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Resumo

Este trabalho teve como objectivo a obtengdo de extractos de esteva pelos métodos de
Soxhlet e SDE.

Pretendia-se também determinar a quantidade de cada composto orginico de grande
valor comercial existente nos respectivos extractos, contudo nio foi possivel durante este

periodo. No entanto, estudou-se as condi¢des dptimas de andlise por GC/FID.
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Abreviaturas

ABREVIATURA DESIGNACAO

GC Cromatografia gasosa

SPME Microextrac¢do em fase sélida
SDE Extrac¢do e Destilagdo Simultidnea
min minuto

h horas

FID Flame Ionization Detector

°C Graus Celsius
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1 — Breve referéncia a Alquimica
(Adaptado de Perfil da Empresa, Julho de 2001 )

Constituida em 10/07/1992 e tendo iniciado a laboragdo no ano de 1993, a Alquimica
€ uma empresa dedicada a prestagdo de servigos especializados nas dreas do Ambiente e da
Qualidade.

A missdo da Alquimica € contribuir para o aumento da competitividade das empresas
portuguesas, auxiliando-as na inovagio tecnoldgica, na melhoria da qualidade, na protecgio

do ambiente e no acesso a informagao.

A Alquimica possui um Laboratério devidamente equipado para a realizagdo de
trabalhos analiticos e de investigagdo e desenvolvimento; e um Sistema Informatico que inclui
software de simulagdo e projecto de unidades industriais.

A Alquimica € representante exclusivo em Portugal da empresa italiana CTIDA,
especializada no fabrico de instalagdes compactas e automatizadas para o tratamento de
pequenos e médios caudais de dguas residuais altamente contaminadas. Com um grande
nimero de unidades instaladas em Itdlia e noutros paises europeus, a CTIDA atingiu ja um
nivel de exceléncia na qualidade dos modelos que fabrica (trata-se de uma empresa certificada
pela norma ISO 9001).

A CTIDA estd integrada no grupo de empresas da ENEL (equivalente 3 EDP em Portugal)
formando a Enel.Hydro. A Enel. Hydro lider do mercado da dgua em Itélia cobre todo o ciclo
da dgua desde a captacdo, passando a aducgdo, potabilizagio, distribuicdo e finalmente ao

tratamento de 4guas residuais.

Vocacionados principalmente para as dreas da qualidade e ambiente, os servigos
oferecidos pela Alquimica divididem-se por trés grandes 4dreas de actividade - Anilises e
Estudos Laboratoriais, Consultadoria ¢ Engenharia. O quadro seguinte apresenta um elenco
dos principais tipos de servicos que a Alquimica presta em cada uma destas trés dreas de

actividade.
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Analises e Estudos

Laboratoriais

Consultadoria

Engenharia

- Andlises a Aguas Potdveis,

Recreativas, para Rega, de
Processo e Residuais.
- Anadlises a Produtos

Quimicos, Cosméticos e de
Higiene e Limpeza.

- Analises a Efluentes e
Residuos Industriais.

- Outras Andlises e Estudos
Laboratoriais mediante
consulta e avaliacdo prévias.

- Estudos de Diagnéstico e

Auditorias Ambientais.
Estudos de Impacte
Ambiental.

- Consultas sobre legislagdo
ambiental e de higiene e
seguranga industrial.

- Gestdio e Controlo de
Estacdes de Tratamento de
Aguas Residuais.

dos Residuos
produzidos nas
empresas, ¢ elaboracio e
manutengdo do Inventério
Obrigatério, e do respectivo
Mapa Anual de Registo para
apresentagdo a  Direcgdo
Geral da Indistria e Energia.

- Gestdo
Industriais

- Elaboragdo de Fichas
Técnicas e de Seguranca de
Produtos Quimicos.

- Estudos de avaliagio
comparativa da qualidade de
produtos de grande consumo.

- Projecto, Fornecimento e Montagem
de Estagoes de Tratamento de Aguas
Residuais Industriais.

- Projecto, Fornecimento e Montagem
de Estacdes de Tratamento de Efluentes
Gasosos.

- Projecto, Fornecimento ¢ Montagem
de Estagdes de Tratamento de Aguas
Primdrias.

- Projecto, Fornecimento e Montagem
de Esta¢bes de Tratamento de Aguas
Residuais Domésticas.

- Projecto, Fornecimento ¢ Montagem
de Instalagbes Industriais de Processo
Quimico, mediante consulta e avaliagio
prévias.

Os destinatdrios principais dos servigos que a Alquimica oferece, e portanto os seus

clientes preferenciais, sdo os seguintes:

* empresas industriais ou agricolas que necessitem de andlises quimicas a produtos ou

efluentes, estudos de pesquisa tecnolégica de novos processos ou produtos, projectos de

estagdes de tratamento de efluentes ou residuos industriais, estudos de viabilidade técnico-

econémica de projectos ou estudos de impacto ambiental.

* empresas comerciais que necessitem de testes laboratoriais rdpidos e seguros dos

produtos que importam e comercializam.
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* autarquias locais que necessitem, com rapidez e seguranga, de andlises quimicas ou
bioldgicas de dguas potdveis, residuais ou recreativas, bem como de projectos de tratamento
de residuos sélidos e dguas residuais.

* empresas de consultadoria que, no desenvolvimento da sua actividade, necessitem de
realizar ensaios laboratoriais, ou caregam de assessoria técnica em engenharia de processo,
ou na avaliagdo técnico-econémica e de impacto ambiental de projectos.

* promotores de investimentos que necessitem de estudos de viabilidade técnico-

econdmica ou de impacte ambiental de novos projectos.
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2 — Introdugiao

A extracgdo de compostos vestigiais das plantas é motivada pelo seu valor comercial e
revela-se fundamental em determinadas indistrias tais como a farmacéutica, a alimentar, mas,
principalmente, perfumaria e cosmética.

As plantas, especialmente as flores, pelo seu aroma agradavel, sdo consideradas fontes
potenciais de esséncias para perfumaria. No entanto, os compostos responsaveis pelo aroma
existem na planta em quantidades tdo pequenas que sio necessdrias técnicas de extracgdo e

concentragdo para obter estes compostos de um modo rentdvel.

Em trabalhos anteriores foram estudadas algumas plantas portuguesas. Estes tiveram
como objectivo avaliar quais as plantas com maior interesse para a investigacdo em causa. Os
pardmetros mais relevantes foram:

- abundincia em territério nacional;
- existéncia de 6leos essenciais na planta;

- quantidade relativa destes compostos organicos responsaveis pelo seu aroma.

As espécies florestais expontineas mais abundantes em Portugal sdo: absinto, alecrim,
alfazema, arruda, camomila, carqueja, erva doce (anis), esteva, eucalipto, funcho, giesta,
hortela-pimenta, murta, pinheiro, poejo, rosmaninho, salva, tojo, tomilho, urze e zimbro.

A investigagdo anterior determinou que as plantas de maior interesse, s3o:

- o alecrim, pelas suas propriedades anti-oxidantes (iiteis na conservagao dos
dleos essenciais);

- a giesta e o tojo, por serem altamente combustiveis (meio de controlo da
flora florestal);

- aesteva, pela grande variedade de compostos que dela se podem extrair e
também pelo seu poder combustivel;

- o tomilho, pela sua abundincia.

Nestas espécies foi possivel identificar os seguintes compostos organicos (Sleos
essenciais) responsdveis pelo seu aroma: 2,2,6 trimetilciclohexanona, acetato de bornilo,

acetato de geranilo, borneol, citronelol, eugenol, geraniol, linalol, terpeniol e pineno.
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Depois de avaliadas todas as plantas, de acordo com os parimetros acima referidos,

concluiu-se que a esteva era a planta mais interessante para o estudo, uma vez que € bastante

abundante em Portugal e contem 6leos essenciais em quantidades extraiveis com algum

rendimento.

Na tabela 1 apresentam-se as principais caracteristicas dos Gleos essenciais.

Tabela 1 — Caracteristicas dos dleos essenciais [1].

Caracteristicas
Volatilidade Volateis
Propriedades Organolépticas Odoriferos
Origem Vegetal

Localizagio na Planta

Solubilidade

Cor

Actividade Optica / Indices Refractivos

Compostos

Func¢do na Planta

Métodos de Obtengao

Sementes, flores, folhas, frutos, galhos, raizes

Insoliveis em 4dgua, Soliveis em solventes

orginicos

Incolor, amarela ou castanha

Elevada

Esteres, 4lcoois, aldeidos, 4cidos, fendis,

cetonas, éteres, lactonas, terpenos,
hidrocarbonetos

Metabolismo, fertilizagdo, protecgio
Expressdo,  destilagdo,  extracgdo  por

solventes, enfloragem, maceragao
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Na tabela 2 apresentam-se as caracteristicas fisicas e quimicas dos compostos em

estudo.

Tabela 2 - Caracteristicas fisicas e quimicas dos compostos em estudo [1].

Composto Estrutura Quimica | Ponto de | Ponto | Peso Solubilidade | Observacoes
(odor / Ebulicado | de Molecular de Seguranca
fragancia “°C) Fusio (g/mol) e
principal) °C) Densidade
(g/ml)
2,26 - o 178-179 | 51.7 M =140.23
trimetilciclo- o [ d=0.904
hexanona \O/
Acetato de 226 29 M=196 Pouco solivel | Pode causar
Bornilo < CH3H3 d=0.991 em dgua; | nduseas,
(odor picante) Q%/VO Solivel  em | vémitos,
o dlcool e éter. | confusdes
mentais e
convulsoes.
Acetato de H Gy 138 104.4 M =196.29 Soldvel em
Geranilo M)]\OW d=0.907 dlcool, éter e
acetona.
Borneol 212 208 M =154.25 Quase Pode causar
insolivel ¢ | nduseas,
dgua; Soldvel | vémitos,
em etanol. confusdes
mentais €
convulsoes.
Citronelol 224.5 - M = 156.27 Pouco Causa
(floral - rosas; [, d=0.86 insoldvel em | irritagio nos
odor doce e ™., CHOM agua; olhos, pele e
leve) ” Miscivel em | vias

alcool e éter.

respiratdrias.
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Eugenol 9 255 9.2 - M=164.20 Praticamente | Irritante para
(especiarias, H\v/mu -9.1 d=1.07 insoltiivel em | os olhos,
cravo da india, f\; /// dgua; sistema
frutal — mac4, 5 . Miscivel em | respiratério e
algas marinhas; e alcool, pele;
odor pungente) cloroférmio, | Cancerigeno.
éter e Oleos.
Geraniol 229-230 |- M =154.25 Praticamente | Causa
(floral - rosas; S CHOH d=0.88 insolivel em | irritacéo.
odor doce e agua;
quente) Miscivel em
dlcool e éter.
Linalol | Ok 198 - M =154.25 Praticamente | Irrita 0s
(floral, i _: d=0.86 insolivel em | olhos, a pele e
amadeirada, (k ﬂ dgua; as vias
citrica; odor )I\ Miscivel em | respiratdrias.
doce, fresco e alcool e éter.
leve)
Terpineol f 206-207 |- M =154.25 Irrita 0s
(floral;  odor [’7”/ \] d=0.93 olhos, a pele e
doce) \T/ as vias
/ Sy respiratdrias.
Pineno 155 -62 M =136 Praticamente | Téxico
(odor a d=0.878 insolivel em
turpentine) dgua; Soldvel
CHy em alcool,
CHg cloroférmio,
“ éter e 4cido
CHy acético

glacial.
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3 - A Esteva

A esteva (Cistus Ladaniferus) ¢ uma planta da familia
das Cistdceas, origindria da Peninsula Ibérica, encontra-se
distribuida por Portugal, predominantemente a sul do Tejo.

E uma planta que se desenvolve em terrenos éridos,
graniticos, xistosos ou siliciosos. Suporta bem periodos
secos e resiste a temperaturas baixas, dai a sua abundincia
na regido Mediterranica, especialmente a sul, onde a
amplitude térmica € significativa.

E um arbusto perene que pode atingir até 2,5 metros
de altura. As folhas sdo verde escuro, muito viscosas e
ligeiramente ciliadas. O fruto € de cdpsula, globuloso, mas
seco. A flor € imaculadamente branca podendo apresentar
um anel de manchas pirpura; possui cinco pétalas e pode
atingir até 11 cm de didmetro.

A esteva que possui manchas pirpura nas pétalas €
vulgarmente designada por planta das cinco chagas de

Cristo.

Figura 1 — Esteva [3].

E uma planta muito aromdtica que segrega um Oleo-resina que actua como anti-

transpirante: reflecte a radiagdo, servindo de protec¢do contra a evaporagdo (exsudagio)

responséavel pelo seu cheiro caracteristico. Por outro lado, esta resina que recobre toda a

planta, tem como fun¢do impedir o crescimento de outras plantas na sua proximidade.

A época da floragdo ocorre em meados da Primavera e a colheita dever4 ser realizada

em Agosto (a quantidade de dleo-resina serd tanto maior quanto maior o niimero de dias

quentes que a planta suportou), embora o seu aroma seja mais intenso antes do fim de Julho.

As sementes contém material feculoso e os caules podem ser utilizados, juntamente com

outras farinhas. As folhas e os ramos superiores sdo ricos em ldbdano e glucésidos. O labdano

foi muito usado para preparar emplastros para hérnias e como calmante [2], [3].
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Os compostos extraidos da planta podem ter, assim, as seguintes aplicagdes:

inddstria de perfumaria / cosmética, saboes e detergentes;

- componente de farinhas para o gado;

medicinais (como calmante);

fitoremediacdo de solos contaminados com metais pesados [1].
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4 — Métodos de extraccio e concentracao

4.1 - Introducao

A extrac¢@o das esséncias pode dar-se logo apés a colheita da planta, quando hi o
risco de ocorrerem perdas e alteragdes (o0 que acontece por exemplo com as flores), ou entdo
procede-se a sua armazenagem e secagem (raizes, cascas, folhas, frutos e sementes) para
posterior extracgdo. De um modo geral, a armazenagem e a secagem modificam e podem
prejudicar as esséncias devido a volatilizagdes, hidrdlises, oxidagdes e polimerizagdes que
possam ocorrer. O rendimento e a composi¢do quimica das esséncias estdo dependentes de
vérios factores tais como:

- parte da planta

- regido de proveniéncia
- clima

- época de colheita

- método de extraccio

Assim sendo, a escolha do método de extracgdo mais adequado resulta, de um modo
geral de um compromisso entre rendimento e composi¢do das esséncias.

As técnicas de extracgdo avaliadas neste estudo sdo a extrac¢do por Soxhlet e a

extraccdo e destilacdo simultinea (SDE).

4.2 - Extraccao

A etapa de extracgdo € normalmente precedida de operagbes de preparagdo ou pré -
tratamento do material vegetal. O pré — tratamento pode compreender etapas de secagem,
moagem ou trituragdo da matéria-prima. O objectivo destas operagdes € facilitar a extracgdo e
aumentar a sua eficiéncia. A matéria-prima utilizada convém ser “fresca”, uma vez que se
estdo a extrair compostos voléteis, que se vdo “perdendo” ao longo do tempo.

Nestas etapas de preparagdo da amostra ocorrem normalmente perdas de analito, o que
faz com que a reprodutibilidade e a repetibilidade dos ensaios efectuados sejam afectados. Por
isso a escolha do método de extrac¢do € fundamental para o sucesso do método de andlise a

utilizar.
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4.2.1 — Extracc¢io Solido — Liquido (Soxhlet)

Este método de extracgdo € utilizado para extracgdes continuas de compostos
organicos de matrizes solidas. O solido que vai ser extraido € colocado num cartucho feito de
papel de filtro, que é colocado no aparelho de Soxhlet (figura 2). Conforme se pode ver na
figura 2, o aparelho de Soxhlet é colocado entre um baldo contendo o solvente escolhido e um
condensador em posigdo de refluxo. O solvente é aquecido, os vapores formados ascendem
pelo tubo lateral de maior didmetro sendo arrefecido no condensador fazendo com que o
solvente ja condensado caia dentro do cartucho que contem o solido, extraindo os analitos do
solido para o solvente. Quando o nivel do solvente no aparelho de Soxhlet atinge a parte
superior do tubo de menor diametro, o solvente enriquecido com o extracto retorna ao baldo
por efeito de sifdo. Este processo torna-se mais eficiente quando o solvente € repetidamente

recirculado através do solido.

Baldo com

solvente ‘\
o

Figura 2 — Representac¢do esquematica de uma unidade de extracgdo de Soxhlet

Esta técnica apresenta como desvantagens o elevado tempo de extracgdo e o consumo de

solventes organicos [4].
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4.2.2 — Extracc¢io e Destilacio Simultinea (SDE)

A técnica de extrac¢@o e destilagdo simultdnea (SDE) e a sua aplicagdo a analise de
compostos vestigiarios € relativamente recente.

A extracgdo SDE foi descrita pela primeira vez em 1964 por Likens e Nickerson. Esta
técnica de extrac¢do, permitiu a estes investigadores realizar a separagdo e enriquecimento de
compostos volateis (aromas) de lapulo, numa unica operagao.

Assim este método constitui um método versatil e prometedor na extracg¢do de
compostos vestigiarios organicos em amostras solidas e liquidos, para analise por
cromatografia.

Na figura seguinte, esta esquematizada a instalagdo de SDE utilizada neste trabalho(ver
em anexo a representa¢do esquematica de uma unidade de SDE desenvolvido por Likens e

Nikerson).

g

| Condensador

Brago do vapor

de agua 44— - Braco do solvente

YYYYYYYVYYY
ALAAddAAiAdd

Baldo da Fase

~

Organica

Baldo da Fase
Aquosa

Figura 3 — Representagdo esquematica de uma unidade de SDE [4].

Nesta técnica utilizam-se duas fases, aquosa e organica, para proceder a extrac¢do dos
compostos a analisar. No baldo da fase aquosa (direita) é colocada a amostra a extrair € no
balio da fase organica é colocado um solvente organico apropriado a extrac¢do dos
compostos em causa. Se o solvente a utilizar for menos denso que a agua, a zona central em

forma de U, € cheia primeiro com agua até a marca e depois com o solvente de extracgdo até
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os liquidos verterem para os respectivos baldes. Se, pelo contrario, o solvente for mais denso
que a dgua o processo € feito de maneira inversa.

Uma vez preparada a instalacdo as duas fases sdo aquecidas até a ebuli¢ao. O vapor de
dgua formado sobe pelo respectivo brago, arrastando consigo o soluto contido na amostra. O
vapor do solvente sobe também pelo seu brago e entra em contacto, em espiral, com o vapor
de 4gua na parte superior do equipamento, dando-se a transferéncia do soluto da fase aquosa
para a fase organica. Simultaneamente os vapores condensam em contacto com o condensador
arrefecido por um refrigerante, a d4gua e o solvente caem na zona central em forma de U.
Nesta zona ocorre entdo a separagdo das duas fases por decantagio retornando cada uma ao
respectivo baldo. A semelhanca do Soxhlet, quantas mais vezes se recircular maior serd a
eficiéncia de extracgao.

Ap6s um tempo de extrac¢do definido interrompe-se o aquecimento dos baldes e deixa-
se arrefecer o sistema. Uma vez arrefecido recolhe-se a fase orginica contida na zona central
para o respectivo baldo, por inclinagdo do equipamento. A solugio assim obtida segue depois
um tratamento apropriado para andlise posterior.

A técnica de extracgdo e destilagdo simultdnea € uma boa alternativa a técnicas de
extrac¢gdo como por exemplo o Soxhlet. Neste método obtém-se elevadas eficiéncias de
extrac¢do. Mas, para obter a eficiéncia desejada € necessdrio optimizar alguns pardmetros
como por exemplo: o solvente utilizado e o tempo de extracgdo.

A optimizagdo destes pardmetros € feita através de “spikes”. Estes “spikes” sdo tratados
da mesma forma que a amostra, sendo a tnica diferenga existente a utiliza¢do, no baldo da
fase aquosa, duma mistura de padrdes com concentragdes conhecidas. Assim sendo, pela
andlise da resposta obtida por cromatografia — drea do pico em funcdo da varidvel alterada —
podemos determinar qual o solvente e qual o tempo de extrac¢do mais adequados. Cada uma
destas varidveis (solvente e tempo de extrac¢do) € optimizada individualmente [4], [5] e[6].

Tendo em conta as vantagens apresentadas pela extrac¢do SDE, esta foi a técnica

principal adoptada para este trabalho.
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4.3 - Concentracdo — Microextrac¢ao em fase sélida (SPME)

Um passo muito comum apds a extracgdo € a concentragdo dos analitos extraidos, visto
que por vezes os compostos a analisar sdo vestigidrios ou seja estdo presentes na amostra em
teores bastante inferiores aos limites de detecg¢do dos equipamentos de andlise. Neste estudo, a
técnica de concentragdo utilizada para isolar e concentrar os aromas foi a técnica de
microextrac¢do em fase sélida (SPME).

A microextracgdo em fase sé6lida € uma técnica recente de extracgdo e pré-concentragdo
de compostos organicos a partir de pequenas quantidade de amostra (tipicamente da ordem de
1 a 10 ml) de ar, d4gua, compostos agroalimentares e fluidos biolégicos (sangue, urina, soro),
em que ndo € necessdrio o uso de solventes orginicos. A amostra € mantida em contacto com
uma fibra revestida de um material adsorvente durante o intervalo de tempo suficiente para
reter os compostos que vdo ser analisados. A fibra é depois introduzida no injector de um
cromatdgrafo de fase gasosa, onde se dd a dessorgdo térmica.

Na figura seguinte, ilustra-se o procedimento de uma extrac¢do e dessor¢do por SPME.

Expor a fibra / extrair l Recolher a fibra / retirar a agulha EXtracg‘aO

Introduzir a agulha no frasco

os analitos
contendo a amostra F
]

Dessorg¢ao

. analitos
Introduzir a agulha no injector do

cromatdgrafo
—

e B ;{ - *
i .

E. fi y I
I xpm‘hbm / desorver H Retirar a agulha

o

Figura 4 — Representacdo esquemdtica do procedimento de extrac¢do e dessor¢do numa

andlise por SPME [4].
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A extracg@do SPME ndo é uma técnica de extrac¢do total, mas sim uma técnica de
equilibrio entre as fases envolvidas. Deste modo, SPME ¢ particularmente sensivel as
condigdes experimentais da extrac¢do. Factores como: tipo de revestimento, polaridade e
espessura da fibra, tempo de exposi¢do da fibra a amostra, agitagdo da amostra, método de
amostragem (headspace ou imersdo), temperatura, adi¢do de um electrolito (NaCl), devem ser
ajustados com vista a optimizar a extrac¢ao.

Para se desenvolver um método de SPME, € necessario escolher inicialmente o tipo de
fibra e a sua espessura. A escolha da fibra depende da polaridade, volatilidade e do tamanho
do analito. Os compostos apolares sdo preferencialmente extraidos por fibras apolares, uma
vez que existe uma competi¢do entre a fibra e a matriz pelo analito. Quanto maior for a
afinidade entre o analito e a fibra melhor. O mesmo raciocinio se aplica a compostos polares.

Em relag@o a espessura da fibra, quanto mais espessas forem, maior sera a quantidade de
analito extraido e melhor sera a adsor¢do se os compostos forem volateis, mas estas também
podem ser usadas para compostos menos volateis, no entanto requerem mais tempo para a
extrac¢do e podem correr o risco de ndo serem totalmente dessorvidos, afectando assim, as
extracgdes seguintes. Para compostos ndo polares, sdo aconselhaveis fibras com menor
espessura.

Na figura 5, € ilustrada a estrutura da seringa utilizada actualmente em SPME.

<— Embolo

Parafuso de
{€— retengdo do
émbolo : 2
| f<— suporte da fibra
<— Fibra

Figura 5 — Seringa e fibra para SPME [4].
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Depois de escolher o tipo e a espessura da fibra, fixa-se a temperatura e o tempo de
extrac¢do, de modo a atingir-se o equilibrio na distribuigdo dos compostos entre a amostra € 0
revestimento da fibra. A temperatura escolhida deve ser, suficientemente elevada para
volatilizar os compostos a analisar da matriz para o headspace, favorecendo a extracgdo, mas
ndo deve ser alta ao ponto que a fibra comece a dessorver, ou seja a fibra perde a capacidade
de adsorver.

O tempo de extracgdo, pode ser reduzido acelerando o processo de difusdo na fase
liquida por agitagdo da amostra, com agitador magnético, ou aumentando a pressao de vapor
dos aromas por aquecimento da amostra.

Apds a escolha da fibra, da temperatura e do tempo de extracgdo, segue-se a
determinagdo do método de extrac¢do mais adequado. A extracgdo pode ser realizada em

headspace ou em imersdo da fibra na amostra (ver figura 6).

S A —

l Fibra

headspace

(@) (®)

Figura 6 — Métodos de amostragem por imersdo (a) e em headspace (b) [4].

A extrac¢do em headspace, permite reduzir o tempo de extracgdo, uma vez que 0s
coeficientes de difusdo dos analitos na fase de vapor sdo superiores aos de difusdo na fase
aquosa, para além de ndo expor a fibra directamente a matriz, permitindo desta forma eliminar
mais interferentes.

A agitagdo da amostra ¢ também um parametro importante na optimizagdo do método
porque permite atingir mais rapidamente o equilibrio entre a fase aquosa e a de vapor. No
caso de a extracgdo por imersdo, a agitagdo permite diminuir a resisténcia a difusdo que
representa a camada estatica de solugdo que rodeia a fibra.

Dois outros parametros que também interessa optimizar, sdo a adigdo de sal e ajuste de
pH. A adigdo de sal, normalmente NaCl, permite alterar a for¢a ionica da solu¢do e reduzir a

solubilidade de alguns compostos, facilitando a sua passagem para a regido de headspace. O
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ajuste do pH, permite também alterar a solubilidade. A combinagdo destes dois factores
permite aumentar a extraccao em headspace.

O tempo de dessorc¢do da fibra e a temperatura do injector, tém também de ser avaliados
de modo a garantir uma dessor¢do completa dos aromas sem os degradar, isto para que nio
haja efeitos de memoria nas injecgdes seguintes.

A optimizacdo de cada um deste pardmetros € realizada, pela andlise da resposta do
detector em termos de drea em funcio do pardmetro em estudo.

A determinacdo quantitativa dos aromas s6 pode ser realizada através de uma calibragio
prévia, com padrdes extraidos sob as mesmas condi¢des experimentais da amostra. Uma vez

que, como ja foi referido, SPME ndo € uma técnica de extracgio total [4], [10] e [11].
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5 — Método de analise

5.1 - Cromatografia Gasosa (GC)

Os extractos obtidos por SDE sdo misturas muito complexas, constituidas por iniimeros
COmpOstos.

A cromatografia é um método analitico amplamente usado para separacdo, identificagdo
e quantificacio de componentes em misturas complexas. Este método de andlise foi usado
pela primeira vez em 1903 pelo botinico russo Tswett para separar substincias coradas,
donde alids lhe vem o nome. Actualmente, contudo, a técnica € usada para uma grande
variedade de misturas, que s6 ocasionalmente tém cor.

A cromatografia gasosa é uma forma particular dentro do processo geral de separagio.
Todas as formas de cromatografia envolvem a particdo de compostos entre duas fases
diferentes, transportados por intermédio de um veiculo fluido (fase mével) através de um
meio, ndo miscivel com o anterior (fase estaciondria), movendo-se a velocidades diferentes,
consoante a sua solubilidade, o que tém como ultima consequéncia a sua separagao fisica.

A figura seguinte representa esquematicamente um cromatégrafo gas-liquido.

. Conlrpladores  Injector
@ UR prEssIo | , Detector
TmS—— = S

atema de Reqisto
e Sinal

‘Bas e

Arrasin -

(Gluna

Figura 7 — Esquema de um cromatdgrafo gas-liquido {7].
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5.1.1 - Gas de arraste

O gés de arraste normalmente utilizado € o azoto, hélio ou o hidrogénio, comprimido em
cilindros. A escolha do gés depende de factores como a disponibilidade, a pureza requerida, o
consumo e o tipo de detector utilizado.

A eficiéncia do aparelho depende da manutencdo de um fluxo de gis de arraste
constante. As condi¢des de fluxo gasoso a entrada do sistema de introdu¢do da amostra

(injector) sdo controlas por reguladores de pressdo e védlvulas de medigao.

5.1.2 — Sistema de Injeccao (Injector)

A coluna cromatogrifica € ligada ao sistema de injecgdo onde a amostra pode ser
introduzida manualmente através de microseringas ou automaticamente através de um injector
automdtico. A temperatura do injector deve ser tal que o liquido seja rapidamente vaporizado
sem, no entanto, se decompor ou fraccionar a amostra.

De um modo geral deve-se injectar a menor quantidade possivel de amostra, de acordo

com a sensibilidade do detector.

5.1.3 - Coluna

A separagio dos componentes presentes na amostra efectua-se na coluna
cromatografica. Os componentes da amostra que apresentem maior afinidade para a fase
estaciondria sdo retidos durante mais tempo na coluna. Factores como a natureza do suporte
sélido, tipo e quantidade da fase liquida, método de empacotamento, comprimento €
temperatura sio importantes para se obter a resoluc¢do desejdvel.

As colunas usadas em cromatografia gasosa dividem-se em duas categorias distintas:
colunas de empacotamento ou enchimento ou colunas capilares. Nestas ultimas o suporte de
natureza granular é substituido por capilares de metal ou de vidro, funcionando as paredes

como suporte para a fase estaciondria.
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5.1.4 — Detector

A funcido do detector € “medir” as quantidades dos componentes separados que se
encontram na corrente gasosa que abandona a coluna. A selecg¢do do detector depende do
nivel de concentra¢do a ser medido e da natureza dos compostos. Os detectores podem ser de
condutividade térmica, ionizagdo de chama, captura electrénica, termoiénico ou fotométrico
de chama.

O detector existente no cromatdgrafo utilizado é um detector de ionizagio de chama
(FID — Flame Ionization Detector).

Neste tipo de detector, o hidrogénio € misturado com os gases que efluem da coluna e
sdo queimados em atmosfera de oxigénio ou ar. Os ides produzidos conduzem uma corrente,
desde a chama, que serve de eléctrodo, até um outro que a envolve e que estd situado
préximo, sendo seguidamente amplificada e registada.

Na figura 5, apresenta-se uma representagcdo de um detector de ionizacdo de chama.
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Figura 8 — Detector de ionizagdo de chama [7].

Este detector é sensivel a cerca de 107° g da maioria dos compostos orginicos, mas ¢
completamente insensivel, ou s6 fracamente sensivel, aos gases inerte, N2, Hz, O, H,O, NH3,
H,S, CS,, CO, Cl,, COS, NO, N>O, NO,, SO,, SOs, compostos volateis de silicio e de um
modo geral a todos os componentes inorganicos.

Para operar com um detector de ionizagdo de chama em boas condigdes de
sensibilidade, € necessdrio escolher o caudal de hidrogénio e do comburente (ar ou oxigénio),

um vez que a escolha do caudal de azoto fica condicionada pela necessidade da andlise.
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A resposta do FID € linear para a maioria dos compostos organicos e € dependente ndo
s6 da quantidade de composto orginico na chama, mas também do nimero de dtomos de
carbono por molécula de composto, desde que as substincias apresentem o mesmo tipo de
atomos.

Este detector tem a grande vantagem da sua grande sensibilidade, pequeno tempo de
resposta, grande dominio da linearidade e, embora sendo destrutivo, de poder utilizar apenas

uma fraccdo muito pequena da amostra.

5.2 Analise Qualitativa

Tal como j4 foi referido, a cromatografia € um método de andlise largamente usado na
identificagdo de componentes em amostras constituidas por uma grande variedade de espécies
quimicas. Dado que um cromatograma oferece um vnico tipo de informagdo (tempo de
retengdo), a andlise qualitativa de amostras complexas, de composi¢cdes desconhecidas €
limitada. Esta limitagdo pode ser ultrapassada por ligagdo das colunas cromatogrificas
directamente a espectrémetros de ultravioleta, infravermelho ou de massa. Estes instrumentos
sdo ferramentas poderosas na identificagdo de compostos em misturas complexas.

Para uma identificacdo correcta dos componentes numa amostra é necessirio que os
picos presentes no cromatograma nio se apresentem sobrepostos. Para isso, ha que utilizar um

programa de temperaturas adequado.

Um programa de temperaturas que conduza a uma boa separa¢do dos picos contribui

também para uma melhor quantificagdo dos componentes na amostra.

5.3 - Analise Quantitativa

A vertente quantitativa da andlise cromatogrifica baseia-se na comparagio tanto da
altura como da drea de um pico de analito com um ou mais padrdes. Se as condigbes forem
correctamente controladas, ambos os pardmetros variam linearmente com a concentragio.

Neste estudo, foram preparadas uma série de solugdes padrio, para cada componente em
estudo, cuja gama de concentragdes deveria conter aquela a qual se encontra determinado

componente na amostra injectada.



Estudo de Novas Técnicas de Extraccdo de Aromas de Residuos Florestais 27

Os cromatogramas dos padrdes sdo obtidos e as dreas dos picos sdo representadas em
fungdo das concentragdes. Esta representagdo deve consistir numa linha recta (curva de
calibrag¢do). A quantificagdo € baseada nessa fungdo.

As fontes de erro mais importantes neste método quantitativo baseado em padrées sdo
geralmente a incerteza no volume da amostra injectada e a rapidez da injec¢éo.

As amostras sdo geralmente pequenas (= 1 UL), e as incertezas, associadas a injec¢do
com uma microseringa de um volume reprodutivel desta dimensdo, podem ter uma
percentagem relativa considerdvel. Em cromatografia gasosa, este parimetro pode ser
afectado, pois a amostra € introduzida num injector aquecido onde a evaporagido na agulha

pode levar a grandes variagdes no volume injectado [7], [8] e [9].



Estudo de Novas Técnicas de Extraccio de Aromas de Residuos Florestais 28

6 — Parte Experimental

O procedimento experimental, que se apresenta de seguida, vai ser dividido em duas

partes: a obtencdo dos extractos e o estudo das condigdes Sptimas de andlise por GC/FID.

6.1 — Obtencao de extractos

Tal como j4 foi referido, os compostos foram extraidos da planta (esteva) utilizando as
técnicas de Soxhlet e de SDE. Inicialmente utilizaram-se estas duas técnicas mas devidos as

vantagens, j4 apresentadas, pelo SDE adoptou-se esta para o estudo em causa.

¢ Preparacdo das amostras:
- As amostras de esteva, conservadas ao abrigo da luz, sofreram previamente

uma operagdo de moagem.

¢ Extracgdo SDE dos compostos:

- Num baldo de 500 mL de fundo redondo (fase aquosa), foram introduzidos

cerca de 15 g de esteva moida juntamente com 300 mL de dgua destilada.

- Num baldo de 100 mL de fundo redondo (fase organica), foram introduzidos

30 mL de solvente* juntamente com esferas de vidro.

- A zona em U do SDE € cheia, primeiro com 4gua destilada até 4 marca
colorida e depois com o solvente até comegar a verter liquido em cada um dos dois bragos do
SDE.

- O condensador estd ligado a um refrigerador de dgua e mantido a 10 °C. Os
bragos do condensador sdo isolados para garantir a condensagio na zona de contacto entre as
fases gasosas.

- Os baldes das duas fases sdo aquecidos por mantas de aquecimento. A
extrac¢do tem inicio quando ambas as fases comegam a refluxar. O tempo de extracgio
escolhido foi de 2 h.

- Apds 2 h desliga-se a manta de aquecimento da fase aquosa, mantendo o
refluxo da fase orgdnica por mais 10 minutos.

- Ap6s o arrefecimento do sistema, faz-se passar o solvente da zona em U para

o baldo da fase orgénica, inclinando o SDE.
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e Tratamento da fase orgénica:
- Evapora-se o solvente no evaporador rotativo.
- Adicionam-se pequenas quantidades de etanol, para lavar o baldo, e transfere-
se para um baldo volumétrico de 5 mL, perfazendo o volume com etanol.

- As solugdes assim obtidas sdo guardadas no frigorifico para posterior andlise.

* Foram realizados ensaios com vdrios solventes tendo sido estes: n-pentano, ciclohexano,

éter dietilico, cloroférmio, diclorometano e n-hexano.

6.2 — Estudo das condicdes éptimas de analise

Para o estudo destas condigoes utilizou-se um Cromatégrafo Gasoso Finnigan 9001,
com detector de ionizagdo de chama (FID — Flame lonization Detector).

A coluna cromatografica J& W Scientific apresenta as seguintes caracteristicas:
-DB-1 (I5mx0.53 mm x 1.5 um)
- 100 % Dimetilpolisiloxano
- Nao-polar
-T=260°C

O gés de arraste utilizado foi o Hélio, a um caudal de 4.6 ml/min.

O cromatdgrafo foi utilizado com os seguintes caudais de gases:

- Caudal de H, 15 mL/min
- Caudal de ar 175 mL/min
- Caudal de Make-up + coluna (Hélio) 25mL/min

O estudo das condigbes Sptimas de andlise consistiu na alteragdo sucessiva do
programa de temperatura inicial de modo que os picos correspondentes aos compostos
apresentassem a melhor separagdo possivel. Em seguida apresenta-se o programa de
temperatura onde se verificou uma melhor separagdo dos analitos ( figura 9):

¢ 70 °C durante 2 minutos

¢ Rampa de 2 °C/minuto até 120 °C
¢ 120 °C durante 2 minutos

¢ Rampa de 10 °C/minuto até 200 °C

e 200 °C durante 2 minutos
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Figura 9 — Programa de temperaturas.

Temperatura do Injector - 250 °C
Temperatura do Detector - 300 °C

Em seguida, apresentam-se dois cromatogramas correspondentes a separagio obtida

para uma mistura de padrdes e para um extracto de esteva, respectivamente, para as condigdes

de analise ja apresentadas.
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Figura 10 — Cromatograma correspondente a uma mistura de padrdes.
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Figura 11 - Cromatograma correspondente a um extracto de esteva (solvente — éter dietilico).

Neste ultimo cromatograma, correspondente a um extracto de esteva obtido por SDE e
utilizando como solvente éter dietilico, ndo foi possivel identificar nenhum composto em
estudo. Isto ndo significa que os compostos ndo estdo presentes na esteva mas, pode significar

que a quantidade existente € demasiado reduzida para ser detectada.
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7 - Conclusao

No que diz respeito aos métodos de extracgdo, e tal como ja foi referido, a SDE
apresenta algumas vantagens relativamente a extrac¢ao por Soxhlet, jd que permite obter um
extracto menos complexo, isto €, isento de alguns interferentes, tais como as clorofilas. Pode
dizer-se que os extractos obtidos por Soxhlet sdo mais “sujos”, uma vez que as clorofilas
também sdo extraidas e assim os extractos apresentam uma coloragdo verde escura. Os
extractos obtidos por SDE apresentam uma coloragdo amarelada e mais limpida.

Através da SDE, € possivel, por optimizagdo de alguns pardmetros (por exemplo: tipo €
quantidade de solvente e tempo de extrac¢io), a obten¢do de um rendimento maior com
menor volume de solvente utilizado, relativamente a outras técnicas de extracgio.

Durante este estdgio ndo foi possivel estudar exaustivamente estes parimetros mas 0s

resultados obtidos podem servir como ponto de partida para estudos futuros.
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9 - ANEXO - Representacio esquemaitica de uma unidade de SDE desenvolvido por
Likens e Nikerson
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