 182,87 171,88 177,37 4,4
Citronelol 100,1 516,33 496,81 506,57 2,7
Geraniol 99,1 249,50 224,67 237,09 7.4
Acetato de bomilo 100,1 758,66 801,58 780,12 3,9
Eugenol 100,6 94,64 101,41 98,02 4,9
Acetato de geranilo 100,1 722,18 778,86 750,52 5,3

* 2,2,6-Trimetilciclohexanona

Tabela B4. Resultados obtidos na extracgGo dos compostos com a fibra de PDMS. (40°C, sal a 20%, 60
minutos)

Composto Conc. (ug/L) Area (mV.s) Area ;. (mV.s)  CV (%)
a-Pineno 100,9 188,20 203,49 195,85 55
*Hexanona 100,2 214,98 200,46 207,72 4,9
Linalol 102,3 219,47 240,08 229,77 6,3
Borneol 99,7 86,25 82,19 84,22 3,4
a-Terpineol 100,6 73,48 79,24 76,36 5,3
Citronelol 100,1 309,52 324,08 316,80 3,2
Geraniol 991 120,15 132,35 126,25 6,8
Acetato de bornilo 100,1 991,86 950,70 971,28 3,0
Eugenol 100,6 43,28 41,54 42,41 2,9
Acetato de geranilo 100,1 800,45 784,44 792,44 1,4

* 2,2,6-Trimetilciclohexanona

Tabela B5. Resultados obtidos na extracgdo dos compostos com a fibra de PA a 40°C. (sal @ 20%, 60
minutos)

Composto Conc. (pg/L) Area (mV.s) Area o, (mV.s) OV (%)
a-Pineno 100,9 67,83 62,12 64,97 6,2
*Hexanona 100,2 158,39 168,92 163,65 4,5
Linalol 102,3 456,17 430,15 443,16 4,2
Bormeol 99,7 208,49 221,93 215,21 4,4
a-Terpineol 100,6 188,54 204,81 196,67 5,8
Citronelol 100,1 524,60 546,44 535,52 2,9
Geraniol 99,1 266,60 296,88 281,74 7.6
Acetato de bornilo 100,1 755,21 737,69 746,45 1,7
Eugenol 100,6 88,82 83,59 86,21 4,3
Acetato de_ggrcnilo 100,1 740,01 669,48 704,74 7.1

* 2,2,6-Trimetilciclohexanona
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Tabela Bé. Resultados obtidos na extraccdo dos compostos com a fibra de PA a 50°C. (sal a 20%, 60
minutos)

Composto Conc. (ug/l) Area (mV.s) Area o (MV.s)  CV (%)
o-Pineno 100,9 54,88 59,66 57,27 59
*Hexanena 100,2 139,03 128,03 133,53 5,8
Linalol 102,3 329,18 306,96 318,07 4,9
Borneol 99,7 176,04 186,35 181,19 4,0
a-Terpineol 100,6 147,21 158,06 152,63 5,0
Citronelol 100,1 434,26 473,69 453,97 6,1
Geraniol 99,1 256,71 230,60 243,65 7,6
Acetato de bornilo 100,1 703,59 740,05 721,82 3,6
Eugenol 100,6 110,46 124,90 117,68 8,7
Acetato de gerunﬂo 100,1 779,71 695,34 737,52 8,1

* 2,2,6-Trimetilciclohexanona

Tabela B7. Resultados obtidos na extraccdo dos compostos com a fibra de PA a 60°C. (sal a 20%, 60
minutos)

Composto Conc. (ug/L) Area (mV.s) Area . (mMV.s)  CV (%)
_o-Pineno 100,9 56,74 49,85 53,29 9,1
*Hexanona 100,2 98,04 109,35 103,70 7.7
Linalol 102,3 181,27 171,35 176,31 4,0
Borneol 99,7 120,66 105,11 112,88 2
a-Terpineol 100,6 84,72 89,05 86,89 3,5
Citronelol 100,1 268,32 290,88 279,60 5,7
Geraniol 99.1 147,10 133,40 140,25 6,9
Acetato de bornilo 100,1 594,05 531,65 562,85 7,8
Eugenol 100,6 114,67 104,57 109,62 6,5
Acetato de geronilo 100,1 684,77 633,28 659,03 5,5

* 2,2,6-Trimetilciclohexanona

Tabela B8. Resultados obfidos na extraccdo dos compostos com a fibra de PA sem sal. (40°C, 60
minutos)

Composto Conc. (ug/L) Area (mV.s) Area o (mV.s)  CV (%)
a-Pineno 100,9 89,34 82,21 85,78 5,9
*Hexanona 100,2 30,17 28,49 29,33 4,1
Linalol © 1023 103,92 111,52 107,72 5,0
Borneol 99,7 51,09 54,30 52,69 4,3
a-Terpineol 100,6 42,49 38,43 40,46 7.1
Citronelol ' 100,1 135,82 145,82 140,82 5,0
~ Geraniol 99,1 54,76 60,60 57,68 7,2
* Acetato de bornilo 100, 368,44 344,52 356,48 4,7
Eugenol 100,6 28,75 30,39 29,57 3,9
Acetato de geranilo 100,1 443,41 421,16 432,28 3,6

* 2,2,6-Trimetilciclohexanona
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Tabela B9. Resultados obtidos na extraccdo dos compostos com a fibra de PA sal a 10%. (40°C, 60
minutos)

Composto Conc. (ug/l) Area (mV.s) Area . (mV.s) CV (%)
a-Pineno 100,9 80,01 84,06 82,04 3,5
*Hexanona 100,2 89,75 96,09 92,92 4,8
Linalol 102,3 236,22 219,08 227,65 5,3
Bomeol 99,7 112,43 100,93 . 106,68 7,6
a-Terpineol 100,6 98,29 89,23 93,76 6,8
Citronelol 100,1 278,92 304,49 291,70 6,2
Geraniol 99,1 116,42 126,22 121,32 5,7
Acetato de bormilo 100,1 565,47 546,51 555,99 2,4
Eugenol 100,6 47,59 50,99 49,29 4,9
Acetato de geranilo 100,1 629,03 587,72 608,37 4,8

* 2,2,6-Trimetilciclohexanona

Tabela B10. Resultados obtidos na extraccdo dos compostos com a fibra de PA sal a 20%. (40°C, 60
minutos)

Composto Conc. (ng/L) Area (mV.s) Area (mVis)  CV (%)
a-Pineno 100,9 75,13 71,88 73,51 3.1
*Hexanona 100,2 147,02 137,19 142,11 4,9
Linalol 102,3 431,81 476,95 454,38 7,0
Borneol 99,7 196,30 208,63 202,47 4,3
a-Terpineol 100,6 188,14 205,75 196,94 6,3
Citronelol 100,1 560,88 504,08 532,48 7.5
Geraniol 99,1 258,51 240,04 249,27 52
Acetato de borilo 100,1 705,70 741,28 723,49 3,5
Eugenol 100,6 87,64 79,70 83,67 6,7
Acetato de gt_eranilo 100,1 729,19 647,75 688,47 8,4

* 2,2,6-Trimetilciclohexanona

Tabela B11. Resultados obtidos na extraccGo dos compostos com a fibra de PA sal a 30%. (40°C, 60
minutos)

Composto Conc. (ug/l) Area (mV.s) Area, . (mV.s)  CV (%)
a-Pineno 100,9 58,94 66,83 62,89 8,9
*Hexanona 100,2 183,78 208,39 196,09 8,9
Linalol 102,3 764,75 856,17 810,46 8,0
Borneol 99,7 352,32 397,49 374,91 8,5
a-Terpineol 100,6 424,85 368,54 396,70 10,0
Citronelol 100,1 847,40 724,60 786,00 11,0
Geraniol 99,1 447,93 496,60 472,26 7,3
Acetato de bormilo 100,1 823,05 742,21 782,63 73
Eugenol 100,6 118,84 138,82 128,83 11,0
Acetato de geranilo 100,1 509,20 610,01 559,61 12,7

* 2,2,6-Trimetilciclohexanona
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Tabela B12. Resultados obtidos na extracgdo dos compostos com a fibra de PA para um tempo de
extraccdo de 30 minutos. (sal a 20%, 40°C)

Composto Conc. (ug/L) Area (mV.s) Area i (mV.s)  CV (%)
o-Pineno 100,9 47,79 50,56 4917 4,0
*Hexanona 100,2 152,33 139,65 145,99 6,1
Linalol 102,3 339,54 377,95 358,75 7.6
Borneol 99,7 165,69 154,39 160,04 5,0
a-Terpineol 100,6 152,20 146,67 149,43 2,6
Citronelol 100,1 370,91 410,87 390,89 7.2
Geraniol 99,1 184,16 199,53 191,85 5,7
Acetato de bomilo 100,1 512,78 598,37 555,58 10,9
Eugenol 100,6 66,95 72,78 69,87 59
Acetato de gﬂnilo 100,1 566,04 507,05 536,55 7.8

* 2,2,6-Trimetilciclohexanona

Tabela B13. Resultados obtidos na extracgdo dos compostos com a fibra de PA para um tempo de
extraccéio de 60 minutos. (sal a 20%, 40°C)

Composto Conc. (pg/L) Area (mV.s) Area o (MV.s)  CV (%)
a-Pineno 100,9 43,16 57,94 60,55 6,1
*Hexanona 100,2 145,52 134,78 140,15 5,4
Linalol 102,3 415,31 463,87 439,59 7.8
Borneol 99,7 209,33 230,41 219,87 6,8
a-Terpineol 100,46 184,78 205,36 195,07 7,5
Citronelol 100,1 523,82 571,66 547,74 6,2
Geraniol 99,1 263,24 294,74 278,99 8,0
Acetato de bornilo 100,1 736,23 775,71 755,97 3,7
Eugenol 100,6 85,33 94,05 89,69 6,9
Acetato de geranilo 100,1 682,21 744,91 713,56 6,2

* 2,2,6-Trimetilciclohexanona

Tabela B14. Resultados obtidos na extracgdo dos compostos com a fibra de PA para um tempo de
extraccdo de 120 minutos. (sal a 20%, 40°C)

Composto Conc. (ug/L) Area (mV.s) Area o (MV.s)  CV (%)
a-Pineno 100,9 62,83 61,12 61,97 2,0
*Hexanona ~100,2 172,39 184,83 178,61 4,9
Linalol 102,3 456,17 492,73 474,45 5,4
Borneol 99,7 263,49 275,92 269,70 3,3
o-Terpineol 100,6 218,54 238,72 228,63 6,2
Citronelol 100,1 624,60 690,01 657,30 7.0
~ Geraniol 99,1 356,60 381,45 369,03 4,8
* Acetato de bornilo 100,1 845,21 855,78 850,49 0,9
Eugenol 100,6 128,82 124,96 126,89 2,2
Acetato de geranilo 100,1 854,01 926,01 890,01 5,7

* 2,2,6-Trimetilciclohexanona
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Tabela B15. Resultados obtidos na extraccdo dos compostos com a fibra de PA para um tempo de
extraccdo de 180 minutos. (sal a 20%, 40°C)

Composto Conc. (ug/L) Area (mV.s) Area medio (MV.5)  CV (%)
o-Pineno 100,9 75,50 81,92 78,71 5,8
*Hexanona 100,2 178,66 185,88 182,27 2,8
Linalol 102,3 442,45 483,04 462,74 6,2
Borneol 99,7 276,21 296,91 286,56 5,1
a-Terpineol 100,6 230,05 243,73 236,89 4,1
Citronelol 100,1 658,13 717,31 687,72 6,1
Geraniol 99,1 403,41 411,35 407,38 1,4
Acetato de bomilo 100,1 882,15 843,10 862,62 3,2
Eugenol 100,6 167,06 178,78 172,92 4,8
Acetato de geronilo 100,1 940,91 1046,59 993,75 7.5

* 2,2,6-Trimetilciclohexanona
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C1. Preparagdo dos Padrées Analiticos para Extracgdo por SPME

As solucées mae utilizadas foram preparadas do seguinte modo:

1. Solucdo mée de ~2500 mg/L: Pesaram-se rigorosamente ~125,0 mg de composto

e diluiram-se em etanol, para baldo volumétrico de 50 mL.

Tabela C1. Concentragdes das solucdes padrdo mae

Composto Massa (mg) Conc. (mg/L)
a-Pineno 126,1 2522
2,2,6- Trimetilciclohexanona 125,2 2504
Linalol 127,84 2556,8
Borneol 124,6 2492
a-Terpineol 125,78 2515,6
Citronelol 125,1 2502
Geraniol 123,9 2478
Acetato de Bornilo 125,1 2502
Eugenol 125,7 2514
Acetato de Geranilo 125,1 2502

2. A partir da solugdo mée foram preparados as misturas padréo intermédias, em

etanol. Os padrées para a calibragdo foram preparados directamente para os vials

por medigdo de 20 pl da solugdo padrdo intermédia e 2 ml de dgua extra-pura.

Tabela C2. Concentragdes das solugdes padrdo intermédia e de calibragdo para o 1° nivel de

concentragao.

Composto Vol (ub)* Conc. (mg/l)  Conc. Vial (ug/L)
o-Pineno 200 10,09 100,9
2,2,6- Trimetilciclohexancna 50 2,50 25,0
Linalol 30 1,53 153
Borneol ' 50 2,49 24,9
a-Terpineol 50 2,52 25,2
Citronelol 20 1,00 10,0
Geraniol 20 0,99 2.2
Acetato de Bornilo 20 1,00 10,0
Eugenol 100 5,03 50,3
Acetato de Geranilo 20 1,00 10,0

* Volume de solugdo padrao mée medido para baldo de 50 mL
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Tabela C3. Concentragdes das solucdes padrdo intermédia e de calibragdo para o 2° nivel de

concentracdo.

Composto Vol (ub)* Conc. (mg/Ll)  Conc. Vial (ug/l)
a-Pineno 560 28,25 282,5
2,2,6- Trimetilciclohexanona 150 7,51 751
Linalol 920 4,60 46,0
Borneol 150 7,48 74,8
o-Terpineol 150 7.55 75,5
Citronelol 60 3,00 30,0
Geraniol 60 2,97 29,7
Acetato de Bornilo 60 3,00 30,0
Eugenol 300 15,08 150,8
Acetato de Geranilo 40 3,00 30,0

* Volume de solugdo padrdo mée medido para baldo de 50 mL

Tabela C4. Concentragbes das solucdes padrdo intermédia e de calibragdo para o 3° nivel de

concentracdo.

Composto Vol (ul)* Conc. (mg/L)  Conc. Vial (ug/L)
a-Pineno 920 46,40 464,0
2,2,6- Trimetilciclohexanona 250 12,52 125,2
Linalol 150 7,67 76,7
Borneol 250 12,46 124,6
a-Terpineol 250 12,58 125,8
Citronelol 100 5,00 50,0
Geraniol 100 4,96 49,6
Acetato de Bornilo 100 5,00 50,0
Eugenol 500 25,14 251,4
Acetato de Geranilo 100 5,00 50,0

* Yolume de solugdio padrdo mée medido para baldo de 50 mL

Tabela C5. Concentragdes das solucdes padrdo intermédia e de calibraggo para o 4° nivel de

concentracdo.

Composto Vol (ub)* Conc. (mg/l)  Conc. Vial (ug/L)
a-Pineno 640 64,56 645,6
2,2,6- Trimetilciclohexanona 175 17,53 175,3
Linalol 105 10,74 107,4
Borneol 175 17,44 174,4
a-Terpineol 175 17,61 176,1
Citronelol 70 7,01 70,1
Geraniol 70 6,94 69,4
Acetato de Bornilo 70 7,01 70,1
Eugenol 350 35,20 352,0
Acetato de Geranilo 70 7,01 70,1

* Volume de solugdo padréo mée medido para baldo de 25 mL
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Tabela Cé. Concentracdes das solugdes padrdo intermédia e de calibragdo para o 5° nivel de
concentracdo.

Composto Vol (pL)* Conc. (mg/l)  Conc. Vial (pg/L)
a-Pineno 820 82,72 827,2
2,2,6- Trimetilciclohexanona 225 22,54 225,4
Linalol 135 13,81 138,1
Borneol 225 22,43 224,3
o-Terpineol 225 22,64 226,4
Citronelol 90 9,01 90,1
Geraniol 90 8,92 89,2
Acetato de Bornilo 90 9,01 90,1
Eugenol 450 45,25 452,5
Acetato de Geranilo 90 9,01 90,1

* Volume de solugdo padrao méae medido para baldo de 25 mL

Tabela C7. Concentragdes das solugdes padrdo intermédia e de calibrogdo para o 6° nivel de
concentragdo.

Composto Vol (ul)* Conc. (mg/l)  Conc. Vial (ug/L)
a-Pineno 200 100,88 1008,8
2,2,6- Trimetilciclohexanona 50 25,04 250,4
Linalol 30 15,34 153,4
Borneol 50 24,92 249,2
a-Terpineol 50 25,16 251,6
Citronelol 20 10,01 100,1
Geraniol 20 92,91 99,1
Acetato de Bornilo 20 10,01 100,1
Eugenol 100 50,28 502,8
Acetato de Geranilo . 5 20 10,01 100,1

* Volume de solugdo padréo mée medido para baldo de 25 mL
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C2. Resultados obtidos nas Calibragses apés extracgdo por SPME

Tabela CB. Valores obtidos na extraccéo por SPME dos padrées de calibracao.

Composto Conc. (ug/L) Area (mV.s) Area 4, (MV.s)  CV (%)
100,9 69,12 62,83 65,98 6,7
282,5 223,85 215,33 219,59 2.7
a-Pineno 464,0 311,90 340,97 326,44 6,3
645,6 478,21 498,47 488,34 2,9
827,2 630,42 613,56 621,99 1,9
1008,8 714,72 785,02 749,87 6,6
25,0 30,31 32,34 31,33 4,6
75,1 108,46 113,04 110,75 2,9
*Hexanona 125,2 171,57 160,41 165,99 4,7
175,3 235,13 231,63 233,38 1,1
225,4 287,33 305,00 296,16 4,2
250,4 341,26 365,56 353,41 4,9
15,3 60,30 55,92 58,11 5,3
46,0 181,05 200,29 190,67 7,1
Linalol 76,7 297,62 287,07 292,35 2,5
107,4 408,71 425,49 417,10 2,8
138,1 558,49 546,59 552,54 1,5
153,4 619,79 639,35 629,57 2,2
24,9 51,24 49,08 50,16 3,0
74,8 159,36 151,15 155,26 3,7
Borneol 124,6 264,27 274,85 269,56 2,8
174,4 379,37 371,23 375,30 1,5
224,3 466,91 492,03 479,47 37
249,2 546,26 533,44 539,85 1,7
25,2 42,42 46,58 44,50 6,6
75,5 133,21 135,87 134,54 1,4
a-Terpineol 125,8 225,95 233,55 229,74 2,3
176,1 343,67 328,52 336,10 3,2
226,4 433,36 421,72 427,54 1,9
251,6 481,86 468,26 475,06 2,0
10,0 42,66 46,60 44,63 6,2
30,0 151,72 143,94 147,83 3.7
Citronelol 500 - 266,07 274,42 270,25 2,2
70,1 362,10 370,67 366,39 1,7
90,1 484,59 472,55 478,57 1,8
100,1 540,23 510,64 525,44 4,0

* 2,2,6-Trimetilciclohexanona
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Tabela C8. Valores obtidos na extracg@o por SPME dos padrées de calibragéo. (continuagéo)

Composto Conc. (mg/L) Area (mV.s) Area, . (mV.s) CV (%)
9.9 27,16 24,82 25,99 6,4
29,7 72,89 75,71 74,30 2,7
Geraniol 49,6 127,97 121,38 124,68 3,7
69,4 180,18 178,96 179,57 0,5
89,2 234,42 227,06 230,74 2,3
99,1 258,45 275,20 266,83 4,4
10,0 75,95 68,54 72,25 7.3
30,0 219,19 211,81 215,50 2,4
Acetato de 50,0 362,72 354,00 358,36 1,7
Bomilo 70,1 475,81 516,51 496,16 5,8
90,1 627,81 662,34 645,08 3,8
100,1 709,52 - 771,68 740,60 5,9
50,3 37,46 36,26 36,86 2,3
150,8 129,77 119,71 124,74 5,7
Eugenol 251,4 185,30 193,38 189,34 3,0
352,0 282,78 272,41 277,59 2,6
452,5 357,25 344,56 350,91 2,7
502,8 421,43 390,51 405,97 5,4
10,0 63,23 65,62 64,43 2,6
Acetato de 30,0 228,11 207,02 217,57 6,9
Geranilo 50,0 350,54 320,80 335,67 6,3
70,1 475,09 497,48 486,28 3.3
90,1 629,73 619,57 624,65 1,1

100,1 718,85 692,56 705,71 2,6




Anexo C 133

C3. Dados relativos ao estudo de linearidade — SPME

Para o estudo da linearidade, foram determinados os parémeiros jé apresentados na seccdo

A3 do anexo A. Encontram-se nas tabelas seguintes os resultados do estudo de linearidade.

Tabela C9. Célculos dos valores médios necessarios para a determinacéo de parémetros de linearidade

para a-Pineno. (valores em mV.s)

X x? Y, Yoo (fi-Yeal)® (X peg)
100,9 10180,8 65,98 70,05 16,59 206055,5
282,5 79806,3 219,59 206,98 159,01 74165,4
464,0 215296,0 326,44 343,83 302,45 8250,7
645,6 416799 4 488,34 480,76 57,50 8238,6
827,2 684259,8 621,99 617,68 18,54 74183,6
1008,8 10176774 749,87 754,61 22,49 206085,7

Xned Sum(x?) Yned Sumfyrye)®  Sumix-xp. )
554,8 2424019,7 412,04 576,56 576979,5

Tabela C10. Céleulos dos valores médios necessérios para a determinacdo de parGmefros de
linearidade para 2,2,6-Trimetilciclohexanona. (valores em mV.s)

X X’ Y Yeal (iYoo) (XX o)
25,0 625,0 31,33 33,32 3,94 14657,1
75,1 5640,0 110,75 101,70 81,86 5036,3
125,2 15675,0 165,99 170,09 16,80 435,4
175,3 30730,1 233,38 238,48 25,96 854,6
225,4 50805,2 296,16 306,86 114,53 6293,8
250,4 62700,2 353,41 340,99 154,33 10885,4

Xned Sum(x?) Yoed Sumfyryel®  Sum(-xg?
146,1 198,50 397,43 38162,6

166175,5

Tabela C11. Cdlculos dos valores médios necessarios para a determinagéo de parémetros de
linearidade para Linalol. (valores em mV.s)

2

% X Yi Yeal (¥i-Yeal)?® (%X peg)?
15,3 234,1 58,11 55,19 8,52 5503,17
46,0 2116,0 190,67 179,99 114,13 1890,80
76,7 5882,9 292,35 304,78 154,57 163,41
107,4 11534,8 417,10 429,58 155,70 321,01
138,1 19071,6 552,54 554,37 3,36 2363,58
153,4 23531,6 629,57 616,57 169,05 4085,34
Xocq Sum(x?) Yined Sum(y-yol?  Sum(x-xpg)?
89,5 62370,9 356,72 605,33 14327,31
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Tabela C12. Célculos dos valores médios necessarios para a determinagdo de par@metros de
linearidade para Borneol. (valores em mV.s)

% x? Y, Yeal (rYeal (kX ped)®
24,9 621,0 50,16 49,53 0,40 14507,4
74,8 5589,1 155,26 157,98 7,39 4985,3
124,6 15525,2 269,56 266,43 9,80 431,3
174,4 30429,3 375,30 374,88 0,18 845,3
224,3 50301,5 479,47 483,33 14,92 6227,3
2492 62100,6 539,85 537,56 5,25 10781,4

K Sum(x?) Yined Sum(y-yeo)? SUM(X-Xpea)
145,4 164566,7 311,60 37,94 37777.9

Tabela C13. Célculos dos valores médios necessarios para a determinagdo de parémetros de
linearidade para a-Terpineol. (valores em mV.s)

X x” Y, Yoo (yi-Yeal)® (X-Xmed)”
25,2 635,0 44,50 41,20 10,92 14778,5
75,5 5700,3 134,54 137,77 10,44 5078,9
125,8 15825,6 229,74 234,35 21,22 439,6
176,1 31011,2 336,10 330,92 26,80 860,4
226,4 512570 427,54 427,50 0,001681 6341,5
251,6 63302,6 475,06 475,88 0,6773 10990,0
Xned Sum(x?) Yied Sum(y:-yea) Sum(x-x o)
146,7 167731,7 274,58 70,07 38488,9

Tabela C14. Célculos dos valores médios necessarios para a determinagdo de parémetros de
linearidade para Citronelol. (valores em mV.s)

X X’ yi Yeol (ViYoo) (- Xped)”
10,0 100,0 44,63 45,61 0,9624 2340,9
30,0 900,0 147,83 153,05 27,26 805,6
50,0 2500,0 270,25 260,49 95,24 70,3
70,1 4914,0 366,39 368,47 4,319 137,3
90,1 8118,0 478,57 475,91 7,085 1005,9
100,1 10020,0 525,44 529,63 17,54 1740,3
Xned Sum(x?) Yimed Sum(yr-ye)? SUM (XX neg)
58,4 26552,0 305,52 152,40 6100,3

Tabela C15. Cadlculos dos valores médios necessérios para a determinagdo de parémetros de
linearidade para Geraniol. {valores em mV.s)

X e Yi Yea (Yi-Yea) (5Xned)®
9,9 98,0 25,99 22,27 13,86 2296,0
29,7 882,1 74,30 7519 0,7958 790,5
49,6 2460,2 124,68 128,38 13,73 67,5
69,4 4816,4 179,57 181,31 3,03 134,2
89,2 7956,6 230,74 234,24 12,22 984,9
99,1 9820,8 266,83 260,70 37,60 1704,3
Xned Sum(x?) Yined Sum(y-yel)® Sum(x-x,.)?
57,8 26034,1 150,35 81,23 5977.,5
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Tabela C16. Célculos dos valores médios necessérios para a determinagéo de parametros de

linearidade para Acetato de borilo. (valores em mV.s)

X X Yi Yeal (¥i-Yea)?® (X ed)®
10,0 100,0 72,25 67,97 18,31 2340,9
30,0 900,0 215,50 214,03 2,158 805,6
50,0 2500,0 358,36 360,09 2,996 70,3
70,1 4914,0 496,16 506,88 114,95 137,3
90,1 8118,0 645,08 652,94 61,80 1005,9
100,1 10020,0 740,60 725,97 214,00 1740,3
Xped Sum(x?) Yined Sum(y;-yq)? SUM (XX peg)?
58,4 26552,0 421,32 414,21 6100,3

Tabela C17. Célculos dos valores médios necessérios para a determinacGo de pardmetros de
linearidade para Eugenol. (valores em mV.s)

X xZ Yi Yeal (Yi-Yea)®. (Xi-Xmed)
50,3 2530,1 36,86 37,28 0,1790 59049,0
150,8 22740,6 124,74 117,38 54,15 20306,3
251,4 63202,0 189,34 197,56 67,57 1755,6
352,0 123904,0 277,59 277,74 0,021904 3445,7
452,5 204756,3 350,21 357,84 47,98 25344,6
502,8 252807,8 405,97 397,93 64,71 43890,3
Boat Sum(x?) Yimed Sum(y-yeol)>  Sum(x-Xped)?
293,3 669940,8 230,90 234,60 153791,4

Tabela C18. Célculos dos valores médios necessérios para a determinacdo de parémetros de

linearidade para Acetato de geranilo. (valores em mV.s)

X x? Yi Ve (yiryea)® L
10,0 100,0 64,43 65,92 2,232 2340,9
30,0 900,0 217,57 206,38 125,13 805,6
50,0 2500,0 335,67 346,84 124,86 70,3
70,1 4914,0 486,28 488,01 2,980 137,3
90,1 8118,0 624,65 628,47 14,56 1005,9
100,1 10020,0 705,71 698,70 49,19 1740,3
Xped Sum{x?) Yoned Sumfyyel  Sumfx-xpe)’
58,4 26552,0 405,72 318,95 6100,3
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Tabela C19. Parémetros de estudos de linearidade. (para nivel de confianca de 95%, n=6 t=2,776)

Composto Sux sy s,

a-Pineno 12,01 0,016 10,05
2,2,6-Trimetilciclohexanona 9,97 0,051 8,49
Linalol 12,30 0,10 10,48
Borneol 3,08 0,016 2,62
a-TerpineoI 4,19 0,021 3,57
Citronelol 617 0,079 5,26
Geraniol 4,51 0,058 3,84
Acetato de bomilo 10,18 0,13 8,67
Eugenol 7,66 0,020 6,53
Acetato de geranilo 8,93 0,11 7,61

Na tabela seguinte apresentam-se os intervalos de confianca para o declive (b) e ordenada na

origem (a) calculados com base nos parémetros de linearidade.

Tabela C20. Intervalos de confianca para declive e ordenada na origem. (para nivel de confianga de

95 %)
Composto 1C siive 1C ordonada na origem
a-Pineno 0,044 27,893
2,2,6-Trimetilciclohexanona 0,142 23,577
Linalol 0,285 29,093
Borneol 0,044 7,286
a-Terpineol 0,059 9,903
Citronelol 0,219 14,597
Geraniol 0,162 10,660
Acetato de bornilo 0,362 24,064
Eugenol 0,054 18,118
Acetato de geranilo 0,317 21,116
Tabela C21. Limites de detecgo.
Composto a Sq L.D. L.D.
{(ordenada na origem) (mv.s) (pg/L)
o-Pineno -6,025 10,05 2411 40,0
2,2,6-Trimetilciclohexanona -0,809 8,49 24,67 18,7
Linalol .7,003 10,48 24,43 7.7
Borneol -4,700 2,62 3,17 3,6
a-Terpineol .7,189 3,57 3,51 5,6
Citronelol -8,109 5,26 7,66 2,9
Geraniol -4,196 3,84 7,32 4,3
. Acetato de bomilo .5,059 8,67 20,94 3,6
‘Eugenol -2,806 6,53 16,77 24,6
Acetato de geranilo -4,306 7.61 18,51 3,2
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C4. Ensaios de PrecisGo — SPME

Tabela C22. Ensaios de repetibilidade para o 1° nivel de concentracgo.

Composto Conc. Area (mV.s) Area Desvio CV

(na/l) Média  Padrio (%)

(mV.s)
a-Pineno 100,9 66,23 63,14 6845 60,89 6547 6325 64,57 2,68 42
*Hexanona 250 2821 3247 2610 30,37 3268 29,43 29,88 253 85
Linalol 153 57,28 60,38 54,50 5695 5215 51,57 5547 337 6,
Bomeol 24,9 47,25 45,16 49,58 47,89 46,37 4578 47,01 1,60 3,4
o-Terpineol 252 42,25 4558 4521 43,87 41,68 40,54 43,19 2,02 4,7
Citronelol 100 42,85 4574 46,69 4587 4567 42,60 4490 1,73 3.8
Geraniol 9,9 27,51 23,85 2456 24,76 2321 24,65 24,76 1,47 59
Bomnilo 100 6739 6820 7045 7094 7325 71,66 70,32 218 3,1
Eugenol 50,3 36,12 3558 3537 37,95 3422 32,82 3534 1,74 4,9
Geranilo 100 6527 59,14 64,85 57,15 63,60 60,21 61,70 3,34 54
* 2,2,6 - Trimetilciclohexanona
Tabela C23. Ensaios de repetibilidade para o 4° nivel de concentracao.

Composto Conc. Area (mV.s) Area Desvio CV

(ng/l) Média  Padrdo (%)

(mV.s)

a-Pineno 6456 488,34 444,43 488,26 433,71 486,56 418,01 459,89 31,64 6,9
“Hexanona 1753 26575 284,27 27543 273,43 249,77 24503 26561 1536 58
Linalol 107,4 407,10 390,53 419,79 394,41 386,73 392,46 398,50 12,51 3,1
Borneol 1744 38530 36579 390,07 35890 371,05 35500 371,02 14,13 38
a-Terpineol - 176,1 336,10 348,10 353,14 341,14 387,35 361,09 35449 1834 52
Citronelol 70,1 366,39 377,82 334,82 357,07 344,97 358,74 356,63 1523 4,3
Geraniol 69,4 179,57 169,18 178,51 177,30 166,88 168,15 17326 578 3,3
Bornilo 70,1 491,06 46324 498,50 459,54 486,68 482,01 480,19 1558 3.2
Eugenol 352,0 277,59 268,06 263,24 26515 268,90 234,73 262,96 14,69 5,6
Geranilo 70,1 486,28 448,68 509,84 477,69 481,86 46552 47831 20,55 4.3

* 2,2,6 - Trimetilciclohexanona
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Tabela C24. Ensaios de precisGo intermédia para o a-Pineno e 2,2,6-Trimetilciclohexanona — 1° nivel
de conceniragdo.

Composto  Conc. (ug/l)  Area (mV.s) Composto Conc. (ng/L) Area (mV.s)
a-Pineno 100,9 66,23 *Hexanona 25,0 28,21
63,14 32,47
68,45 26,10
60,89 30,37
65,47 32,68
63,25 29,43
69,45 33,25
73,87 30,42
69,11 29,41
56,50 27.51
58,01 26,23
Area média (mV.s) 64,94 Area média (mV.s) 29,64
Desvio Padréo 5,23 Desvio Padrédo 2,50
V% 8,05 V% 8,4

* 2,2,6 - Trimetilciclohexanona

Tabela C25. Ensaios de precisdo intermédia para o a-Pineno e 2,2,6-Trimetilciclohexanona — 4° nivel
de concentragdo.

Composto  Conc. (ug/l)  Area (mV.s) Composto Conc. (ug/L) Area (mV.s)
a-Pineno 645,6 488,34 *Hexanona 175,3 265,75
. 444,43 284,27
488,26 275,43
433,71 273,43
486,56 249,77
418,01 245,03
515,23 265,23
496,50 296,00
425,58 225,69
450,74 247,28
416,89 256,90
470,90 274,57
512,58 311,50
435,21 247,51
505,63 207,40
417,23 277,00
560,40 255,40
495,56 290,10
498,20 295,20
525,30 275,30
514,20 304,20
Area média (mV.s) 476,16 Area média (mV.s) 267,76
Desvio Padrdo 41,61 Desvio Padréo 25,19
CV % 8,7 CV% 9,4

* 2,2,6 - Trimetilciclohexanona
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Tabela C26. Ensaios de precisGo intermédia para o Linalol e Borneol — 1° nivel de concentracdo.

Composto  Conc. (ug/l))  Area (mV.s) Composto Conc. (ug/l))  Area (mV.s)
Linalol 15,3 57,28 Borneol 24,9 47,25
60,38 45,16
54,50 49,58
56,95 47,89
52,15 46,37
51,57 45,78
64,52 48,51
65,67 47,23
64,48 47,05
53,50 45,05
55,50 43,07
Area média {mV.s) 57,86 Area média (mV.s) 46,63
Desvio Padrao 515 Desvio Padrio 1,81
CV % 8,9 CV % 3,9

Tabela C27. Ensaios de precisGo intermédia para o Linalol e Borneol — 4° nivel de concentracéo.

Composto  Conc. (pg/l)  Area (mV.s) Composto Conc. {pg/l) Area (mV.s)
Linalol 107,4 407,10 Borneol 174,4 385,30
390,53 365,79
419,79 390,07
394,41 358,90
386,73 371,05
392,46 355,00
348,60 336,61
376,60 366,30
420,18 364,80
390,24 330,60
456,40 _ 391,40
370,34 ' 345,87
342,50 339,00
423,71 380,51
405,28 395,41
375,83 335,32
360,29 342,29
395,60 350,14
390,20 342,00
385,40 361,70
373,80 315,40
Area média (mV.s) 390,76 Area média (mV.s) 358,26
Desvio Padrdo 28,16 Desvio Padrao 20,99

CV % ' 7.2 CV % 5,9
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Tabela C28. Ensaios de precisdo intermédia para o a-Terpineol e Citronelol — 1° nivel de concentracdo.

Composto Conc. (ng/L) Area (mV.s) Composto Conc. (ng/L) Area (mV.s)
a-Terpineol 25,2 42,25 Citronelol 10,0 42,85
45,58 45,74
45,21 46,69
43,87 45,87
41,68 45,67
40,54 42,60
46,47 46,95
45,20 47,01
45,97 46,52
38,08 39,07
39,10 40,20
Area média (mV.s) 43,09  Area média (mV.s) 44,47
Desvio Padrdo 2,93 Desvio Padrdo 2,83
CV% 6,8 CV% 6,4

Tabela C29. Ensaios de precisdo intermédia para o a-Terpineol e Citronelol — 4° nivel de concentracéo.
p ca

Composto  Conc. (ug/l) Area (mV.s) ' Composto Conc. (ug/L) Area (mV.s)

a-Terpineol 176,1 336,10 Citronelol 70,1 366,39
348,10 377,82
353,14 334,82
341,14 357,07
387,35 344,97
361,09 358,74
300,25 315,80
326,48 337,10
349,20 378,60
312,50 349,40
368,70 ) 374,60
314,60 324,50
320,50 368,10
348,70 357,60
368,90 384,30
304,80 315,40
288,70 301,30
314,00 335,32
324,60 334,60
338,40 346,20
285,60 335,60

Area média (mV.s) 332,99 Area média (mV.s) 347,53

Desvio Padréo 27,15 Desvio Padréo 24,45

CV% 8,2 V% 7,0
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Tabela C30. Ensaios de preciséo infermédia para o Geraniol e Acetato de bornilo — 1° nivel de
concentragdo.

Composio  Conc. (ug/l) Area (mV.s) Composto Conc. (pg/l) Area (mV.s)
Geraniol 9,9 27,51 Acetato de 10,0 67,39
23,85 bornilo 68,20
24,56 70,45
24,76 70,94
23,21 73,25
24,65 71,66
20,45 73,45
20,84 75,20
21,03 77,62
24,46 66,17
24,83 66,05
Area média (mV.s) 23,65 Area média (mV.s) 70,94
Desvio Padrdo 2,13 Desvio Padréo 377
CV % 9,0 CV % 53

Tabela C31. Ensaios de precisGo intermédia para o Geraniol e Acetato de bornilo — 4° nivel de
concentragdo.

Composto  Conc. (ug/l)  Area (mV.s) Composto Conc. (ng/l) Area (mV.s)

Geraniol 69,4 179,57 Acetato de 70,1 491,16
169,18 bomilo 463,24

178,51 498,50

177,30 459,54

166,88 486,68

168,15 482,01

170,60 525,60

189,40 510,70

201,40 445,30

184,60 464,21

164,28 434,00

145,90 484,70

160,56 524,30

159,10 ‘ 449,80

164,00 509,64

143,47 443,47

163,90 563,90

154,70 524,70

174,38 501,49

192,70 534,90

158,64 520,40

Area média (mV.s) 169,87 Area média (mV.s) 491,34
Desvio Padrdo 14,59 Desvio Padrdo 35,26

CV % 8,6 V% 7,2
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Tabela C32. Ensaios de precisdo intermédia para o Eugenol e Acetato de geranilo — 1° nivel de
concentracgo.

Composto  Conc. (ug/l)  Area (mV.s) Composto Conc. (ug/l)  Area (mV.s)

Eugenol 50,3 36,12 Acetato de 10,0 65,27

35,58 geranilo _ 59,14

35,37 64,85

37,95 57,156

34,22 63,60

32,82 60,21

35,48 67,46

32,23 68,37

34,59 65,93

29,88 55,40

31,94 54,06

Area média (mV.s) 34,20 Area média (mV.s) 61,95
Desvio Padrdo 2,29 Desvio Padrdo 4,99
V% 6,7 CV% 8,0

Tabela C33. Ensaios de precisdo intermédia para o Eugenol e Acetato de geranilo — 4° nivel de
concentracdo.

Composto  Conc. (pg/l)  Area (mV.s) Composto Conc. (pg/l) Area (mV.s)

Eugenol 352,0 277,59 Acetato de 70,1 486,28
268,16 geranilo 468,68

263,24 509,84

265,15 477,69

268,90 481,86

234,73 465,52

258,47 509,63

221,00 480,56

278,29 417,24

289,52 442,41

239,65 405,21

286,54 461,54

319,87 505,63

267,14 418,23

294,68 496,35

234,90 405,00

257,23 552,80

295,61 482,84

23517 494,57

264,32 511,40

244,53 495,10

Area média (mV.s) 264,99 Area média (mV.s) 474,68
Desvio Padrido 25,00 Desvio Padrdo 40,19

CV % 9,4 CV % 8,5
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C5. Ensaios de Exactiddo — SPME

A exactiddo foi estimada através de ensaios de recuperacéo. Para a obtencdo dos valores
experimentais, recorreu-se ao método da adigdo de padrdo. Procedeu-se a extracces
individuais de solugdo padréo, de amostra (extracto de Esteva) e de uma solugGo mistura em
partes iguais (1:1) de padréo e amostra, registando-se as éreas obtidas. Deste modo as
eficiéncias de recuperacédo (7) foram determinadas de acordo com expressGo que se apresenta

abaixo, na qual o factor de diluicdo vale 2.

x100

_ drea (padrdo + amostra)
" (area padrdo + drea amostra)

Jactor de dilui¢do

Foram efectuadas adi¢ées padrdo a 4 niveis de concentragdo e os ensaios realizados em

duplicado para cada nivel de concentragéo.

Tabela C34. 1° Ensaio de recuperacdo para o 1° nivel de concentracéo.

Padrdo Amostra Padrdo+Amostra
Composto EZ,__ (ﬁr\?_as, Area (mV.3 K ¥l Recuperagdo (%)

a-Pineno 100,9 69,45 348,70 169,11 80,9
*Hexanona 25,0 33,25 150,56 83,94 91,3
Linalol 46,0 198,47 96,77 97,5
Bomeol 24,9 48,51 172,35 104,89 95,0
a-Terpineol 75,5 128,20 61,12 95,4
Citronelol 30,0 135,64 63,82 94,1

Geraniol 29,7 80,66 37,26 92,4

Ac. Bomilo 10,0 73,45 612,80 322,46 94,0
Eugenol 150,8 116,70 56,04 96,0
Ac. Geranilo 30,0 228,50 121,78 106,6

* 2,2,6 - Trimetilciclohexanona
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Tabela C35. 2° Ensaio de recuperacdo para o 1° nivel de concentracéo.

Padrao Amostra PadrGo+Amostra
Composto E:;f}f) (ﬁ"\?:) Area (mV.s) Area (mV.s) A
a-Pineno 100,9 73,87 399,74 211,32 89,2
*Hexanona 25,0 30,42 177,15 93,17 89,8
Linalol 46,0 192,38 90,58 94,2
Borneol 24,9 47,23 153,30 93,40 93,1
a-Terpineol 75,5 132,17 65,47 99,1
Citronelol 30,0 140,43 68,38 97,4
Geraniol 29,7 86,63 38,64 89,2
Ac. Bomnilo 10,0 75,20 606,87 344,11 100,9
Eugenol 150,8 124,30 59,34 95,5
Ac. Geranilo 30,0 241,80 125,50 103,8

* 2,2,6 - Trimetilciclohexanona

Tabela C36. 1° Ensaio de recuperacéo para o 2° nivel de concentracgo.

Padréo Amostra Padrdo+Amostra
§omposlo E;,}E) (ﬁr\?:) Area (mV.s) Area (mV.s) Recuperagéo (%)

a-Pineno 282,5 215,46 347,35 253,74 90,2
*Hexanona 75,1 105,7 145,47 117,13 93,3
Linalol 76,7 254,80 122,03 95,8
Borneol 74,8 145,63 134,40 147,40 105,3
a-Terpineol 125,8 214,70 105,35 98,1

Citronelol 50,0 243,11 116,14 95,5
Geraniol 69,4 165,58 74,31 89,8
Ac. Bomnilo 30,0 197,29 622,70 397,93 97,1

Eugenol 251,4 194,67 95,38 98,0
Ac. Geranilo 50,0 311,36 160,74 103,3

*2,2,6 - Trimetilciclohexanona
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Tabela C37. 2° Ensaio de recuperacéo para o 2° nivel de concentracdo.

Padrdo Amostra Padrdo+Amostra
R E‘;‘}B ‘ﬁﬁg) Area (mV.s) Area (mV.s) TacIpaEa )

a-Pineno 282,5 229,20 372,55 253,26 84,2
*Hexanona 75,1 109,70 160,92 128,90 95,3
Linalol 76,7 274,80 134,36, 97,8
Borneol 74,8 137,50 155,24 157,00 107,3
a-Terpineol 125,8 224,70 112,50 100,1
Citronelol 50,0 238,70 116,42 97,5
Geraniol . 69,4 158,80 72,85 91,8
Ac. Bornilo 30,0 208,00 658,31 429,06 99,1

Eugenol 251,4 204,80 102,39 100,0
Ac. Geranilo 50,0 331,70 174,56 105,3

* 2,2,6 - Trimetilciclohexanona

Tabela C38. 1° Ensaio de recuperacéo para o 3° nivel de concentracdo.

Padréo Amostra Padréo+Amostra
Compotlo ﬁ;}f) (::,3:) Area (mV.s) Area (mV.s) RERpGNTN
a-Pineno 464,0 305,63 329,71 315,07 99,2
*Hexanona 125,2 146,87 149,88 155,45 104,8
Linalol 107,4 405,28 182,90 90,3
Borneol 174,4 395,41 130,24 265,41 101,0
a-Terpineol 176,1 368,90 176,08 95,5
Citronelol 70,1 384,30 218,41 113,7
Geraniol 69,4 164,00 80,36 98,0
Ac. Bomilo 50,0 372,45 678,40 564,52 107,4
Eugenol 352,0 294,68 136,20 92,4
Ac. Geranilo 70,1 496,35 248,51 100,1

* 2,2,6 - Trimetilciclohexanona
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Tabela C39. 2° Ensaio de recuperacdo para o 3° nivel de concentracéo.

Padrdo Amostra Padréo+Amostra
Composto (i;l}f} ( ﬁr\?;} freo (mV.s) Ry Recuperacéo (%)
a-Pineno 464,0 335,21 302,71 304,35 95,4
*Hexanona 125,2 160,32 140,80 149,36 99,2
Linalol 107,4 423,71 206,64 97,5
Borneol 174,4 380,51 118,23 270,19 108,4
a-Terpineol 176,1 348,70 158,26 90,8
Citronelol 70,1 357,60 187,28 104,7
Geraniol 69,4 159,10 82,05 103,1
Ac. Bornilo 50,0 360,47 658,46 506,48 99,4
Eugenol 352,0 267,14 130,38 97,6
Ac. Geranilo 70,1 478,23 252,17 105,5

*2,2,6 - Trimetilciclohexanona

Tabela C40. 1° Ensaio de recuperagéo para o 4° nivel de concentragéo.

Padrdo Amostra Padrdo+Amostra
composte E;;jf) (i\r\?:) Area (mV.s) Area (mV.s) Recuperagéio (¥)
a-Pineno 827,2 678,70 321,15 466,90 93,4
*Hexanona 225,4 284,60 175,30 198,85 86,5
Linalol 138,1 601,30 269,71 89,7
Borneol 224,3 550,63 161,72 353,56 99,3
a-Terpineol 226,4 474,32 223,61 94,3
Citronelol 90,1 485,10 253,22 104,4
Geraniol 89,2 245,90 107,75 87,6
Ac. Bornilo 70,1 521,49 647,26 577,86 98,9
Eugenol 452,8 366,80 185,66 101,2
Ac. Geranilo 90,1 659,70 368,54 11,7

*2,2,6 - Trimetilciclohexanona -
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Tabela C41. 2° Ensaio de recuperacéo para o 4° nivel de concentragdo

Padréo Amostra Padrio+Amostra
Composto Conc. Area Area (mV.5) gy Recuperaggo (%)
(ug/l) (mV.s)
a-Pineno 827,2 638,13 341,54 483,62 98,7
*Hexanona 225,4 299,52 155,40 215,09 94,6
Linalol 138,1 622,40 299,90 96,4
Borneol 224,3 480,63 140,26 322,99 104,1
a-Terpineol 226,4 445,18 228,60 102,7
Citronelol 90,1 501,50 239,42 95,5
Geraniol 89,2 254,40 125,67 98,8
Ac. Bornilo 70,1 501,89 687,85 557,37 93,7
Eugenol 452,8 391,40 211,94 108,3
Ac. Geranilo 90,1 687,50 360,25 104,8
* 2,2,6 - Trimetilciclohexanona
Tabela C42. Recuperacdo média.
Composto R, R, R, Rs Rs R, Re Rmédio Qv
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
a-Pineno 80,9 89,2 90,2 84,2 99,2 95,4 93,4 98,7 91,4 7.2
*Hexanona 913 898 933 953 1048 992 865 946 94,4 6,0
Linalol 97,5 94,2 95,8 97,8 90,3 97,5 89,7 96,4 94,9 3,4
Borneol 950 931 1053 1073 101,0 1084 993 1041 101,7 5,5
a-Terpineol 954 99,1 981 1001 955 90,8 943 1027 97,0 3,9
Citronelol 94,1 974 955 975 113,7 1047 1044 955 100,4 6,7
Geraniol 924 892 898 918 980 1031 876 988 93,8 5,9
Ac. Bomilo 940  100,9 97,1 99,1 1074 994 989 937 98,8 4,4
Eugenol 960 955 980 1000 924 976 101,2 1083 98,6 4,8
Ac.Geranilo 1066 1038 1033 1053 1001 1055 1117 104,8 105,1 3,1

* 2,2,6 - Trimetilciclohexanona
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Cé. Eficiéncia de Extracgdo — SPME

A eficiéncia de extraccdo foi determinada como sendo a razdo entre a quantidade méxima
a extrair (massa de composto existente em 2 mL de solugdo padrdo) e a quantidade
extraida. A quantidade mdxima a extrair (identificada na tabela como massa no vial) foi
calculada conhecendo a concentracdo dos compostos na solugdo mistura padrdo e o
volume de amostra (2 ml) colocado no vial. Através das dreas obtidas para a mistura
padrdo extraida por SPME, foi possivel, recorrendo as curvas de calibracdo obtidas por
injecg@o directa (ver tabela 15 do capftulo Resultados e Discussdo) calcular a quantidade

exiraida (identificada na tabela como massa extraida).

Tabela C43. Eficiéncia de extracgdo (em %) por SPME.

Conc. (pg/l) Massa no vial Area Massa extraida  Eficiéncia de
Composto (ng) (mV.s) (ng) extracgdo

(%)
100,9 201,8 65,98 92 4,6
282,5 565,0 219,59 28,2 5,0
a-Pineno 464,0 326,44 326,44 41,5 4,5
645,6 1291,2 488,34 61,5 4,8
827,2 1654,4 621,99 78,0 4,7
1008,8 2017,6 749,87 93.8 4,7
25,0 50,0 31,33 5,1 10,2
75,1 150,2 110,75 17,7 11,8
*Hexanona 125,2 250,4 165,99 26,4 10,5
175,3 350,6 233,38 37,1 10,6
225,4 450,8 296,16 470 10,4
250,4 500,8 353,41 56,1 11,2
15,3 30,6 58,11 8,2 26,8
46,0 92,0 190,67 25,2 27,4
Linalol 76,7 153,4 292,35 38,2 24,9
107,4 214,8 417,10 54,2 25,2
138,1 276,2 552,54 71,6 25,9
153,4 306,8 629,57 81,5 26,6
24,9 49,8 50,16 8,1 16,3
74,8 149,6 155,26 22,2 14,9
Borneol 124,6 2492 269,56 37,5 15,1
174,4 348,8 375,30 51,7 14,8
224,3 448,6 479,47 65,6 14,6

249,2 498,4 539,85 73,7 14,8
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Tabela C43. Eficiéncia de extracgéo (em %) por SPME. (continuacéo)

Composto Conc. Massa no vial Area Massa extralda Eficiéncia de
extracgo
(ng/l) (ng) (mV.s) (ng) (%)
25,2 50,4 44,50 7,3 14,5
75,5 151 134,54 20,9 13,9
a-Terpineol 125,8 251,6 229,74 35,3 14,0
176,1 352,2 336,10 51,4 14,6
226,4 452,8 427,54 65,3 14,4
251,6 503,2 475,06 72,4 14,4
10,0 20,0 44,63 7,0 34,8
30,0 60,0 147,83 22,6 37,6
Citronelol 50,0 100,0 270,25 41,1 41,1
70,1 140,2 366,39 55,7 39,7
20,1 180,2 478,57 72,6 40,3
100,1 200,2 525,44 79,7 39,8
9,9 19,8 25,99 4,8 24,0
29,7 59,4 74,30 12,5 21,0
Geraniol 49 6 99,2 124,68 20,5 20,7
69,4 138,8 179,57 29,2 21,1
89,2 178,4 230,74 37,4 21,0
99,1 198,2 266,83 43,2 21,8
10,0 20,0 72,25 11,5 57,6
30,0 60,0 215,50 33,5 55,9
Acetato de 50,0 100,0 358,36 55,5 55,5
Bomnilo 70,1 40,0 496,16 33,5 55,9
90,1 180,2 645,08 99.5 55,2
100,1 200,2 740,60 114,2 57,0
50,3 100,6 36,86 6,9 6,8
150,8 301,6 124,74 22,6 7.5
Eugenol 251,4 502,8 189,34 34,1 6,8
352,0 704,0 277,59 49,9 71
452,5 905,0 350,91 63,0 7,0
502,8 1005,6 405,97 72,8 7.2
10,0 20,0 64,43 11,7 58,5
Acetato de 30,0 60,0 217,57 38,4 64,0
Geranilo 50,0 100,0 335,67 59,0 59,0
70,1 140,2 486,28 85,3 60,8
90,1 180,2 624,65 109,4 60,7
100,1 200,2 705,71 123,5 61,7
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Tabela C44. Eficiéncia média de exiracgdo (em %).

Composto E, E, E, E, Es E, Enedia cv

(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
a-Pineno 4,6 5,0 4,5 4,8 4,7 4,6 4,7 3.8
*Hexanona 10,2 11,8 10,5 10,6 10,4 11,2 10,8 5,6
Linalol 26,7 27,4 24,9 25,2 25,9 26,6 26,1 3,7
Bomeol 16,3 14,9 15,1 14,8 14,6 14,8 15,1 4,1
a-Terpineol 14,5 13,9 14,0 14,6 14,4 14,4 14,3 2,0
Citronelol 34,9 37,6 41,1 39,7 40,3 39,8 38,9 59
Geraniol 23,9 20,9 20,7 21,1 21,0 21,8 21,6 5,6
Ac. Bornilo 57,7 55,9 55,4 54,7 55,2 57,0 56,0 2,1
Eugenol 6,8 7,5 6,8 7,1 7,0 7.2 7.1 3,8
Ac. Geranilo 58,6 64,0 59,0 60,9 60,7 61,7 60,8 3,2

* 2,2,6 - Trimetilciclohexanona
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D1. Preparagdo da Mistura Padrdo usada para o Estudo da Eficiéncia de Extraccao por
SDE

As solucées mée utilizadas foram preparadas do seguinte modo:

1. Solucdo mée de ~2500 ma/L: Pesaram-se rigorosamente ~125,0 mg de composto

e dilufram-se em etanol, para baléo volumétrico de 50 mL.

Tabela D1. Concentragdes das solucdes padrdo mae.

Composto Massa (mg) Conc. (mg/L)
a-Pineno 126,1 2522
2,2,6-Trimetilciclohexanona 125,2 2504
Linalol 127,84 2556,8
Borneol 124,6 2492
a-Terpineol 125,78 2515,6
Citronelol 125,1 2502
Geraniol 123,9 2478
Acetato de Bormnilo 125,1 2502
Eugenol 125,7 2514
Acetato de Geranilo 1251 2502

2. A partir das solugdes mée foi preparada uma mistura padrdo, em etanol, contendo

todos os compostos em estudo em concentragdo individual de ~100 mg/L

Tabela D2. Concentracdo da solugéo padréo usada para o estudo da eficiéncia de extraccao.

Composto Vol (uL)* Conc. (mg/L)
a-Pineno 1000 100,9
2,2,6-Trimetilciclohexanona 1000 100,2
Linalol 1000 102,3
Borneol 1000 99,7
a-Terpineol - ' 1000 100,6
Citronelol ' 1000 100,1
Geraniol 1000 99,1
Acetato de Bornilo 1000 100,1
Eugenol 1000 100,6
‘Acetato de Geranilo 1000 100,1

* Volume de solugd@o padrdo méae medido para baldo de 25 mL
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D2. Estudo da Influéncia do Solvente na Eficiéncia de ExtracgGo por SDE

Para avaliacdo da eficiéncia do processo de SDE procedeu-se & extracgGo de uma solugdo
aquosa na qual se adicionou 5 mL da solugdo padrdo. Apés a extracgdo o extracto final foi
recuperado para um balo de 5 mL de capacidade. Deste modo a eficiéncia de extracgdo foi
determinada através do cdlculo da razdo entre as dreas obfidas por injecgdo directa dos
extractos e as dreas obtidas por injecgdo directa da solugdo padréo usada para a extracgdo.
Nas tabelas que se seguem apresentam-se as éreas obfidas por injecgGo directa da solugdo
padrio e dos exiractos, as Greas médias e as eficiéncias médias de exiracgGo para os

diferentes solventes usados.

Tabela D3. Valores obtidos por injecgéo directa da solugdo padrdo usada para avaliar a eficiéncia de
extracgdo por pentano.

Composto Area (mV.s) Area Média Desvio Padrdo cv

(mV.s) (%)
a-Pineno 830,65 846,65 838,65 11,32 1,3
*Hexanona 621,84 635,89 628,86 9,93 1,6
Linalol 772,92 752,93 762,92 14,14 1,9
Bomeol 719,33 706,57 712,95 9,02 1,3
o.-Terpineol 679,06 699,47 689,26 14,43 2,1
Citronelol 679,33 697,61 688,47 12,92 1,9
Geraniol 586,73 593,75 590,24 4,96 0,8
Aceiato de Bomilo 642,10 654,68 648,39 8,89 1,4
Eugenol 552,65 576,18 564,41 16,64 2,9
Acetato de Geranilo 566,55 583,71 575,13 12,13 2,1

* 2,2,6 - Trimetilciclohexanona
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Tabela D4. Valores obtidos por injecgao directa dos extractos resultantes da extracgdo com pentano.

Composto Area (mV.s) Area Desvio v Area (mV.s) Area  Desvio CV
1° Extracto Média  Podrdgo (%) 2° Extracto Média  Padrio (%)
(mV.s) (mV.s)
a-Pineno 544,83 516,69 530,76 19,89 3,7 560,81 58591 57336 17,75 3,1
*Hexanona 474,39 448,59 461,49 18,24 4,0 479,20 494,25 486,72 10,64 2,2
Linalol 625,15 612,53 618,84 8,93 1,4 654,62 675,89 66525 1504 2,3
Botnaal 567.97 579,05 573,51 7,83 1,4 606,13 617,89 612,01 831 14
o-Terpineol 560,78 591,17 57598 21,49 37 52949 553,10 541,30 16,69 31
Citronelol 565,52 542,76 554,14 16,09 29 56333 59491 57912 22,32 3.9
Geraniol 479,19 511,84 495,51 23,08 4,7 45571 48091 46831 17,82 3.8
Ac.Bomilo 538,29 56320 550,74 17,62 32 53147 50842 519,95 1630 31
Eugenol 411,76 422,53 417,15 7,61 1.8 377,66 399,19 388,43 1523 3,9
Ac.Geranilo 447,59 42626 43693 15,09 3,5 456,16 474,49 46532 12,96 28
* 2,2,6 - Trimetilciclohexanona
Tabela D5. Valores obtidos para a eficiéncia de extracgdo usando como solvente pentano.
Composto  Area Média  Area Média  Area Média Eficiéncia Eficiéncia Eficiéncia v
1°Extracto 2°Extracto Sol. Padrdo  1° Extracto  2° Extracto Média (%)
(mV.s) (mV.s) (mV.s) % % %
a-Pineno 530,76 573,36 838,65 63,3 68,4 65,8 55
*Hexanona 461,49 486,72 628,86 73,4 77,4 75,4 3,8
Linalol 618,84 665,25 762,92 81,1 87,2 84,2 51
Borneol 573,51 612,01 712,95 80,4 85,8 83,1 4,6
a-Terpineol 575,98 541,30 689,26 83,6 78,5 81,0 4,4
Citronelol 554,14 579,12 688,47 80,5 84,1 82,3 3.1
Geraniol 495,51 468,31 590,24 84,0 79,3 81,6 4,0
Ac. Bomilo 550,74 519,95 648,39 84,9 80,2 82,6 4,1
Eugenol 417,15 388,43 564,41 73,9 68,8 71,4 5,0
Ac.Geranilo 436,93 465,32 575,13 76,0 80,9 78,4 4,5

* 2,2,6 - Trimetilciclohexanona
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Tabela D6. Valores obtidos por injecgdo directa da solugdo padrdo usada para avaliar a eficiéncia de
extraccdo por hexano.

Composto Area (mV.s) Area Média  Desvio Padrdo v

(mV.s) (%)
a-Pirieno 790,51 823,76 807,13 23,51 2,9
*Hexanona 665,39 645,02 655,21 14,41 2,2
Linalol 787,15 826,36 806,75 27,73 3,4
Bomeol 751,57 761,88 756,72 7,29 1,0
o-Terpineol 704,41 675,36 689,88 20,54 3,0
Citronelol 690,68 665,18 677,93 18,03 2,7
Geraniol 587,40 608,11 597,76 14,65 25
Acetato de Bornilo 653,02 638,48 645,75 10,28 1,6
Eugenol 557,37 539,78 548,57 12,44 2,3
Acetato de Geranilo 513,05 527,99 520,52 10,57 2,0

* 2,2,6 - Trimetilciclohexanona

Tabela D7. Valores obtidos por injeccdo directa dos extractos resultantes da extraccdo com hexano.

Composto Area (mV.s) Area Desvio v Area (mV.s) Area  Desvio CV

1° Extracto Média  Padrdo (%) 2° Extracto Média  padrao (%)

(mV.s) (mV.s)

a-Pineno 449,29 433,30 441,30 11,31 2,6 472,12 481,50 476,81 6,63 1,4
*Hexanona 422,70 444,00 433,35 15,06 3,5 458,11 474,11 466,11 11,32 24
Linalol 611,03 617,57 614,30 4,62 0,8 635,77 654,14 644,95 12,99 2,0
Borneol 545,96 52594 535,95 14,16 2,6 583,84 57549 579,66 5,90 1,0
a.-Terpineol 527,64 560,31 543,97 23,10 4,2 525,26 508,26 516,76 12,02 2,3
Citronelol 467,39 490,38 478,88 16,26 3,4 498,23 51526 506,75 12,04 24
Geraniol 441,93 444,17 443,05 1,59 0,4 433,45 416,07 424,76 12,29 2,9
Ac. Bomilo 501,81 468,63 485,22 23,46 4,8 501,95 520,92 511,44 13,42 2,6
Eugenol 368,30 382,88 375,59 10,32 2,7 343,44 362,00 352,72 13,13 3,7
Ac. Geranilo 369,85 387,39 378,62 12,40 33 418,59 403,18 410,89 10,90 2,7

* 2,2,6 - Trimetilciclohexanona
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Tabela D8. Valores obtidos para a eficiéncia de extracgdo usando como solvente hexano.

Composio  Area Média Area Média  Area Média  Eficiencia  Eficiéncia  Eficiéncia  CV

1° Extracto ~ 2° Extracto Sol. Padrdo 1° Edracto  2° Extracto Média (%)

(mV.s) (mV.s) (mV.s) % % %

a-Pineno 441,30 476,81 807,13 54,7 59,1 56,9 5,5
*Hexanona 433,35 466,11 655,21 66,1 71,1 68,6 52
Linalol 614,30 644,95 806,75 76,1 79,9 78,0 34
Borneol 535,95 579,66 756,72 70,8 76,6 73,7 5,5
o-Terpineol 543,97 516,76 689,88 78,9 74,9 76,9 3,6
Citronelol 478,88 506,75 677,93 70,6 74,7 72,7 4,0
Geraniol 443,05 424,76 597,76 74,1 71,1 72,6 3,0
Ac. Bomilo 485,22 511,44 645,75 75,1 79,2 77,2 3,7
Eugenol 375,59 352,72 548,57 68,5 64,3 66,4 4,4
Ac.Geranilo 378,62 410,89 520,52 72,7 78,9 75,8 5,8

* 2,2,6 - Trimetilciclohexanona

Tabela D9. Valores obtidos por injeccéo directa da solugdo padrdo usada para avaliar a eficiéncia de

extrac¢do por ciclohexano.

Composto Area (mV.s) Area Média  Desvio Padrdo cv

(mV.s) (%)
a-Pineno 816,32 795,28 805,80 14,87 1,8
*Hexanona 653,19 669,80 661,49 11,74 1,8
Linalol 806,40 773,78 790,09 23,06 2,9
Borneol 749,00 723,87 736,44 17,77 2,4
a-Terpineol 675,62 689,73 682,67 9,98 15
Citronelol 636,35 627,95 632,15 5,94 0,9
Geraniol 626,37 623,94 625,15 1,71 0,3
Acetato de Bornilo 646,15 636,69 641,42 6,69 1,0
Eugenol 554,09 520,96 537,52 23,43 4,4
Acetato de Geranilo 553,31 539,31 546,31 9,90 1,8

* 2,2,6 - Trimetilciclohexanona
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Tabela D10. Valores obtidos por injecgdo directa dos extractos resultantes da extracgdo com

ciclohexano.
Composto Area (mV.s) Area Desvio cv Area (mV.s) Area  Desvio CV
1° Extracto Média Padréo (%) 2° Extracto Média  padrso (%)
(mV.s) (mV.s)
a-Pineno 439,01 416,41 427,71 15,98 3,7 406,99 397,88 402,44 6,45 1,6
*Hexanona 418,02 446,40 432,21 20,07 46 420,60 402,76 411,68 12,61 3,1
Linalol 560,21 589,69 574,95 20,85 3,6 621,37 594,85 608,11 18,75 3,1
Borneol 471,97 506,93 489,45 24,72 e | 533,17 521,48 527,33 8,27 1,6
a-Terpineol 530,55 516,27 523,41 10,09 1,9 495,51 483,05 489,28 8,81 1,8
Citronelol 410,86 413,53 412,19 1,88 0,5 456,84 432,29 444,56 17,36 3,9
Geraniol 435,26 412,28 423,77 16,25 3.8 451,28 433,77 442,52 12,38 28
Ac. Bornilo 424,56 442,39 433,47 12,60 2,9 457,12 464,06 460,59 4,91 1,1
Eugenol 371,19 350,68 360,93 14,50 4,0 337,39 352,20 344,79 10,47 3,0
Ac.Geranilo 405,58 393,39 399,49 8,61 2,2 365,48 371,12 368,30 3,99 1,1
* 2,2,6 - Trimetilciclohexanona
Tabela D11. Valores obtidos para a eficiéncia de exiracgdo usando como solvente ciclohexano.
Composto Area Média  Area Média  Area Média Eficiéncia Eficiéncia Eficiéncia CV
1°Extracto  2°Exdracto  Sol. Padrio  1° Extracto 2° Extracto Média (%)
(mV.s) (mV.s) (mV.s) % % %
a-Pineno 427,71 402,44 805,80 53,1 49,9 51,5 4,3
*Hexanona 432,21 411,68 661,49 65,3 62,2 63,8 3,4
Linalol 574,95 608,11 790,09 72,8 77,0 74,9 4,0
Bomeol 489,45 527,33 736,44 66,5 71,6 69,0 53
o-Terpineol 523,41 489,28 682,67 76,7 71,7 74,2 4,8
Citronelol 412,19 444,56 632,15 65,2 70,3 67,8 5,3
Geraniol 423,77 442,52 625,15 67,8 708 69,3 3,
Ac. Bomilo 433,47 460,59 641,42 67,6 71,8 69,7 4,3
Eugenol 360,93 344,79 537,52 67,1 64,1 65,6 3,2
Ac.Geranilo 399,49 368,30 546,31 73,1 67,4 70,3 5,7

* 2,2,6 - Trimetilciclohexanona
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Tabela D12, Valores obtidos por injeccéo directa da solugdo padrdo usada para avaliar a eficiéncia de
extraccdo por éter diefilico. :

Composto Area (mV.s) Area Média  Desvio Padrdo v

(mV.s) (%)
a-Pineno 832,65 774,88 803,76 40,85 5,1
*Hexanona 635,89 611,89 623,89 16,97 2,7
Linalol 752,93 717,59 735,26 24,99 3,4
Borneol 716,57 695,19 705,88 15,11 2,1
o-Terpineol 705,47 680,76 693,11 17,47 2,5
Citronelol 697,61 677,03 687,32 14,55 2,1
Geraniol 593,75 590,96 592,35 1,98 0,3
Acetato de Bormnilo 654,68 692,29 673,49 26,60 3,9
Eugenol 576,18 531,88 554,03 31,32 5,7
Acetato de Geranilo 583,71 553,62 568,67 21,28 3,7

*2,2,6 - Trimetilciclohexanona

Tabela D13. Valores obfidos por injecgdo directa dos exiractos resultantes da extracgdo com éter

dietilico.

Composto Area (mV.s) Area Desvio cv Area (mV.s) Area  Desvio CV

1° Extracto Média Padrdo (%) 2° Extracto Média  Padrao (%)

(mV.s) (mV.s)

a-Pineno 458,58 480,41 469,49 15,44 3.3 513,54 492,23 502,89 15,07 3,0
*Hexanona 440,51 432,95 436,73 5,34 1,2 469,92 464,25 467,08 4,01 0,9
Linalol 576,33 597,99 587,16 15,31 2,6 652,46 638,70 645,58 9,73 1,5
Bomeol 634,26 606,25 620,26 19,81 3,2 566,85 594,60 580,73 19,62 3,4

a-Terpineol 579,45 561,75 570,60 12,52 9.2 546,51 523,51 53501 1626 3,0
Citronelol 564,63 583,64 574,13 13,44 2,3 558,50 534,49 546,49 16,98 3,1
Geraniol 475,02 505,75 490,38 21,73 4,4 447,75 471,30 459,52 16,65 3,6
Ac. Bornilo 528,36 543,87 536,11 10,97 2,0 562,78 593,07 577,92 21,42 37
Eugenol 360,59 380,10 370,35 13,79 3,7 416,17 392,72 404,44 16,58 4,
Ac.Geranilo 474,32 493,65 483,98 13,67 2,8 457,01 44573 45137 7,98 1,8

* 2,2,6 - Trimetilciclohexanona
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Tabela D14. Valores obtidos para a eficiéncia de extraccGo usando como solvente éter dietilico.

Composto Area Média Area Média  Area Média Eficiéncia Eficiéncia Eficiéncia CV

1° Extracto ~ 2° Extracto Sol. Padrio  1° Exdracto  2° Extracto Média (%)

(mV.s) (mV.s) (mV.s) % % %

a-Pineno 469,49 502,89 803,76 58,4 62,6 60,5 4,9
*Hexanona 436,73 467,08 623,89 70,0 74,9 72,4 4,7
Linalol 587,16 645,58 735,26 79,9 87,8 83,8 6,7
Borneol 620,26 580,73 705,88 87,9 82,3 85,1 4,7
a-Terpineol 570,60 535,01 693,11 82,3 77,2 79,8 4,6
Citronelol 574,13 546,49 687,32 83,5 79,5 81,5 3,5
Geraniol 490,38 459,52 592,35 82,8 77,6 80,2 4,6
Ac. Bornilo 536,11 577,92 673,49 79,6 85,8 82,7 5,3
Eugenol 370,35 404,44 554,03 66,8 73,0 69,9 6,2
Ac.Geranilo 483,98 451,37 568,67 85,1 79,4 82,2 4,9

* 2 2,6 - Trimetilciclohexanona

Tabela D15. Valores obtidos por injeccéo directa da solugéo padrdo usada para avaliar a eficiéncia de
extraccdo por mistura de pentano e éter dietilico.

Composto Area (mV.s) Area Média  Desvio Padréo Ccv

(mV.s) (%)
a-Pineno 816,32 796,30 806,31 14,15 1,8
*Hexanona 643,19 656,49 649,84 9,41 1,4
Linalol 826,40 815,09 820,74 7,99 1,0
Borneol 719,00 703,44 711,22 11,01 1,5
o-Terpineol 675,62 682,67 679,15 4,99 0,7
Citronelol 686,35 667,15 676,75 13,58 2,0
Geraniol 636,37 620,15 628,26 11,46 1,8
Acetato de Bomilo . 666,15 656,42 661,28 6,88 1,0
Eugenol 584,09 557,52 570,80 18,78 33
Acetato de Geranilo 563,31 556,31 559,81 4,95 0,9

*2,2,6 - Trimetilciclohexanona
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Tabela D16. Valores obtidos por injeccdo directa dos extractos resultantes da extracgdo por mistura de
pentano e éter dietilico.

Composto Area (mV.s) Area Desvio cv Area (mV.s) Area  Desvio CV

1° Extracto Média  Padrdo (%) 2° Exirocto Média  Padrdo (%)

(mV.s) (mV.s)

a-Pineno 418,58 403,52 411,05 10,65 2,6 424,54 443,77 434,15 13,59 3,1
*Hexanona 480,51 459,84 470,18 14,61 3.1 449,92 429,33 439,62 14,55 3,3
Linalol 615,33 643,85 629,59 20,17 3,2 672,46 690,06 681,26 12,45 1,8
Borneol 544,26 515,31 529,79 20,48 3,9 566,85 557,59 562,22 6,55 1,2
a-Terpineol 549,45 523,19 536,32 18,57 3,5 581,51 555,10 568,30 18,67 3.3
Citronelol 530,63 556,28 543,46 18,14 33 578,50 595,82 587,16 12,25 2,1
Geraniol 515,02 492,59 503,80 15,86 3,1 547,75 525,09 536,42 16,03 3,0
Ac. Bomilo 488,36 502,20 495,28 9,79 2,0 522,78 539,37 531,07 11,73 2,2
Eugenol 425,59 410,75 418,17 10,50 2,5 445,17 441,08 443,12 2,89 0,7
Ac.Geranilo 414,32 401,98 408,15 8,72 2,1 452,01 431,46 441,74 14,53 3,3

* 2,2,6 - Trimetilciclohexanona

Tabela D17. Valores obtidos para a eficiéncia de extraccdo usando como solvente uma mistura de
pentano e éter dietilico.

Composto Area Média  Area Média  Area Média Eficiéncia Eficiéncia Eficiéncia CV

1°Extracto  2°Extracto Sol. Padrdo  1° Extracto  2° Extracto Média (%)

(mV.s) (mV.s) (mV.s) % % %

o-Pineno 411,05 434,15 806,31 51,0 53,8 52,4 3,9
*Hexanona 470,18 439,62 649,84 72,4 67,7 70,0 4,7
Linalol 629,59 681,26 820,74 76,7 83,0 79,9 5,6
Borneol 529,79 562,22 711,22 74,5 79.1 76,8 4,2
a-Terpineol 536,32 568,30 679,15 79,0 83,7 81,3 4,1
Citronelol 543,46 587,16 676,75 80,3 86,8 83,5 5,5
Geraniol 503,80 536,42 628,26 80,2 85,4 82,8 4,4
Ac. Bomilo 495,28 531,07 661,28 74,9 80,3 77,6 4,9
Eugenol 418,17 443,12 570,80 73,3 77,6 75,4 4,1
Ac.Geranilo 408,15 441,74 559,81 72,9 78,9 75,9 5,6

*.2,2,6 - Trimetilciclohexanona
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D3. Estudo da Influéncia do Tempo de Extraccdo na Eficiéncia de SDE

O procedimento utilizado para avaliagéo da influéncia do tempo de extracgao na eficiéncia do
processo de SDE foi idénfico ao j& descrito em D2. Procedeu-se, de igual modo, & exiracgdo
de uma solucdo aquosa na qual se adicionou 5 mL da solugdo padrdo. Apés a extracgéo o
extracto final foi recuperado para um balGo de 5 mlL de capacidade. Deste modo a eficiéncia
de extraccéo foi determinada através do célculo da razdo entre as dreas obtidas por injecgo
directa dos exiractos e as dreas obtidas por injeccéo directa da solugdo padréo usada para @
extraccdo. Nas fabelas que se seguem apresentam-se as dreas obtidas por injecgdo directa da
solucdo padrdo e dos extractos, as dreas médias e as eficiéncias médias para os diferentes

tempos de extraccdo estudados.

Tabela D18. Valores obtidos por injeccdo directa da solugdo padrdo usada para avaliar a eficiéncia
para um tempo de extrac¢do de 30 minutos.

Composto Area (mV.s) Area Média Desvio Padrdo cv

(mV.s) (%)
a-Pineno 701,63 723,69 712,66 15,60 2,2
*Hexanona 667,69 664,86 666,27 2,00 0,3
Linalol 743,58 760,71 752,15 12,11 1,6
Bomeol 740,72 766,74 753,73 18,40 2,4
o-Terpineol 665,87 642,34 654,10 16,64 2,5
Citronelol 641,98 675,70 658,84 23,84 3,6
Geraniol 591,55 581,96 586,76 6,78 32
Acetato de Bomilo 647,02 671,29 659,16 17,16 2,6
Eugenol 552,21 537,07 544,64 10,70 2,0
Acetato de Geranilo 560,85 533,52 547,18 19,33 3,5

* 2,2,6 - Trimetilciclohexanona
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Tabela D19. Valores obtidos por injeccdo directa dos extractos. (tempo de extraccgo 30 minutos)

Composto Area (mV.s) Area Desvio v Area (mV.s) Area  Desvio CV
1° Extracto Média  Padrdo (%) 2° Extracto Média  Padrao (%)
(mV.s) (mV.s)
a-Pineno 451,02 453,46 452,24 1,72 0,4 469,71 480,90 475,30 7,92 1,7
*Hexanona 489,98 463,48 476,73 18,74 3,9 488,70 498,98 493,84 7,27 1,5
Linalol 603,16 580,95 592,05 15,70 2,7 646,30 637,90 642,10 5,94 0,9
Borneol 595,85 558,88 577,36 26,14 4,5 588,46 612,30 600,38 16,86 28
a-Terpineol 516,43 502,43 509,43 9,89 1,9 492,61 477,05 484,83 11,01 2,3
Citronelol 506,72 487,80 497,26 13,38 2.7 525,09 507,77 516,43 1225 24
Geraniol 426,61 427,33 426,97 0,51 0,1 465,96 441,72 453,84 17,14 3,8
Ac. Bornilo 549,58 556,95 553,26 5,21 0,9 570,05 591,10 580,58 14,88 2,6
Eugenol 308,13 324,24 316,19 11,40 3,6 306,40 290,43 298,41 11,29 3,8
Ac.Geranilo 408,07 399,64 403,86 5,96 1,5 436,05 444,84 440,44 6,22 1,4
*2,2,6 - Trimetilciclohexanona
Tabela D20. Eficiéncia média obtida para um tempo de extracgdo de 30 minutos.
Composto Area Média  Area Média  Area Média Eficiéncia Eficiéncia Eficiéncia  CV
1°Extracto 2°Exiracto  Sol, Padrdo  1° Extracto  2° Extracto Média (%)
(mV.s) (mV.s) (mV.s) % % %
a-Pineno 452,24 475,30 712,66 63,5 66,7 65,1 3,5
*Hexanona 476,73 493,84 666,27 71,6 74,1 72,8 2,5
Linalol 592,05 642,10 752,15 78,7 85,4 82,0 5,7
Borneol 577,36 400,38 753,73 76,6 79,7 78,1 2,8
o-Terpineol 509,43 484,83 654,10 77,9 74,1 76,0 3,5
Citronelol 497,26 516,43 658,84 75,5 78,4 76,9 2,7
Geraniol 426,97 453,84 586,76 72,8 77,3 75,1 4,3
Ac. Bomilo 553,26 580,58 659,16 83,9 88,1 86,0 3,4
Eugenol 314,19 298,41 544,64 58,1 54,8 56,4 4,1
Ac.Geranilo 403,86 440,44 547,18 73,8 80,5 77,2 6,1

* 2,2,6 - Trimetilciclohexanona
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Tabela D21. Valores obtidos por injeccéo directa da solugdo padréo usada para avaliar a eficiéncia
para um tempo de extraccdo de 60 minutos.

Composto Area (mV.s) Area Média  Desvio Padrdo v

(mV.s) (%)
a-Pineno 830,65 846,65 838,65 11,32 1,3
*Hexanona 621,84 635,89 628,86 9,93 1,6
Linalol 772,92 752,93 762,92 14,14 1,9
Borneol 719,33 706,57 712,95 2,02 1.3
a-Terpineol 679,06 699,47 689,26 14,43 2,1
Citronelol 679,33 697,61 688,47 12,92 1,9
Geraniol 586,73 593,75 590,24 4,96 0,8
Acetato de Bornilo 642,10 654,68 648,39 8,89 1,4
Eugenol 552,65 576,18 564,41 16,64 2,9
Acetato de Geranilo 566,55 583,71 575,13 12,13 2.3

*2,2,6 - Trirnetilcicloh.eanona

Tabela D22. Valores obtidos por injecc@o directa dos extractos. (fempo de extraccdo 60 minutos)

Composto Area (mV.s) Area Desvio v Area (mV.s) Area  Desvio CV

1° Extracto Média  Padrdo (%) 2° Extracto Média  Padrgo (%)

(mV.s) (mV.s)

a-Pineno 544,83 516,69 530,76 19,89 3,7 560,81 58591 573,36 17,75 3,1
*Hexanona 474,39 448,59 461,49 18,24 4,0 479,20 494,25 486,72 10,64 22
Linalol 625,15 612,53 618,84 8,93 1,4 654,62 67589 66525 1504 23
Borneol 567,97 579,05 573,51 7,83 1,4 606,13 617,89 612,01 831 1,4
a-Terpineol 560,78 591,17 575,98 21,49 3,7 529,49 553,10 541,30 16,69 3,
Citronelol 565,52 542,76 554,14 16,09 2,9 563,33 594,91 579,12 22,32 39
Geraniol 479,19 511,84 49551 23,08 4,7 455,71 480,91 468,31 17,82 3,8
Ac. Bomilo 538,29 563,20 550,74 17,62 3,2 531,47 508,42 519,95 16,30 3,1
Eugenol 411,76 422,53 417,15 7,61 1,8 377,66 399,19 38843 1523 3,9
Ac.Geranilo 447,59 426,26 436,93 15,09 3,5 456,16 474,49 46532 12,96 28

* 2,2,6 - Trimetilciclohexanona
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Tabela D23. Eficiéncia média obtida para um tempo de exiracggo de 60 minutos.

Composto Area Média  Area Média  Area Média Eficiéncia Eficiéncia Eficigncia  CV

1°Extracto 2° Extracio  Sol, Padrgo  1° Extracto  2° Extracto Média (%)

(mV.s) (mV.s) (mV.s) % % %

a-Pineno 530,76 573,36 838,65 63,3 68,4 65,8 5,5
*Hexanona 461,49 486,72 628,86 73,4 77,4 75,4 3,8
Linalol 618,84 665,25 762,92 81,1 87,2 84,2 5,1
Bomneol 573,51 612,01 712,95 80,4 85,8 83,1 4,6
a-Terpineol 575,98 541,30 689,26 83,6 78,5 81,0 4,4
Citronelol 554,14 579,12 688,47 80,5 84,1 82,3 3,1
Geraniol 495,51 468,31 590,24 84,0 79,3 81,6 4,0
Ac. Bornilo 550,74 519,95 648,39 84,9 80,2 82,6 4,1
Eugenol 417,15 388,43 564,41 73,9 68,8 71,4 5,0
Ac.Geranilo 436,93 465,32 575,13 76,0 80,9 78,4 4,5

* 2,2,6 - Trimetilciclohexanona

Tabela D24. Valores obtidos por injecgdo directa da solugdo padréo usada paro avalior a eficiéncia
para um tempo de extraccdo de 90 minutos.

Composto Area (mV.s) Area Média  Desvio Padriio cv

bl (mV.s) (%)
a-Pineno 802,58 830,78_ 816,68 19,94 2,4
*Hexanona 643,31 661,86 652,59 13,11 2,0
Linalol 785,18 777,09 781,13 5,72 0,7
Borneol 735,45 719,83 727,64 11,05 1,5
a-Terpineol 654,73 685,79 670,26 21,96 3.3
Citronelol 671,04 697,70 684,37 18,86 2,8
Geraniol 607,66 599,06 603,36 6,08 1,0
Acetato de Bornilo 653,61 668,61 661,11 10,61 1,6
Eugenol 556,06 564,95 560,51 6,29 11
Acetato de Geranilo 556,45 576,78 566,62 14,37 2,5

* 2,2,6 - Trimetilciclohexanona
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Tabela D25. Valores obtidos por injeccéo directa dos extractos. (fempo de extracgdo 90 minutos)

Composto Area (mV.s) Area Desvio cv Area (mV.s) Area  Desvio CV
1° Extracto Média Padrdo (%) 2° Extracto Média Padrdo (%)
(mV.s) (mV.s)
a-Pineno 496,30 523,10 509,70 18,95 3,7 482,21 495,65 488,93 2,50 1,9
*Hexanona 488,02 503,93 495,98 11,25 2,3 542,57 521,12 531,85 1517 2,9
Linalol 676,56 696,01 686,29 13,75 2,0 641,79 659,93 650,86 12,83 20
Borneol 632,57 630,18 631,37 1,69 0,3 604,57 613,36 608,96 6,22 1,0
a-Terpineol 538,16 552,01 545,08 9,79 1,8 491,62 526,84 509,23 2490 4,9
Citronelol 567,89 575,46 571,67 5,35 0,2 579,63 552,41 566,02 19,24 3,4
Geraniol 497,90 501,09 499,50 2,26 0,5 479,78 508,46 494,12 20,28 4,1
Ac. Bornilo 564,63 593,67 579,15 20,54 3,5 550,13 536,44 543,28 9,68 1,8
Eugenol 415,32 430,44 422,88 10,69 2,5 459,75 432,51 446,13 19,26 4,3
Ac.Geranilo 438,11 456,11 447,11 12,73 2,8 457,05 477,32 467,18 14,33 3,1
* 2,2,6 - Trimetilciclohexanona
Tabela D26. Eficiéncia média obtida para um tempo de extrac¢do de 20 minutos.
Composto Area Média  Area Média  Area Média Eficiéncia Eficiéncia Eficiéncia CV
1° Extracto  2° Extracto  Sol. Padréo  1° Extracto  2° Extracto Média (%)
(mV.5) (mV.s) (mV.s) % % %
a-Pineno 509,70 488,93 816,68 62,4 59,9 61,1 2,9
*Hexanona 495,98 531,85 652,59 76,0 81,5 78,8 4,9
Linalol 686,29 650,86 781,13 87,9 83,3 85,6 3.7
Borneol 631,37 608,96 727,64 86,8 83,7 85,2 2,6
a-Terpineol 545,08 509,23 670,26 81,3 76,0 78,7 4,8
Citronelol 571,67 566,02 684,37 83,5 82,7 83,1 0,7
Geraniol 499,50 494,12 603,36 82,8 81,2 82,3 0.8
Ac. Bornilo 579,15 543,28 461,11 87,6 82,2 84,9 4,5
Eugenol 422,88 446,13 560,51 75,4 79,6 77,5 3,8 |
Ac.Geranilo 447,11 467,18 566,62 78,9 82,5 80,7 3,1

* 2,2,6 - Trimetilciclohexanona
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Tabela D27. Valores obtidos por injeccdo directa da solugdo padrdo usada para avaliar a eficiéncia

para um tempo de extraccdo de 120 minutos.

Composto Area (mV.s) Area Média  Desvio Padréo cv

(mV.s) (%)
a-Pineno 809,22 838,88 824,05 20,97 2,5
*Hexanona 645,85 653,61 649,73 5,49 0,8
Linalol 815,64 835,20 825,42 13,83 1,7
Borneol 718,67 735,49 727,08 11,89 1,6
a-Terpineol 674,05 676,40 675,22 1,66 0,2
Citronelol 669,89 640,16 655,02 21,03 3,2
Geraniol 624,41 622,34 623,37 1,46 0,2
Acetato de Bornilo 647,21 633,96 640,58 9,36 1,5
Eugenol 559,22 537,03 548,12 15,69 2,9
Acetato de Geranilo 566,57 557,57 562,07 6,36 1,1

* 2,2,6 - Trimetilciclohexanona

Tabela D28. Valores obtidos por injeccdo directa dos extractos. (tempo de extraccdo 120 minutos)

Composto Area (mV.s) Area Desvio cv Area (mV.s) Area  Desvio CV

1° Extracto Média  Padrao (%) 2° Extracto Média  Padrao (%)

(mV.s) (mV.s)

a-Pineno 404,03 427,98 416,00 16,93 4,1 432,25 463,61 447,93 22,17 4,9
*Hexanona 551,50 52592 538,71 18,09 3,4 509,66 493,10 501,38 11,71 2,3
Linalol 657,09 674,81 665,95 12,53 1,9 672,97 704,33 688,65 22,17 32
Borneol 610,65 612,97 611,81 1,64 0,3 595,82 592,66 59424 2,24 04
a-Terpineol 539,80 574,14 556,97 24,28 4,4 519,66 540,83 530,24 14,97 28
Citronelol 501,60 529,25 51543 19,55 3,8 511,21 541,52 526,37 21,44 4,
Geraniol 469,50 495,53 482,51 18,41 3,8 498,644 53502 516,83 2573 50
Ac.Bomilo 518,04 540,01 529,02 15,53 2,9 528,75 546,78 537,77 12,75 24
Eugenol 405,63 41825 411,94 8,93 2.2 434,02 453,08 443,55 13,48 3,0
Ac.Geranilo 417,56 446,57 432,06 20,51 4,7 42590 460,68 443,29 24,60 5,5

*2,2,6- Trimetilciclohexanona
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Tabela D29. Eficiéncia média obtida para um tempo de extracggo de 120 minutos.

Composto Area Média  Area Média  Area Média Eficiéncia Eficiéncia Eficiéncia  CV
1°Exiracto 2°Extracto Sol. Padrio  1° Extracto  2° Extracto Média (%)

(mV.s) (mV.s) (mV.s) % % %
a-Pineno 416,00 447,93 824,05 50,5 54,4 52,4 52
*Hexanona 538,71 501,38 649,73 82,9 77,2 80,0 5,1
Linalol 665,95 688,65 825,42 80,7 83,4 82,1 2,4
Borneol 611,81 594,24 727,08 84,1 81,7 82,9 2,1
a-Terpineol 556,97 530,24 675,22 82,5 78,5 80,5 3,5
Citronelol 515,43 526,37 655,02 78,7 80,4 79,5 1,5
Geraniol 482,51 516,83 623,37 77,4 82,9 80,2 4,9
Ac. Bornilo 529,02 537,77 640,58 82,6 83,9 83,3 12
Eugenol 411,94 443,55 548,12 75,2 80,9 78,0 52
Ac.Geranilo 432,06 443,29 562,07 76,9 78,9 77,9 1,8

* 2,2,6 - Trimetilciclohexanona
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D4. Estudo da Eficiéncia de Extracgéo e Avaliagdo da Reprodutibilidade de SDE

Apés a definicGo das condicdes de extracgdo por SDE (solvente pentano e tempo de exiracgdo
de 60 minutos), procedeu-se ao estudo de reproduibilidade do processo extractivo através da
determinacio da eficiéncia média de extracgdo para seis ensaios executados nas mesmas
condicdes. O processo de célculo usado para determinar as eficiéncias de extracgdo esta
descrito na seccdo D2. Os dois primeiros ensaios executados encontram-se também na secgéo
D2, tabelas D3 a D5. Apresentam-se nas tabelas seguintes os resultados relativos aos restantes

ensaios.

Tabela D30. Valores obtidos por injecc@o directa da solugdo padréo usada para avaliar a eficiéncia de
extraccdo por pentano — 2° par de ensaios.

Composto Area (mV.s) Area Média  Desvio Padrio v

(mV.s) (%)
a-Pineno 802,84 867,57 835,21 45,77 5,5
*Hexanona 648,08 632,82 640,45 10,79 1,7
Linalol 796,61 782,68 789,64 9,85 1,2
Borneol 743,42 725,03 734,22 13,01 1,8
a-Terpineol 673,58 701,25 687,42 19,56 28
Citronelol 663,92 698,87 681,40 24,71 3,6
Geraniol 612,19 589,67 600,93 15,92 2,6
Acetato de Bornile 655,46 637,69 646,58 12,57 1,9
E ugenol 548,03 567,93 557,98 14,07 2,5
Acetato de Geranilo 541,77 569,94 555,85 19,92 3,6

*2,2,6 - Trimetilciclohexanona
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Tabela D31. Valores obtidos por injeccdo directa dos extractos resultantes da extracgdo com pentano-2°
par de ensaios.

Composto Area (mV.s) Area Desvio cv Area (mV.s) Area  Desvio CV
1° Extracto Média  Padrdo (%) 2° Extracto Média  padrio (%)

(mV.s) (mV.s)
a-Pineno 560,76 540,85 550,80 14,08 2,6 513,36 489,21 501,28 17,08 34

*Hexanona 460,49 480,90 470,70 14,43 3,1 504,72 492,65 498,69 8,54 1,7

Linalol 628,84 652,20 640,52 16,51 2,6 670,25 689,24 679,75 13,43 2,0
Borneol 598,51 618,10 608,30 13,85 2,3 638,01 677,05 657,53 27,61 4,2
a-Terpineol 54598 537,15 541,56 6,24 1,2 581,30 601,01 591,15 13,94 24
Citronelol 554,14 532,44 543,29 15,34 2,8 525,12 496,32 510,72 20,36 4,0
Geraniol 495,51 469,69 482,60 18,26 3,8 480,31 509,10 494,71 20,36 4,1
Ac. Bomilo 550,74 537,26 544,00 9,54 1,8 501,95 51567 508,81 9,71 1,9
Eugenol 365,15 376,45 370,80 7,99 2,2 414,43 443,19 428,81 20,34 4,7
Ac.Geronilo 422,93 430,94 426,94 5,67 1,3 460,32 439,49 44991 14,73 3,3

* 2,2,6 - Trimetilciclohexanona

Tabela D32. Valores obtidos para a eficiéncia de extracgdo usando como solvente pentano-2° par de

€nsaios.

Composto Area Média  Area Média  Area Média Eficiéncia Eficiéncia cv
1°Exracto  2°Exiracto Sol. Padrio  1° Extracto  2° Extracto (%)

(mV.s) (mV.s) (mV.s) % %
a-Pineno 550,80 501,28 835,21 65,9 60,0 6,7
*Hexanona 470,70 498,69 640,45 73,5 77,9 4,1
Linalol 640,52 679,75 789,64 81,1 86,1 4,2
Borneol 608,30 657,53 734,22 82,9 89,6 5,5
a-Terpineol 541,56 591,15 687,42 78,8 86,0 6,2
Citronelol 543,29 510,72 681,40 79,7 75,0 4,4
Geraniol 482,60 494,71 600,93 80,3 82,3 1,8
Ac. Bomilo 544,00 508,81 646,58 84,1 78,7 4,7
Eugenol 370,80 428,81 557,98 66,5 76,9 10,3
Ac.Geranilo 426,94 449,91 555,85 76,8 80,9 3,7

* 2,2,6 - Trimetilciclohexanona
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Tabela D33. Valores obtidos por injecgdo directa da solugdo padrdo usada para avaliar a eficiéncia de

extraccdo com pentano — 3° par de ensaios.

Composto Area (mV.s) Area Média  Desvio Padrdo cv

(mV.s) (%)
a-Pineno 840,20 799,74 819,97 28,61 3,5
*Hexanona 616,03 641,31 628,67 17,87 2,8
Linalol 781,90 738,82 760,36 30,46 4,0
Borneol 718,53 709,96 714,25 6,06 0,8
o-Terpineol 667,91 703,53 685,72 25,18 3,7
Citronelol 670,14 692,95 681,55 16,13 24
Geraniol 576,61 616,14 596,38 27,95 4,7
Acetato de Bornilo 663,35 653,77 658,56 6,77 1,0
Eugenol 540,84 580,33 560,58 27,92 5,0
Acetato de Geranilo 568,07 579,00 573,54 7,73 1.3

*2,2,6 - Trimetilciclohexanona

Tabela D34. Valores obtidos por injecgdo directa dos extractos resultantes da extracgdo com pentano —

3° par de ensaios.

Composto Area (mV.s) Area Desvio cv Area (mV.s) Area  Desvio CV

1° Extracto Média  Padrio (%) 2° Extracto Média  Padrdo (%)

(mV.s) (mV.s)

a-Pineno 518,72 49522 506,97 16,62 3,3 569,20 553,36 561,28 11,20 2,0
*Hexanona 442,36 45520 448,78 9,08 2,0 516,03 498,31 507,17 12,53 25
Linalol 636,30 599,66 617,98 25,91 4,2 681,90 629,80 65585 36,84 5,6
Bormeol 588,33 557,92 573,13 21,50 3,8 648,53 614,68 631,61 23,94 3,8
a-Terpineol 586,64 571,73 579,19 10,54 1,8 557,91 556,53 557,22 098 0.2
Citronelol 566,38 543,02 554,70 16,52 3,0 567,14 591,80 579,47 17,44 3,0
Geraniol 479,69 486,93 483,31 5,12 1,1 526,61 516,25 521,43 7,33 14
Ac. Bomilo 564,47 570,10 567,28 3,98 0,7 493,35 509,00 501,17 11,07 22
Eugenol 373,58 390,03 381,80 11,64 3,0 400,84 390,01 39543 7,66 1,9
Ac.Geranilo 419,52 446,17 432,85 18,85 4,4 473,07 503,16 488,12 21,28 4,4

* 2,2,6 - Trimetilciclohexanona
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Tabela D35. Valores obtidos para a eficiéncia de extraccGo usando como solvente pentano — 3° par de

€ensalos.
Composto Area Média Area Média  Area Média Eficiéncia Eficiéncia v
1°Exdracto  2°Extracto  Sol, Padrdo  1° Extracto  2° Extracto (%)
(mV.s) (mV.s) (mV.s) % %
a-Pineno 506,97 561,28 819,97 61,8 68,5 7,2
*Hexanona 448,78 507,17 628,67 71,4 80,7 8,6
Linalol 617,98 655,85 760,36 81,3 86,3 4,2
Borneol 573,13 631,61 714,25 80,2 88,4 6,9
o-Terpineol 579,19 557,22 685,72 84,5 81,3 2,7
Citronelol 554,70 579,47 681,55 81,4 85,0 3,1
Geraniol 483,31 521,43 596,38 81,0 87,4 54
Ac. Bornilo 567,28 501,17 658,56 86,1 76,1 8,8
Eugenol 381,80 395,43 560,58 68,1 70,5 2,5
Ac.Geranilo 432,85 488,12 573,54 75,5 85,1 8,5
* 2,2,6 - Trimetilciclohexanona
Tabela D36. Eficiéncia média de extracgdo usando como solvente pentano. (6 ensaios)
Composto El E2 E3 E4 E5 E6 Eficiéncia média cv
% % % % % % % (%)
o-Pineno 63,3 68,4 65,9 60,0 61,8 68,5 64,7 5,4
*Hexanona 73,4 77,4 73,5 77,9 71,4 80,7 75,7 4,6
Linalol 81,1 87,2 81,1 86,1 81,3 86,3 83,8 3,5
Bomneol 80,4 85,8 82,9 89,6 80,2 88,4 84,6 4,7
a-Terpineol 83,6 78,5 78,8 86,0 84,5 81,3 82,1 3,7
Citronelol 80,5 84,1 79,7 75,0 81,4 85,0 81,0 4,4
Geraniol 84,0 79,3 80,3 82,3 81,0 87,4 82,4 3,6
Ac. Bomilo 84,9 80,2 84,1 78,7 86,1 76,1 81,7 4,9
Eugenol 73,9 68,8 66,5 76,9 68,1 70,5 70,8 5.5
Ac.Geranilo 76,0 80,9 76,8 80,9 75,5 85,1 79,2 4,8

* 2,2,6 - Trimetilciclohexanona
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D5. Estudo da Recuperagdo de SDE

Para avaliagdo da exactiddo do método extractivo e da eventual existéncia de efeito de matriz
realizaram-se ensaios de recuperagdo. Para o efeito procedeu-se inicialmente & extraccdo de
uma amostra de esteva, tendo o exiracto obtido sido analisado por SPME/GC-FID para
determinacdo da concentragdo dos compostos idenfificados. Posteriormente procedeu-se d
exiraccGo de uma amostra de esteva tendo sido adicionado 5 mL de uma solugéo padrdo
contendo os compostos em estudo em concentragdes diferenciadas. Foram realizadas 3
exiraccdes com adicdo de padrdo & amostra de esteva. Os extractos obtidos foram analisados
por SPME/GC-FID. A recuperagio foi entdo determinada como sendo a razdo entre a
concentracdo obtida (amostra+padréo) e a conceniragdo esperada (amostra+padréo) para

um recuperagdo de 100%.

Encontram-se na tabela D37 as massas de amostra utilizadas nos 4 ensaios, estes valores néo
sGo no entanto necessdrios para os célculos. Na tabela D38 estdo os resultados obtidos na
anélise do exiracto de esteva sem adicdo de padrdo. Estes resultados permitiram avaliar a
concentracdo de padréo a adicionar nos ensaios posteriores e a consequente determinagdo da
concentracdo esperada para os ensaios com adigdo de padréo. Apresentam-se na tabela de
D39 os valores de concentracdo esperada para os extractos com adigdo de padrdo. As tabelas
D40 a D42 retinem os resuliados obtidos para os ensaios com adigéo padrdo. A recuperagéo

média obtida é apresentada na tabela D43.

Tabela D37. Amostras de esteva usadas nos ensaios de recuperagéo.

Amostra de esteva (mg)

Extracc@o sem adicdo Extracg@o com adigdo padréo

padrdo _ El E2 E3

15009,3 15012,8 15009,6 15024,1
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Tabela D38. Valores obtidos para a extracgdo de uma amostra de esteva sem adigéo padrdo.

Composto Area Area Média v Concvial  Conc. Extracto®
(mV.s) (mV.s) (%) (pg/l) (mg/L)

a-Pineno 357,21 330,39 343,80 5,56 464.,6 371,7

*Hexanona 187,76 170,19 178,98 6,9 131,7 105,4

Linalol

Borneol 127,75 111,72 119,73 9.5 57,2 45,8

a-Terpineol

Citronelol

Geraniol

Ac. Bornilo 523,34 587,26 555,30 8,1 76,7 61,4

Eugenol

Ac. Geranilo

* 2,2,6 - Trimetilciclohexanona
a — Concentragéo do extracto=0,8 x Conc.vial

Tabela D39. Valores de conceniracéo esperada para os extractos de esteva com adi¢do de padréo.

Composto

Conc. Padrao

m

m

m

Conc. esperada

pc e esp
(mg/L) (mg) (mg) (mg) Extracto
(mg/L)
a-Pineno 201,76 1008,8 3717,0 4725,8 472,6
*Hexanona 50,00 250 1054,0 1304,0 130,4
Linalol 204,54 1022,7 1022,7 102,3
Bomeol 199,36 996,8 458,0 1454,8 145,4
o.-Terpineol 201,24 1006,2 1006,2 100,6
Citronelol 150,12 750,6 750,6 75,1
Geraniol 148,68 7434 743,4 74,3
Ac. Bornilo 25,02 125,1 614,0 7391 73,9
Eugenol 201,12 1005,6 1005,6 100,6
Ac. Geranilo 150,12 750,6 750,6 75,1

M, — massa de padrdo adicionada

m. — massa de composto determinada no extracto antes da adigéo padréo (vol. de extracto 10 ml)

m,,,— massa esperada = m,. + m,
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Tabela D40. Valores obtidos para a 1° extracgdo com adigdo de padrdo — E1.

Composto Area (mV.s) Area Média cv Concvial  Conc. Exiracto®
(mV.s) (%) (ng/L) (mg/L)
a-Pineno 313,01 301,06 307,03 2,8 415,8 332,6
*Hexanona 152,91 169,89 161,40 7.4 118,8 95,0
Linalol 424,42 396,93 410,68 4,7 102,7 82,2
Borneol 353,07 311,87 332,47 8,8 155,0 124,0
a-Terpineol 185,61 170,87 178,24 5,8 96,6 7.3
Citronelol 368,72 402,06 385,39 6,1 73,3 58,6
Geraniol 176,79 196,42 186,61 7.4 71,4 57,1
Ac. Bomilo 561,28 602,33 581,81 5,0 80,4 64,3
Eugenol 68,86 75,43 72,14 6,4 94,0 75,2
Ac. Geranilo 538,45 490,66 514,55 6,6 73,9 59,1

*2,2,6 - Trimetilciclohexanona

a — Concentracéo do extracto=0,8 x Conc.vial

Tabela D41. Valores obtidos para a 2° extracgdo com adigdo de padrdo — E2.

Composto Area (mV.s) Area Média v Concvial Conc. Extracto®
(mV.s) (%) (ng/1) (mg/L)

a-Pineno 280,19 296,92 288,56 4,1 391,2 313,0
*Hexanona 171,22 183,70 177,46 50 130,6 104,5
Linalol 421,30 459,99 440,65 6,2 110,1 88,1
Borneol 295,47 330,32 312,89 7.9 146 116,8
a-Terpineol 178,01 162,30 170,16 6,5 92,4 73,9
Citronelol 383,52 425,76 404,64 7,4 76,8 61,4
Geraniol 176,76 164,16 170,46 52 65,3 52,2
Ac. Bornilo 605,69 663,59 634,64 6,5 87,6 70,1
Eugenol 71,43 63,47 67,45 8,3 88,2 70,6
Ac. Geranilo 460,13 508,71 484,42 74 69,6 55,

*2,2,6 - Trimetilciclohexanona

a — Concentracéo do extracto=0,8 x Conc.vial

Tabela D42. Valores obtidos para a 3° extracgdo com adigdo de padrao - E3.
Composto Area (mV.s) Area Média cv Concvial Conc. Extracto®

(mV.s) (%) (pg/l) (mg/L)

a-Pineno 350,94 381,86 366,40 6,0 494,6 395,7
*Hexanona 184,52 206,42 195,47 7,9 143,8 115,0
Linalol 465,46 504,80 485,13 5,7 121,1 96,9
Borneol 434,98 385,51 410,24 8,5 190,7 152,6
o.-Terpineol 184,83 207,35 196,09 8,1 105,9 84,7

'_Ciironek}l 380,06 348,93 364,49 6,0 69,4 55,5
Geraniol 184,18 211,37 197,77 9,7 75,6 60,5
Ac. Bornilo 505,62 561,55 533,58 7,4 73,8 59,0
Eugenol 73,84 83,80 78,82 8,9 102,4 81,9
Ac. Geranilo 591,77 627,79 609,78 4,2 87,4 69,9

* 2,2,6 - Trimetilciclohexanona

a — Concentracéo do extracto=0,8 x Conc.vial
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Tabela D43. Recuperagdo média de extracgdo

Composto Re Re, Res Recuperagdo Desvio v
9 9 9 média padrdo (%)
%
a-Pineno 70,4 66,2 83,7 73,4 2.1 12,4
*Hexanona 72,9 80,1 88,2 80,4 7,7 9,5
Linalol 80,4 86,1 94,7 87,1 7,2 8,3
Bomeol 85,3 80,3 105,0 90,2 13,1 14,5
a-Terpineol 76,8 73,5 84,2 78,2 55 7,0
Citronelol 78,0 81,8 73,9 77,9 4,0 5,1
Geraniol 76,9 70,3 81,4 76,2 5,6 7,3
Ac. Bornilo 87,0 94,9 79,8 87,2 7.6 8,7
Eugenol 74,8 70,2 81,4 75,5 5,6 7,5
Ac.Geranilo 78,7 74,2 93,1 82,0 9,9 12,1

* 2,2,6 - Trimetilciclohexanona
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Resultados da Andlise dos extractos de Esteva por SPME/GC-FID
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E1. Resultados da Anélise por SPME/GC-FID dos extractos de Esteva obtidos por SDE

Foram realizadas seis exiraccées, nas mesmas condices, a partir de amostras de Esteva. Na
tabela E1 encontram-se as quantidades de amostra de Esteva utilizadas na extracgGo.

Nas tabelas de E2 a Eé encontram-se reunidos os resultados obtidos na andlise dos extractos
por SPME/GC-FID. Para a quantificagdo dos compostos nos extractos foi utilizado um factor de

diluigdo de 800x.

Tobela E1. Amostras de esteva usadas nos ensaios de extracgdo por SDE.

Ensaio de Extracgio Amostra de esteva (mg)
El 14897,4
E2 15066,8
E3 14959,6
E4 14997,6
E5 14986,3
E6 14990,4

Tabela E2. Valores obtidos para a 1° extracggo — E1.

Composto Area Area Média v Conc. vial  Conc. Extracto”
(mV.s) (mV.s) (%) (ng/l) (mg/L)

o-Pineno 294,37 320,98 307,67 6,1 416,6 333,3

*Hexanona 185,60 196,08 190,84 39 140,4 112,3

Linalol

Borneo! 134,05 116,80 125,42 9,7 59,8 47,8

a-Terpineol

Citronelol

Geraniol

Ac. Bomilo 674,23 641,87 658,05 3,5 90,8 72,6

Eugenol

Ac. Geranilo

* 2,2,6 - Trimetilciclohexanona
a — Concentracdo do extracto=0,8 x Conc.vial
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Tabela E3. Valores obtidos para a 2° extracgdo — E2.

Composto Area (mV.s) Area Média cv Conc. vial Conc. Exiracto®
mVs) (9 (ug/) (mg/L)
a-Pineno 311,79 336,69 324,24 5,4 438,6 350,9
*Hexanona 195,44 209,44 202,44 4,9 148,9 119,1
Linalol
Borneol 135,91 150,19 143,05 7,1 67,9 54,3
a-Terpineol
Citronelol
Geraniol
Ac. Bomnilo 651,62 632,36 641,99 2,1 88,6 70,9
Eugenol
Ac. Geranilo
* 2,2,6 - Trimetilciclohexanona
a — Concentragdo do extracto=0,8 x Conc.vial
Tabela E4. Valores obtidos para a 3° extracgdo — E3.
Composto Area (mV.s) Area Média cv Conc. vial Conc. Extracto®
(mV.s) (%) (ng/L) (mg/L)
a-Pineno 361,51 396,76 379,13 6,6 511,5 409,2
*Hexanona 178,28 190,57 184,42 4,7 135,7 108,6
Linalol
Borneol 119,67 105,94 112,80 8,6 54,0 43,2
a-Terpineol
Citronelol
Geraniol
Ac. Bomilo 526,26 566,38 546,32 5,2 75,5 60,4
Eugenol
Ac. Geranilo
* 2,2,6 - Trimetilciclohexanona
a — Concentragdo do extracto=0,8 x Conc.vial
Tabela E5. Valores obtidos para a 4° extracgdo — E4.
Composto Area (mV.s) Area Média cv Conc. vial  Conc. Extracto®
(mV.s) (%) (pa/l) (mg/L)
a-Pineno 439,20 394,82 417,01 7,5 561,8 4494
*Hexanona 165,65 189,27 177,46 9.4 130,6 104,5
Linalol
Bomeol 135,73 121,65 128,69 7.7 61,3 49,0
a-Terpineol
Citronelol
Geraniol
Ac. Bomilo 590,89 528,04 559,46 7,9 77,3 61,8
Eugenol

Ac. Geranilo

* 2,2,6 - Trimetilciclohexanona
a — Concentragdo do extracto=0,8 x Conc.vial
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Tabela Eé. Valores obtidos para a 5° extracgéo — ES.

Composto Area (mV.s) Area Média v Conc. vial  Conc. Extracto®
mVs) () (sall (mg/L)

o-Pineno 362,72 378,68 370,70 3,0 500,3 400,2

*Hexanona 169,92 157,42 163,67 54 120,5 96,4

Linalol

Borneol 140,93 161,27 151,10 9,5 71,6 57,3

o.-Terpineol

Citronelol

Geraniol

Ac. Bomilo 684,88 607,85 646,37 8,4 89,2 71,4

Eugenol

Ac. Geranilo

* 2,2,6 - Trimetilciclohexanona
a - Concentracéo do extracto=0,8 x Conc.vial

Tabela E7. Valores obtidos para a 6° extracgao - E6.

Composto Area (mV.s) Area Média v Conc. vial  Conc. Extracto®
(mV.s) (%) (ng/L) (mg/L)

o-Pineno 380,65 392,83 386,74 2,2 521,6 417,3

*Hexanona 181,01 192,20 186,61 4,2 137,3 109,8

Linalol

Borneol 154,28 174,91 164,59 8,9 77,8 62,2

a-Terpineol

Citronelol

Geraniol

Ac. Bornilo 653,94 700,14 677,04 4,8 93,4 74,7

Eugenol

Ac. Geranilo

* 2,2,6 - Trimetilciclohexanona
a — Concentracéo do extracto=0,8 x Conc.vial

Tabela E8. Concentracdes médias para os compostos identificados nos extractos. (6 ensaios)

Composto Conc. Conc. Conc. Conc. Conc. Conc. Conc. média cv

El E2 E3 E4 E5 E6 (mg/L) (%)
(mg/l) (mg/l) (mg/L  (mg/L (mg/L __ (mg/L)

a-Pineno 333,3 350,8 409,2 449,5 400,2 417,3 393,4 11,0

*Hexanona 1124 1191 1086 1045 964 1098 108,5 7,0

Linalol

Borneol 47,9 54,3 43,2 49,0 57,2 62,2 52,3 13,2

a-Terpineol

Citronelol

Geraniol

Ac. Bornilo 726 709 604 61,8 714 TA7 68,6 8,7

Eugenol

Ac.Geranilo
* 2,2,6 - Trimetilciclohexanona
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