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1 INTRODUCAO

Na historia da humanidade, as plantas aromaticas vém sendo utilizadas desde a
Antigtidade. No entanto, foi apenas a partir da Idade Média, através da descoberta do processo
de destilagdo, que se iniciou a real comercializacdo de materiais aomaticos. Com isso, na
China, na india e no Oriente Médio, as plantas aromaticas, os 6leos e as aguas perfumadas
passaram a ser amplamente utilizados, da cozinha as préticas religiosas ™.

No contexto atual, 6leos com uma melhor relagdo custo-beneficio requerem dos
métodos de extracdo de dleos essenciais a preservacdo da composi¢ao original da planta que
produz a fragrancia natural, buscando o maximo rendimento.

Dentre as técnicas usuais de extracdo estdo a extracdo com solventes organicos, a
destilacdo por arraste a vapor, a hidrodestilacdo e a extracdo com fluido supercritico. A técnica
de destilacdo por arraste a vapor é a mais empregada no setor industrial de éleos essenciais,
tendo como caracteristica a extracdo dos componentes volateis, presentes no vegetal, pelo
vapor d’agua gerado. A técnica de hidrodestilacdo é uma técnica laboratorial que consiste no
contato direto da agua quente com o material a ser extraido. As extracdes com solventes
organicos tém como desvantagem o fato dos extratos apresentarem residuos de solvente,
exigindo, assim, uma etapa de remocao, resultando em custos operacionais adicionais. Além
disso, pode haver perdas dos compostos mais volateis. A extracdo com fluido supercritico
permite, entre outras vantagens, a extracdo de compostos termosensiveis por utilizar
temperatura de extragcdo amena.

O rendimento e a composi¢cdo de um oOleo essencial dependem tanto de fatores
intrinsecos (hereditariedade) quanto extrinsecos (chuva, seca)®. O tipo de processo de
extracdo € um fator extrinseco importante capaz de alterar consideravelmente o perfil da
esséncia. Técnicas mais eficientes na extracdo de canfora, por exemplo, séo mais aplicadas na
industria farmacéutica por produzir um extrato com maior agdes analgésicas. Ja 0s extratos

com altos teores de monoterpenos ndo oxigenados séo inviaveis as industrias de perfumaria.

O Instituto de Biotecnologia da Universidade de Caxias do Sul (IB-UCS), desde 1992
coordena um projeto intitulado "Extracdo e Transformacao de Oleos Essenciais”, que tem como
objetivo agregar agroindistrias, agricultores e pesquisadores para o desenvolvimento da
producdo de Oleos essenciais a partir de plantas aromaticas. Dentro desta idéia, o cultivo de



alecrim tem despontado como alternativa para os diferentes setores industriais a que se pode
destinar, surgindo como nova opg¢ao econémica na produgéo agricola.

O alecrim e o seu Oleo apresentam odor agradavel e caracteristicas terapéuticas,
requisitos para os setores de perfumaria, aromaterapia e fitoterapia. Nos Ultimos anos, o
governo do Estado tem demonstrado interesse na area de oleoquimica, que aparece como
alternativa de producéo devido a sua ampla e diversificada aplicacao.

Nesse universo produtivo, o controle de qualidade tanto da planta como do dGleo
essencial, e os fatores que influenciam na qualidade do produto final ttm desempenhado papel
importante na definicho de um produto com alto valor agregado que possa atender as
exigéncias do mercado.

As técnicas de caracterizacao de 6leos essenciais abrangem analises organolépticas —
como odor e cor —, testes fisico-quimicos —, como umidade, densidade, indice de refracéo e
metais pesados —, técnicas cromatograficas — como, por exemplo, a cromatografia a gas com
detector seletivo de massas — e técnicas de eletroforese®. Esses processos sdo empregados
para a determinacdo da qualidade do 6leo apds a extracdo. Da década de 90 em diante, com a
introducéo da técnica de Microextracdo em Fase Solida (SPME — do inglés, Solid Phase Micro
Extraction), passou a ser possivel realizar andlises de plantas in vivo, permitindo obter um perfil
dos compostos volateis proximo do original, contribuicdo valiosa para o setor de 6dleos

essenciais.

O tratamento de um grande numero de dados tem exigido o uso de ferramentas
matematicas que permitam interpretacdes mais consistentes. O método de andlise dos
componentes principais PCA (do inglés, Principal Components Analysis) tem sido apontado na
literatura como uma ferramenta que permite identificar correlacdes significativas a partir de
combinagbes lineares de varidveis independentes, gerando um novo sistema com variacdes
significativas.

A partir dessas consideracOes, este trabalho teve como objetivo geral, investigar a
composicéo volatil dos oleos de alecrim, cultivados em Campestre da Serra (RS), extraidos por
hidrodestilacéo, extracdo com fluido supercritico (SFE) e microextragdo em fase solida (SPME).
Como parte desse trabalho foi necessario inicialmente desenvolver uma metodologia analitica
para a amostragem e a identificacdo dos constituintes da fracdo volatil das amostras.

Parametros tais como: natureza da fibra, tempo e temperatura de exposi¢édo, foram estudados
2



na otimiza¢do do método. O trabalho envolveu ainda a planta de alecrim em estado anormal de
desenvolvimento, como auséncia de agua, stuacdo real que preocupa 0s cultivadores. Em
todas as analises foram aplicadas as metodologias analiticas otimizadas para cromatografia a
gas com detector de ionizacdo em chama (GC-FID; do inglés, Gas Chromatography with Flame
lonization Detector) e cromatografia a gas com detector seletivo de massas (GC-MSD; do
inglés, Gas Chromatography with Mass Selective Detector). No tratamento dos resultados foi
avaliada a potencialidade da ferramenta matematica de Analise por Componentes Principais
(PCA). Cabe salientar que esse trabalho de pesquisa foi realizado em parceria com o Instituto
de Biotecnologia da Universidade de Caxias do Sul (IB-UCS) e com a Pontificia Universidade
Catélica do RS (PUC-RS).

O presente manuscrito aborda inicialmente um capitulo de revisédo bibliografica onde,
entre outros itens, serdo relatados os trabalhos publicados sobre a aquisicdo de 6leos
essenciais obtidos pelas mesmas técnicas aplicadas nesta investigacao. No capitulo seguinte,
onde trata do procedimento experimental, estdo dispostas as metodologias otimizadas e,
finalmente, a discussao dos resultados obtidos com as plantas e éleos de alecrim.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1  Oleos Essenciais

Desde a Antiguiidade, os homens utilizavam compostos extraidos de plantas com o
objetivo de curar doencas e até mesmo como aromatizantes e flavorizantes em especiarias
culinarias. Essas misturas aromaticas complexas de substancias volateis ficaram
conhecidas como 0Oleos essenciais.

Segundo a definicido de Baroni et al.!, os 6leos essenciais, s&0 uma parte do
metabolismo da planta, constituidos geralmente por terpenos que podem ou nao estar
associados a outros mmpostos, na maioria volateis, e que caracterizam o aroma e a
fragrancia do vegetal. Os 6leos essenciais encontram-se em diversas partes das plantas,
principalmente nas folhas e flores, mais especificamente em estruturas especializadas,
como os pélos glandulares e as bolsas secretoras>®.

Dentre os terpenos, os mais encontrados sdo 0s monoterpenos, compostos de dez
carbonos, e o0s sesquiterpenos, compostos de 15 carbonos. Esses compostos sdo
originados por processos conhecidos como rotas metabdlicas. Aquelas que sdo essenciais a
vida do vegetal, como as rotas metabdlicas de sintese, degradacdo e conservagédo de
energia, pertencem ao metabolismo primario da planta. Quanto as rotas secundarias,
acredita-se que sao ativadas durante algumas situacbes especificas de crescimento e
desenvolvimento ou, ainda, em situacdes de estresse, provocadas por ataques
microbioldgicos ou por limitagdes nutricionais®. Especula-se ainda que tais metabdlitos
surgem como defesa a agentes externos, agindo como repelentes ou atratores dos
mesmos’. Na Figura 1 tem-se a rota metabdlica dos metabélitos secundarios derivados do

isopreno.
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Figura 1: Rota metabdlica dos metabdlitos secundérios derivados do isopreno. (1) 3-hidroxi-
3-metil-glutaril CoA; (lII) mevalonato; (Ill) isopentenil-pirofosfato (IPP); (IV) dimetilalil-

pirofosfato; (V) geranil-pirofosfato e (VI) famesil-pirofosfato®.

Uma unidade de acetoacetil-CoA se condensa com uma molécula da acetil-CoA e,
apos hidrdlise, forma a 3hidroxi-3-metilglutaril-CoA (1). Por uma reacéao irreversivel, (1) é
reduzida a mevalonato (ll), entdo convertido em isopentenil-pirofosfato (Ill), ou isopreno
ativo, a unidade basica da formacédo dos terpenos. A molécula de isopentenil-pirofosfato e
seu isbmero, dimetilalil-pirofosfato (IV), formam trans-geranil-pirofosfato (V), originando os
demais terpenos. Novas ligacbes entre trans-geranil-pirofosfato e isopentenil-pirofosfato
resultam em sesquiterpenos e diterpenos. Entretanto, a ligacdo entre duas moléculas de
farnesil-pirofosfato (VI) originard esqualeno, o precursor da maioria dos triterpenos e
esteroides.

Dependendo da localizacdo do 6leo na planta, os 6leos essenciais apresentam
diferentes composi¢cdes. O Eucalipto, a menta, o patchuli e a sélvia armazenam suas
esséncias nas folhas; ja a angélica, o gengibre, o sandalo e a valeriana armazenam nas
raizes; as frutas como a laranja, o liméo e os citricos em geral, no pericarpio do fruto, e a
lavanda, a rosa e o tomilho, nas flores. O rendimento varia de 0,5 a 2,0%, dependendo do
processo extrativo. Em vista disso, a producao e extracdo de 6leos essenciais de plantas
aromaticas tém se desenvolvido cada vez mais com o propésito de abastecer um mercado
ocioso. Até 1960 era muito dificil a entrada de novas esséncias, principalmente nas
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industrias de alimentos, por causa do grande impacto que as esséncias sintéticas causaram.
Com a exigéncia cada vez maior do uso de compostos naturais, outras parcerias em busca
de tecnologias e cultivos mais avancados foram surgindo. Dessa forma, o mercado
internacional de novas esséncias vem tendendo a desenvolver-se cada vez mais.

Em 1994, o mercado mundial de plantas aromaticas foi estimado em 50 mil
toneladas por ano, do qual somente a Europa importou 13 mil toneladas. Entre os mais
destacados estavam sélvia, orégano, horteld, alecrim, entre outros. O valor estimado do
mercado de 6leos essenciais e produtos relacionados, em ambito mundial, girou em torno
dos 5 milhdes de ddlares em 1995. Aproximadamente 65% desse volume proveio de
espécies cultivadas, cerca de 30%, de arvores, e 1%, de espécies silvestres®.

As principais consumidoras desses 6leos essenciais sdo as industrias de sabores e
fragrancias. Na Europa, as lideres do mercado de sabores séo as fabricantes de bebidas
ndo-alcodlicas e dietéticas. No setor de perfumes, a Franca, a Alemanha e a Inglaterra
detém 57% do mercado europeu, o qual movimentou aproximadamente 67 mil toneladas em
1998.

O Brasil situa-se como um dos principais produtores de o6leos essenciais no
mercado mundial. Entre as esséncias mais produzidas estdo pinheiro-bravo, laranja, hortela,
eucalipto, citronela, alecrim e erva-limdo. Em alguns cultivos, como pau-rosa e carqueja, o
Pais detém quase que a total exclusividade da producdo. Também exporta consideraveis
guantidades de plantas medicinais, extratos e substancias isoladas, alcancando valores da
ordem de 22 bilhdes de dodlares por ano, estimando, ainda que esses valores tendam a

aumentar 0,2 % ao ano. Tais dados vém estimulando o setor agroindustrial do Pais.

Dentro do Rio Grande do Sul, o cultivo de plantas arométicas tem despontado como
alternativa para os diferentes setores industriais a que pode se destinar, surgindo como
nova opcao econdmica na producdo agricola. O Pdélo Agroindustrial de Caxias do Sul
apresenta uma area cultivada na ordem de 5 ha, com um producédo anual do 6leo de alecrim
de aproximadamente 60 Kg/ha e 600 Kg/ano, com dois cortes anuais. A maioria dessa
producdo abastece a industria alimenticia, enquanto a outra parcela se divide entre a
farmacéutica e a fitoterapica. Nos ultimos anos, o governo do Estado tem demonstrado
interesse na area de oleoquimica como alternativa de producdo devido a sua ampla e
diversificada aplicacéo.



2.2  Alecrim (Rosmarinus officinalis L.)

O alecrim, da espécie Rosmarinus officinalis L., € uma planta aroméatica pertencente
a familia das Labiadaes, originaria da Europa e adaptavel a solos secos, pobres e bem
drenados. Com relacéo ao clima, adapta-se melhor ao subtropical®.

O nome Rosmarinus vem do latim e significa "orvalho que vem do mar". Isso por
causa das flores azuladas, pertencentes a planta, que inundam as praias do Mediterraneo,
lembrando o orvalho. Na literatura consta que a planta de alecrim era considerada simbolo
de fidelidade entre namorados e era muito usada na Idade Média para purificar os quartos
de doentes. Pela reputacdo de estimular a memoria, conta-se que estudantes gregos
usavam ramos de alecrim nos cabelos, principalmente quando submetidos a exames®.

A primeira extracdo do 6leo de alecrim por destilacéo foi realizada no ano de 1330

IlO

por Ramon Llull™. A partir de entdo, o 6leo foi muito usado na perfumaria, estando presente

também na denominada “agua hiangara™"

. O Oleo de alecrim comecou a ser estudado
principalmente por suas propriedades: diuréticas, antimicrobianas, cicatrizantes, ténicas,
cardiotdnicas, anti-reumatica, estimulantes, digestivas, anti-reuméticas, e até mesmo
inseticidas***. Os responséaveis por essas acfes estdo também presentes na composicao
da fracao volatil do 6leo essencial de alecrim. Os compostos mais encontrados sao 0s
monoterpenos ndo-oxigenados, como a-pineno, b-pineno, canfeno, mirceno e limoneno; os
monoterpenos oxigenados, como 1,8-cineol, canfora, linalol, verbinol e terpineol; e os

sesquiterpenos, como a- e b-cariofilenos e a-humuleno.

Para classificar individuos de uma mesma espécie que apresentam diferentes
composi¢cdes quimicas, as plantas sdo separadas por quimiotipos (QTs). O alecrim
(Rosmarinus officinalis L.) possui 3 quimiotipos principais: o QT1, normalmente vindo da
Espanha e que possui alto teor de canfora™; o QT2, produzido na Franca, Inglaterra e india,
com maior teor em cineol (eucaliptol); e o QT3, produzido somente na Franca e que possui
predominancia de verbenona. Dellacassa et al'® estudaram o alecrim cultivado no Brasil,
Uruguai e Argentina e observaram semelhancas na composicao dos trés 6leos. O alecrim
cultivado no Brasil, entretanto, apresentou uma propor¢do maior de verbenona e alcodis
(linalol, borneol, a-terpineol e geraniol) quando comparado aos cultivados no Uruguai e
Argentina. O quimiotipo apresentado por uma espécie pode determinar a aplicacdo da
planta. O alecrim de quimiotipo QT3, por exemplo, € indicado para problemas hepéticos e de
vesicula, devido & presenca de verbenona®. Os demais quimiotipos ndo apresentam nenhum
beneficio para os problemas hepaticos.

Entretanto, a composi¢do quimica de uma esséncia se define fundamentalmente
pelo método de obtencéo utilizado para isola-la da planta. Ou seja, 0 processo de extracdo

pode tornar-se seletivo para determinados compostos, o que difere a aplicacdo desse 0leo.



2.3 Processos de extracado de 0leos essenciais

A identificacdo e caracterizacdo de compostos volateis provenientes de uma
variedade de espécies de plantas aromaticas tém interessado muitos pesquisadores,
fornecendo resultados bem satisfatérios. No entanto, para se chegar proximo ao perfil
natural da amostra, € preciso determinar a melhor técnica de extragdo dos seus compostos.

Dos processos existentes para extracdo de Oleos essenciais, a destilacdo por
arraste a vapor, a hidrodestilacdo e a SFE foram as técnicas enfocadas nesta revisao,
sendo as duas Ultimas as mais utilizadas no processo experimental deste estudo,

selecionadas pela quantidade de planta disponivel para o trabalho.

2.3.1 Destilacéo por arraste a vapor

No processo de destilacdo por arraste a vapor, a amostra geralmente é fresca e
cortada em pedacos pequenos. O material € colocado em vasos extratores (ver Figura 2),
onde é submetido a uma corrente de vapor d’agua. Na industria, os vasos utilizados sédo
cilindricos e de aco inoxidavel. Os vapores passam pelo condensador, onde ocorre a
condensacdo da agua e do Oleo essencial. Finalmente os dois liquidos separam-se no
decantador — ou vaso florentino, como é chamado.

Essa técnica é muito usada para esséncias liquidas, especialmente as utilizadas na
perfumaria. Industrialmente, esse método é viavel, pois apresenta bons rendimentos (0,5 a
4%)'® e produtos com grande pureza. A desvantagem da técnica é que, durante a
destilacdo, a agua, a acidez e a temperatura podem provocar a hidrélise de ésteres,

rearranjos, isomerizacdes, racemizacdes e oxidacdes®.

Figura 2 Aparelho de destilagédo a vapor empregado no IB-UCS, (1), vaso extrator; (2),

condensador e (3), vaso florentino.



2.3.2 Hidrodestilagao

A hidrodestilagdo é um dos processos mais antigos para obtencdo de O6leos
essenciais. Esse processo utiliza, para destilacdo de plantas em laborat6rio, um aparato
conhecido como clevenger (ver Figura 3)"". Nesse sistema, o material é colocado no interior
de um baldo de fundo redondo (1) com agua suficiente para encobri-lo, onde é mantido em
manta de aguecimento (2) e acoplado ao clevenger. Com o aquecimento, a agua evapora,
arrastando os compostos volateis presentes na planta. Em seguida, no condensador (3) do
proprio aparelho, ela se condensa na forma de 6leo. Dependendo do tipo de planta a ser

extraida, a hidrodestilacdo pode proporcionar um rendimento de 1 a 2% de 6leo essencial™®.

Figura 3 Esquema do processo de extracao por hidrodestilagdo utilizando Clevenger: (1)

baldo de fundo redondo; (2) manta de aquecimento e (3) condensador.

2.3.3 Extragdo com Fluido Supercritico — SFE
Atualmente, a extracdo com fluido supercritico € um dos métodos muito utilizado na

extracdo de Oleos essenciais'®?

. Nesse processo, 0 solvente extrator estd no estado
supercritico. Isso significa que tanto a pressdo quanto a temperatura estdo acima dos
valores criticos ( ver Figura 4). A temperatura mais alta que um gas pode ser convertido em
liquido por aumento de presséo é conhecida como temperatura critica (Tc). Presséo critica
(Pc) é a pressdo mais alta em que um liquido € convertido a gas por aumento de
tempertura®. O fluido supercritico possui propriedades Gnicas, intermediarias entre gases e
liquidos, que dependem da pressao, emperatura e composi¢cdo do fluido. Apresentam

menor viscosidade que os liquidos e maior coeficiente de difusdo, permitindo uma maior



eficiéncia nas extra¢des. Além disso, a densidade pode ser ajustada variando a pressao e a

temperatura, proporcionando, assim, uma maior seletividade®,
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Figura 4: Curva trifasica do CO,.

Um sistema basico de SFE opera com um reservatério de CO,, um trocador de calor
para refrigeracdo do CO, (P1), uma bomba de alta pressédo, um permutador de calor para
aquecer o solvente até a temperatura de extracdo (P2), uma célula de extracdo e um
restritor (ver Figura 5). O solvente extrator, ap0s atingir as condi¢des supercriticas, passa
pela célula de extracdo onde contém a amostra e a mistura resultante vai ao restritor. Nele,
o fluido é despressurizado e os analitos extraidos sdo separados. Para o caso de unidade
analitica, os extratos sédo adsorvidos em cartuchos contendo fases solidas adsorventes. O
solvente extrator é eliminado por descompressao progressiva até alcancar a temperatura e a
pressdo ambiente®. A pureza e o perfil da esséncia obtida vdo depender das condicdes de
extracdo. Para aumentar a seletividade e/ou a solubilidade do processo, pode-se adicionar
ao CO, um solvente organico, conhecido como modificador quimico ou co-solvente, tais

|25

como hexano e metanol®. A etapa de mistura pode ser feita em cilindros pré-misturadores

ou diretamente na célula de extracao.
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Figura 5: Esquema de um extrator com fluido supercritico™.

Para a escolha do solvente adequado, deve-se levar em consideragcao a polaridade
dos compostos a serem extraidos. O CO, puro extrai com muita eficiéncia compostos
apolares e de baixa polaridade. J4 para extrair compostos polares, faz-se necessario
adicionar metanol, por exemplo, como modificador. Alguns cuidados importantes devem ser
considerados quanto ao uso dessas substancias, uma vez que podem provocar mudancas
nos valores de pressdo e temperatura criticas. Outra vantagem no uso de CO, é o fato de
ele ndo necessitar de altas temperaturas e pressao para atingir o seu ponto critico, além, é
claro, de ele ser um solvente atéxico, uma vez que o processo libera o fluido ao meio
ambiente apds despressurizacéo®’.

A SFE apresenta algumas vantagens, tais como alto rendimento, facil eliminacéo do
solvente e utilizacdo de baixas temperaturas para a extracao, o que evita, principalmente, a
degradacédo dos componentes labeis presentes no dleo essencial.

2.4 Algumas aplicagdes das técnicas de hidrodestilagao e SFE
As técnicas de hidrodestilacdo e SFE sdo muito citadas na literatura, principalmente
na extragéo de plantas aromaticas. Em alguns exemplos de extragdes com plantas, citam-se

segurelha (Satureja hortensis L.), hortela (Mentha x piperita L.), dragoeiro (Dracocephalum

1



21,22

moldavica L.)*, lavanda (Lavandula angustifolia L.)***?, eulalipto (Eucaliyptus citriodora L.)*,

alecrim (Rosmarinus officinalis L.)***

, entre outras. Os estudos realizados comprovaram
gue a composicao dos extratos obtidos pelos dois processos apresentavam diferencas. Tais
diferencas dependem ndo somente do tipo de planta, mas também das condicbes de
extracdo. A SFE permite ajustar, além da pressdo e temperatura do sistema, o tipo de
solvente extrator e a adicdo de modificadores de polaridade. A hidrodestilagcdo possibilita a
variagdo apenas do tempo de extracdo. A maioria das publicacbes em SFE descrevem
extracdes com CO,, j& que apresentam menor custo e relativa pureza, embora extracées
com agua no estado subcritico tenham sido eficientes na extracdo de compostos
terpénicos®.

Desvantagens da SFE em relacéo a hidrodestilacdo ou destilagdo com arraste a
vapor podem surgir com a extracdo de compostos indesejaveis presentes nas amostras.

1.2, ao extrair 6leo essencial das flores de lavanda, verificou que extraia,

Reverchon et a
juntamente com os terpenos, compostos parafinicos (C,s, C,7, entre outros). Ao diminuir a
temperatura do sistema (inferior a 20°C), a solubilidade desses compostos diminuem no
CO,, permitindo uma melhor separacdo. Carlson et al.*®* encontraram, nos extratos de SFE
do capim-liméao, terpenos mais pesados (di- e triterpenos), ao utilizarem densidades maiores

para o CO..

2.5 Micro Extracao em Fase Sélida - SPME

A Microextracdo em Fase Sdlida (do inglés, Solid Phase MicroExtraction — SPME) é
uma técnica de extracdo/andlise que permite ser usada diretamente a amostra, sem a
necessidade de pré-concentra-la*. Ela adapta-se perfeitamente a cromatografia, tanto a gas
quanto a liquida®.

A analise de compostos volateis e semivolateis normalmente é realizada por
cromatografia a gas, principalmente quando trata-se de extratos naturais®. Entretanto, os
métodos tradicionais usados para extrair compostos volateis de nao-volateis sdo muito
demorados e podem acarretar em perdas e degradacdo de alguns compostos. Buscando
minimizar tais problemas, utilizam-se muitas vezes amostragens em headspace, seja este
estatico ou dinamico (0 Gltimo também conhecido como purge-and-trap)*®. Contudo, esses
métodos tradicionais ndo eliminam a etapa de pré-concentracdo exigida para andlises em
nivel de tracos, consumindo tempo e também solventes. Na SPME, muitas das dificuldades
das outras técnicas inexistem. N&o requer, por exemplo, 0 uso de solventes ou sistemas

complicados de amostragem e pode ser usada para analisar volateis e semivolateis nas



fases liquida, gasosa e sélida. Além disso, possui o diferencial de se poder realizar andlises
néo-destrutivas.

O dispositivo manual de SPME é essencialmente uma seringa modificada contendo
um émbolo que permite a exposicdo e a retracdo da fibra, respectivamente durante as
etapas de exposicao e dessorcao. A Figura 6 apresenta a fotografia de uma fibra de SPME.
A fibra contém silica fundida, revestida com um filme polimérico de diferentes espessuras.
Para a extragcdo, a amostra € colocada dentro de um frasco apropriado, vedado com septos
de teflon, onde sera violado pela fibra. Os volateis presentes no material irdo se difundir pelo
headspace até serem absorvidos pelo filme. Apds esse processo, a fibra é recolhida e
injetada diretamente no injetor do GC, que com o aumento da temperatura ird dessorver 0s
compostos para dentro da coluna.

dispositivo para amostragens automaticas em HPLC

e

dispositivo para amostragens manuais

—

dispositivo para amostragens em campo

Figura 6: Fotografia das partes que compdem uma fibra de SPME: holder e fibra® .

A escolha do tipo de revestimento € baseada no peso molecular do analito e em
sua polaridade®®*. Baixos pesos moleculares ou analitos muito volateis s&o requisitos para
uma fibra apolar, como polidimetilsiloxano (PDMS), enquanto que para moléculas muito
polares a mais adequada seria uma fibra de poliacrilato (PA).

Logo, a técnica de SPME pode abranger uma diversidade de amostras. Com a
caracteristica de ndo ser destrutiva, ela torna-se uma ferramenta muito Util, principalmente
para a andlise de espécies vivas®’, plantas** e animais*’, com resultados bem interessantes.

Na literatura, alguns trabalhos envolvendo plantas, realizados em laboratério e in situ,
13



demonstraram a necessidade de uma sistemética de transporte e de amostragem em
campo da fibra que impecam perdas dos compostos volateis do momento da coleta até o

momento da analise cromatografica.

2.6 Algumas aplicacdes de SPME em 6leos essenciais

Desde que a técnica de SPME surgiu como ferramenta analitica, a sua
aplicabilidade tem sido ilimitada. Na area de Oleos essenciais encontram-se diversos
trabalhos publicados, mas em nuamero reduzido e destinado ainda a amostragem da planta
in vivo®™.

A SPME se encaixa perfeitamente no estudo dos terpenos presentes na fracao
volatil das plantas por serem compostos volateis com grandes coeficientes de difusdo®. A
afinidade desses compostos, porém, depende consideravelmente do tipo de material que
reveste a fibra de SPME. Steffen e Pawlyszin utilizaram dois tipos de revestimento para
extrair 0os compostos volateis responsaveis pelo odor do suco de laranja, uma de
polidimentilsiloxano (PDMS) e outra de poliacrilato (PA). Conforme anteriormente
mencionado, a primeira fibra tem caracteristica apolar, e a segunda, polar. Os autores
constataram que os terpenos a-pineno, b-mirceno, gterpineno e limoneno, todos apolares
ou de baixa polaridade, foram melhores extraidos com a fibra de PDMS, enquanto que a
extrac&o de terpenos como linalol e a-terpineol foi mais efetiva com a fibra de PA®.

Existem também no mercado uma mistura de fases, tais como carbowax e
polidimetilsiloxano (CW-PDMS), carboxen e polidimetilasiloxano (CAR-PDMS), carbowax e
divinilbenzeno (CW-DVB), entre outras. Normalmente as fibras contendo uma mistura de
fases permitem uma maior eficiéncia na extragdo com resultados bem mais rapidos. Esse
fato foi comprovado através de uma pesquisa com as frutas cupuacu, graviola, caja e umbu,
tipicas do norte e nordeste do Brasil. Neste trabalho* foram utilizadas, além das fibras de
PDMS e PA, duas fibras mistas, carbowax-divinilbenzeno (CW-DVB) e carboxen-
polidimetilsiloxano (CAR-PDMS). A fibra CAR-PDMS mostrou-se a mais eficiente na
extragcdo dos volateis de todas as frutas estudadas.

Tratando-se de amostras de plantas, sabe-se que a andlise de folhas intactas e de
folhas danificadas apresentam composicéo diferenciada na fracdo volétil. Vereen et al.*’
analisou por SPME folhas de Abeto fraser (Abies fraseri) intactas e mecanicamente
danificadas*’. Os experimentos mostraram que 0s monoterpenos a-felandreno e g-terpineno
estavam presentes apenas na fragcdo volatil das folhas danificadas.

Publicacbes envolvendo a técnica de SPME aplicada a andlise de alecrim se limitam
apenas ao Oleo extraido. Nao se tem conhecimento da existéncia na literatura, até o
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presente momento, de pesquisas relacionadas a analise da planta de alecrim in vivo, e a
técnica de SPME.

2.7 Aspectos tedricos de SPME

O principio da técnica de SPME é o mesmo para qualquer método de extracdo
envolvendo a particdo dos analitos entre duas fases em equilibrio. A situacdo mais comum
envolve a extragao dos analitos de um meio aquoso para uma fase polimérica que reveste a
fina fibra de silica fundida.

Ha trés tipos de extracdo em SPME: por membrana, direta e headspace. Na
amostragem por membrana, a fibra é inserida em uma membrana imersa na amostra; trata-
se do processo menos utilizado em SPME. Na amostragem direta, a fibra é inserida
diretamente na amostra e os analitos sdo sorvidos diretamente sobre o revestimento da
fibra. No modo headspace, os analitos precisam ser transportados através da barreira de ar
antes de alcancarem a fibra. Comparada ao modo direto, essa amostragem protege mais a
fibra de analitos de alto peso moleculares e interferentes ndo-volateis, uma vez que a SPME
n&o necessita de prévio tratamento da amostra®. Além disso, os tempos necessarios para
alcancar o equilibrio (te) no modo headspace sdo menores do que aqueles em modo direto
em condicbes semelhantes de analise®®. Como os analitos volateis e semi-volateis se
concentram mais no headspace, o transporte de massa sera mais rapido, possibilitando
extragbes em menores tempos.

Todavia, a cinética do processo de extracdo por SPME pode ser afetada pela
temperatura e pela agitacdo da amostra. Segundo Pawliszyn®®, uma fase aquosa bem
agitada permite um transporte de massa na fase aguosa muito mais rapido que nas outras
fases envolvidas. A descri¢do da cinética de SPME pode ser encontrada na literatura®®>*.

A quantidade de analito sorvido pela fibra depende da razé&o de distribuicdo de
massa, D, descrita pela equac&o abaixo>*:

D=Kq i 1)
V.

1

Vi e \, sédo os volumes da amostra e do revestimento da fibra, respectivamente, e K; 0o
coeficiente de distribuicdo. Neste caso, considera-se que o0 analito € uma espécie quimica
isolada e simples.

Assim, a fracdo do analito extraido é dada por:
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f = D = Kdvz
* D+l KV, +V,

)

Na SPME, a razdo entre \, e V; é muito pequena. Portanto, | « ird depender de Ky

e dos volumes V, e V; das duas fases.
Para empregar andlises quantitativas, que sdo baseadas em frages constantes de

analitos extraidos da amostra, a massa da substancia (n) deve ser igual ao produto da sua
concentracao inicial (C,) com a fracéo extraida (} ). Conforme a equacéo 3.

n=Co.f,, (3)

Na amostragem por headspace, tem-se o equilibrio entre trés fases: amostra-ar; ar-
revestimento e amostra-revestimento, de acordo com as equagdes seguintes.

Equilibrio amostra-ar:

V,
K,=D, \71 4)
2

Neste caso, D; é o coeficiente de difusdo do analito na amostra, V; € o volume da amostra e
V, é o volume do headspace.
Equilibrio ar-revestimento:

K, =D, )

<|<

Onde D, é o coeficiente de difusdo do analito no headspace e V; é o0 volume do
revestimento.

Assim, o equilibrio amostra-revestimento sera:

V. V.
K1K2:D1><Dzv_l:DsV_l (6)
3 3

A fracao total do analito extraido pela fibra (] ) sera dada por:
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.I: - D3 - K1K2V3
=T D, +1 KKV, +V,

(7)

As expressoes descritas acima consideram, de uma forma geral, as extracdes por
SPME, néo diferenciando o tipo de revestimento. Quando o revestimento for um polimero
liguido, como PDMS, o mecanismo fisico-quimico de extracdo sera por particdo ou
absorcdo. Revestimentos sélidos ou mistos, como CW-DVB, apresentam mecanismo por
adsorcado. O principio de extragdo é o mesmo para ambos: inicialmente ha a interacdo das
moléculas dos analitos a superficie do revestimento. Nessa etapa, o coeficiente de difusdo é
o fator limitante. A migracdo dos analitos ao seio do revestimento ou sua permanéncia na
superficie do mesmo dependera da grandeza do coeficiente de difusdo. Moléculas organicas
em PDMS apresentam coeficientes de difusdo proximas aquelas em solventes organicos
(valores entre 10°-10%), o que possibilita uma difus&o ao longo do revestimento do PDMS
relativamente rapida. Por outro lado, no revestimento sélido, os coeficientes de difuséo de
moléculas organicas sdo tdo pequenos que considera-se que todas as moléculas
permanecem na superficie do revestimento. Todavia, como o revestimento sélido é formado
por poros, analitos remanescentes podem provocar um fendmeno conhecido como
carryover, no qual mesmo apds sucessivas dessor¢des ainda possam conter analitos
encapsulados no interior dos poros®. Um dos meios de contornar esse problema é deixar a

fibra dessorvida no injetor do cromatégrafo por um tempo maior.

2.8 Tratamento dos dados

De posse de um grande numero de resultados e variaveis e com o objetivo de
extrair informacdes que fossem realmente relevantes, buscou-se um tratamento que
interpretasse os dados de uma forma objetiva. A andlise multivariada apresenta essa
caracteristica™.

A andlise multivariada envolve duas matrizes, uma matriz X, de variaveis
independentes, associada a uma matriz Y, de variaveis dependentes. A relagdo matematica
estabelecida entre X e Y constitui a modelagem do sistema.

Contudo, antes de se iniciar a modelagem, faz-se necessaria uma analise
exploratéria dos dados. Um dos métodos muito usados para isso é a andlise por
componentes principais (PCA). Esse método manipula a matriz de dados para representar
as diferencas presentes em muitas variaveis através de um namero menor de fatores. A
partir dai obtém-se um novo conjunto de eixos denominados de componentes principais
(PCs) para representar as amostras em um sistema de poucas dimensfes. As novas
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coordenadas da amostra, nesse novo conjunto de eixos das PCs, sdo denominadas de
scores. Cada PC é construida a partir da combinacéo linear das variaveis originais, 0 que
gera coeficientes relativos ao peso com que cada variavel contribui. Esses coeficientes séo
denominados de loadings®**°.

Como exemplo, tem-se a determinagéo dos teores de minerais (Ca, P, Na, K, Mg,
Zn, Fe, Mn e Cu) em amostras de sucos de frutas realizadas por espectrometria de plasma
indutivamente acoplado (ICP-OES)*’.

Os espectrogramas, um para cada amostra, sdo organizados numa matriz X (n x

m), de variaveis independentes,

(;;X21 Xog oo X +
Q: . .

éxnl X2n "'Xnma

onde cada linha da matriz representa uma amostra e contém as absorbancias registradas

é%ll X12 "'le O

X =

para cada comprimento de onda. Portanto, Xi1, X1, ..., X, SA0 as respostas na enésima
frequiéncia para as amostras 1, 2, ..., n. O outro conjunto de dados (Y) é constituido das
variaveis dependentes, que, nesse caso, Sd0 0s metais. Em contextos de uma Unica
variavel, os dados séo caracterizados pelo vetor y.

A Figura 7 mostra o grafico bidimensional do conjunto de amostras do exemplo
citado acima. Nesse caso, a matriz de dados consiste de 42 linhas (amostras de sucos em
replicatas) e 9 colunas (variaveis) que foram pré-processadas por auto-escalamento antes
de serem calculados os scores e loadings representando os teores de metais. O processo
de auto-escalamento centra os dados na média e divide-os pelo respectivo desvio-padrao,

sendo um para cada analise, de forma que todas as variaveis passam a ter a mesma
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Figura 7. (a) grafico de scores e (b) grafico de loadings caracteristicos do tipo de metal

encontrados em amostras de sucos de frutas.
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A funcdo das componentes principais (PCs) € descrever a variagdo ou 0
espalhamento entre os pontos do grafico usando o menor nimero possivel de eixos. Isso é
feito definindo novos eixos, componentes principais, que apresentem alinhamento com os
dados. No gréfico da Figura 7, observa-se que a primeira componente principal (PC1)
explica 49,6% da variancia total dos dados, e a segunda componente principal (PC2),
19,6%. As duas juntas, descrevendo mais que 8% da variancia total do sistema. Nele,
nota-se que diferentes sucos foram agrupados entre si, segundo as diferengas nos teores de
metais. Os sucos de acerola e goiaba, por manterem-se préximos nas trés componentes
principais, indicam que seus teores de minerais diferenciam-se menos.

Pelo grafico de scores observa-se que ha separacdo entre 0s sucos de caju,
maracuja, goiaba, acerola e manga na PC1. E a PC2 separa 0s sucos de abacaxi e uva dos
demais. No gréfico de loadings verifica-se que a PC1 relaciona-se principalmente aos metais
Fe, P, Mg e Ca, enquanto a PC2 relaciona-se aos metais Mn, Cu, P e K.

Na PCL1 os sucos de caju possuem menores valores de scores, indicando menores
teores dos metais Ca, Mg e Fe, por serem 0s metais que mais se destacam nessa
componente principal. Os sucos de abacaxi apresentam valores de scores mais positivos
nas PC1 e PC2, por conterem maior teor de Mn, Fe, Mg e Ca.

Estatisticamente, a PCA busca um padréo valido de variancias e de co-variancias
entre variaveis e amostras. Esse padrdo € obtido pela extracdo dos valores e vetores
proprios de uma matriz quadrada construida pela multiplicacdo da matriz original dos dados

pela sSua transposta.
X=T.L"

A matriz X contém n linhas e m colunas, correspondendo ao nimero de amostras e
variaveis independentes, respectivamente. A matriz T, conhecida como matriz score, contém
n linhas e g colunas; e a matriz L, conhecida como matriz loading, contém m linhas e g
colunas, onde sua transposta possui g linhas e m colunas. Se X é auto-escalada ou
centrada na média, e 0 numero de amostras € menor que o numero de variaveis
independentes, g é reduzido a 1.

A PCA tem sido aplicada a diferentes estudos e muitas vezes associada a outro
método de andlise exploratéria®®*°. A andlise hierarquica de agrupamentos (HCA), por
exemplo, complementa a analise de componentes principais, permitindo a construgdo de um
dendograma. Nele é possivel visualizar facilimente os grupos correlacionados de amostras,

ou variaveis, em um espaco bidimensional.
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O uso de PCA e HCA é demonstrado em um estudo feito com amostras de aguas
marinhas, onde se desejou verificar se a composi¢do das amostras variavam com a estagcao
do ano®. A PCA mostrou que a concentragdo de certos compostos sdo mais efetivos no
verdo do que no inverno, e a HCA mostrou uma forte correlagéo entre alguns compostos.

A etapa da modelagem depende da selecdo de um conjunto de amostras
cuidadosamente escolhidas para que sejam representativas de toda a regido a ser

modelada. Outros exemplos de modelagem incluem o PLS, PCR, KNN, SIMCA®,
MDPREF® e outros.



3 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

3.1 Materiais

3.1.1 Plantas
As amostras de alecrim, Rosmarinus officinalis L., foram cultivadas na regido de
Campestre da Serra, RS, onde esta localizada a estacéo de cultivo racionalizado do Instituto
de Biotecnologia da Universidade de Caxias do Sul (IB-UCS). As coletas foram realizadas
por um profissional agronomo do proprio IB-UCS e transplantadas em vasos ceramicos para
as posteriores analises. As plantas, com idade aproximada de 18 meses, ndo apresentavam

flores no momento das coletas.

3.1.2 Reagentes

Padrdes: (1S)-(-)-a-pineno (Merck), mirceno, 2careno, (R)-(+)-limoneno (Aldrich,
97%), a-terpineno (Aldrich), linalol (Aldrich, 97%), cénfora (Synth), (S)-(-)-verbenona
(Aldrich, 99%) e geraniol (Aldrich).

Solvente: hexano (grau pesticida, Ominisolv);

Gas de arraste: Hélio (grau 5.0, White-Martins);

Gas para SFE: CO, (grau 5.0, White-Martins);

Fibras de SPME: polidimetilsioxano (PDMS) com 100 mm de espessura e

Carbowax-divinilbenzeno (CW-DVB) com 65 mm de espessura.

3.1.3 Equipamentos

Cromatografo a gas com detector seletivo de massas com sistema ion trap (GC-
ITMSD: Varian 3800-Saturno 2000) com espectroteca interna NIST, equipado com coluna
HP-5MS (30 m x 0,25 mm);

Cromatografo a gas (Agilent, Série 6890) com detector seletivo de massas com
sistema quadrupolo (GC-MSD: Agilent MS 5973 Network) equipado com coluna CP-Sil 8 CB
(30 m X 0,25 mm);

Cromatografo a gas com detector de ionizacdo em chama (GC-FID: Shimadzu 17-
A) equipado com coluna DB-5 (30 m x 0,25 mm);

Extrator com Fluido Supercritico (SFE HP 7680T);

Suporte de SPME: holder comercial (cat. n° 5-7330, SUPELCO);

Aparelho Clevenger para hidrodestilacao.
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3.2 Metodologias

3.2.1 Procedimento para extragdo por hidrodestilacao

As extracBes por hidrodestilacdo foram realizadas em Clevenger acoplado a um
baldo de fundo redondo de 1 L e manta de aquecimento. Ao baldo foram adicionados 20 g
de folhas cortadas e 400 mL de agua. O tempo de extracdo foi de 1 hora, e 0s extratos dos
Oleos (cerca de 0,2 mL) foram diluidos a 1 mL em hexano e secos em Na,SO,, antes de
serem preparadas as solucdes. Os 6leos foram conservados em geladeira dentro de frascos
ambares. Observou-se diferenca de coloracdo dos 6leos com o decorrer do tempo, onde
nos primeiros dias o 6leo apresentava uma coloracdo amarela escura e, nos ultimos dias,
uma coloracdo mais clara. As condi¢des operacionais da hidrodestilagcdo foram otimizadas
no IB-UCS.

3.2.2 Procedimento para SFE

A SFE foi realizada no laboratoério de 6leos essenciais do IB-UCS. Cerca de 2 g de
folhas cortadas foram colocadas na célula de extracdo do equipamento, onde foi feita a
extragdo com solvente CO,, em estado supercritico, por um periodo de 30 minutos. Para
atingir o estado supercritico, aplicou-se uma presséo de 90 bar e temperatura de 60°C. Tais
condigbes foram previamente otimizadas pelo IB-UCS para o alecrim, objetivando uma
maior extracdo de monoterpenos oxigenados.

O dleo obtido no processo foi recolhido em hexano e seco com Na,SO, anidro, para
posterior analise. Os 6leos foram conservados em geladeira.

3.2.3 Andlise do 6leo essencial de alecrim por injecao direta em GC-ITMSD
A fim de determinar as melhores condi¢cdes para andlise do 6leo essencial, foi
utilizada amostra de Oleo extraido por destilacdo por arraste a vapor fornecida pelo IB-UCS.
Cerca de 1 ni do 6leo puro (m = 0,026 g, considerando a densidade do 6leo de alecrim 0,87

g.cm™) foi diluido em 1 mL de hexano, e deste, 1ni foi injetada em GC-ITMSD. Na Tabela |
estdo listados os parametros otimizados para as andlises de 6leo, tanto por injecdo direta

guanto por HS-SPME. As temperaturas do injetor e da interface mantiveram-se constantes
em 250°C e 270°C, respectivamente.



Tabela |: Parametros avaliados para determinar as melhores condi¢des de andlise.

Parametros Condicdes
Temperatura inicial (°C) 35-65
Programacao da coluna  Rampa 1 de aquecimento (°C.min™) 2-15
Rampa 2 de aquecimento (°C.min™) 2-30
Fluxo do gas de arraste (mL.min™) 0,7-1,0
Volume de 6leo (nl) 0,5- 100

A fim de verificar se h& variacdo na composicdo do 6leo essencial armazenado,
foram analisadas oito amostras de 6leos de alecrim fornecidos pelo IB-UCS, armazenados
em periodos que variaram de cinco meses a seis anos. A partir desses 6leos foram
preparadas solucdes diluidas em hexano, na concentraco de 800 ng.L™*. As solucdes de
cada o6leo foram analisadas por cromatografia a gas com detector seletivo de massas,
utilizando as condi¢Bes apresentadas na Tabela I.

3.2.4 Otimizacédo das condi¢cdes para andlise por HS-SPME em GC-FID

Inicialmente foi preparada uma solugdo em hexano dos padrdes listados na Tabela I,
nas concentracoes de: a-pineno (4,4 mg.L™), mirceno (9,9 mg.L™), 2-careno (8,4 mg.L™Y), a-
terpineno (9,4 mg.L™"), limoneno (4,2 mg.L™), canfora (3,1 mg.L™), linalol (4,3 mg.L™Y),
verbenona (4,9 mg.L™") e geraniol (8,8 mg.L™). Um volume de 10 ni dessa solucéo foi
adicionada a frascos ambares, proprio para analises de SPME, contendo 10 mL de agua
milli-Q.

As fibras de PDMS e CW-DVB foram individualmente expostas ao headspace da
solucdo para avaliar o empo de exposicdo de 5 a 60 minutos. O tempo de dessorcéo foi
mantido invariavel em 60 minutos, tempo total da separacdo cromatogréfica.

Uma vez determinado o melhor tempo de exposi¢cdo para cada fibra, as solugdes-
padrdo foram submetidas ao aquecimento em trés diferentes temperaturas entre 25 e 50°C.
O aquecimento foi realizado em banho-maria com controle de temperatura.

Todas as analises por HS-SPME foram realizadas de modo estatico.
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3.2.5 Procedimento para andlise por SPME dos 0Oleos extraidos por
hidrodestilagéo e SFE

Uma solucéo de hexano foi preparada com os 6leos obtidos por hidrodestilacédo e

SFE na concentracdo de 890 ng.L". Um volume de 10 ni dessa solug&o foi colocada em

frascos de SPME com 10 mL de agua milli-Q. As fibras de PDMS e CW-PDMS foram

expostas a solugao no tempo otimizado na secao 3.2.4 e injetadas no GC-FID.

3.3 Reprodutibilidade das medidas por HS-SPME

Solugbes de concentragbes conhecidas, contendo os compostos citados no item
3.1.2, foram analisadas em quintuplicata. Cerca de 10 ni da solug¢éo-padréo preparada no
item 3.2.2 foram transferidas para cinco frascos contendo 10 mL de agua milli-Q. As fibras
(PDMS e CW-DVB) foram expostas no tempo de exposi¢cdo escolhido como o mais
adequado, e as amostras foram analisadas por GC-FID. As andlises foram realizadas todas
no mesmo dia com temperatura ambiente controlada em 21°C. A partir dos dados de area
obtidos, foi determinado o desvio-padrao relativo (Y%0RSD) para cada composto avaliando

sua area relativa. Os célculos foram realizados seguindo as equacdes apresentadas abaixo.

area'do composto %R = 2 00
area total X

Arearelativa =

Onde SD representa o desvio-padréo e X, o valor médio de area.

3.4 Analises das plantas in vivo por SPME

As andlises da planta in vivo de alecrim foram realizadas através do
enclausuramento de um dos galhos da planta em um frasco de SPME. A fibra foi
acomodada dentro do frasco de modo que nenhuma folha tocasse o seu revestimento. O
pequeno volume do frasco (40 mL) permitiu uma maior concentragcdo dos componentes
volateis e semi volateis da planta, permitindo a deteccdo de todos os analitos de interesse
em um tempo menor de exposicao.

Foram testados tempos de exposi¢éo de 15 a 180 minutos para verificar o tempo de
equilibrio de alguns compostos presentes na composi¢éo volatil do alecrim com a fibra de
CW-DVB. As condi¢bes cromatogréficas utilizadas foram as determinadas no item 3.1.2
para 0 GC-FID. As duas fibras foram expostas a planta utilizando frascos diferentes para

permitir condi¢des iguais de andlise.
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3.5 Determinacdo dos voléateis presentes no alecrim durante o envelhecimento
das folhas ap6s o corte
Os compostos volateis presentes nas folhas de alecrim foram monitorados
diariamente apos o corte das folhas por HS-SPME. As folhas foram cortadas em trés partes,
e secas a temperatura ambiente dentro da capela (desligada). Cerca de 0,15 g do material
cortado foi colocado no frasco de SPME para posterior analise. Esse procedimento foi
primeiramente realizado durante um periodo de 22 dias para o sistema de detec¢do no GC-
ITMSD, e em um segundo momento durante um periodo de 15 dias, para o sistema GC-FID.
As folhas, ap0s serem analisadas por SPME, foram submetidas a extracdo por
hidrodestilacdo e por SFE, conforme procedimentos descritos nos itens 3.2.3 e 3.2.4. As
amostras de Oleo obtidas em cada etapa foram analisadas por injecdo direta e por HS-
SPME.

3.6 Estresse
Duas plantas de alecrim foram submetidas a auséncia de agua por oito dias. As
andlises foram realizadas por HS-SPME e GC-ITMS e GC-FID, respectivamente, seguindo o
procedimento descrito para andlise in vivo da secdo 3.4. A planta, apds ter sido
transplantada para um vaso, foi irrigada diariamente e monitorada por HS-SPME até ser
obtido um perfil cromatografico constante. Apos trés dias, a planta foi sujeitada a auséncia
de agua por oito dias, sendo analisada por HS-SPME (com as duas fibras) e GC-FID a partir

do quinto dia. As condi¢Bes cromatograficas foram as otimizadas na secao 3.1.2.

3.7 Analise Exploratéria dos Dados

A analise multivariada aplicada neste trabalho foi realizada no programa
computacional Unscrambler, da empresa Camo ASA. Os dados passaram pelo processo de
auto-escalamento para obtencéo dos valores de scores e loadings.

As andlises de interesse foram: variacdes existentes entre 0s processos de
extracao aplicados neste trabalho (hidrodestilagdo e SFE) e analisados por injecao direta e
SPME; variagOes entre as folhas cortadas e a planta in vivo; variagdes provocadas com a
mudanca de temperatura na etapa de extracdo por SPME; diferengas significativas entre as
duas fibras estudadas (CW-DVB); relevancia no tempo de exposicao e variacdes entre o
sistema utilizando GC-ITMSD e GC-FID.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Escolha da planta

A planta de alecrim foi escolhida, frente as outras espécies cultivadas pelo Instituto
de Biotecnologia da Universidade de Caxias do Sul, por apresentar um valor comercial de
grande interesse para 0s produtores locais de ervas secas e 6leo essencial. As amostras de
alecrim (Rosmarinus officinalis, L), da familia das Labiadaes, utilizadas neste trabalho,
apresentaram idades aproximadas de 18 meses, sem floracdo (fase estéril). A Figura 8

mostra uma planta de alecrim em dois momentos, com flores (A) e sem flores (B).

Figura 8: fotografias de duas plantas de alecrim; (A) com flores e (B) sem flores.

4.2 Escolha das melhores condi¢cbes cromatogréficas de analise

As melhores condi¢des cromatograficas para analise das amostras em estudo, apés
varios experimentos, séo dadas na Tabela Il.
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Tabela IlI: Parametros cromatograficos definidos para GC-IT-MSD e GC-FID.

Parametros GC-IT-MSD/GC-MSD GC-FID
35(1) 3°C.min- — 60(15)[60(10) 2°C.minT — 120(0)
Programa de Temperatura | 2°C.min™ = 120(0) C.min™ —|5°C.min™ — 270(0)
270(2)
Temperatura do Injetor 250°C 250°C
Temperatura do Detector - 270°C
Temperatura da Interface 270°C/290°C -
Fluxo do gas de arraste 1 mL min™ 1 mL min™®
Faixa de varredura m/z 60-650 -
Energia de impacto 70 eV -
Corrente do filamento 50 A -
Coluna HP-5MS/CP-Sil8 CB DB-5

A Figura 9 apresenta um cromatograma do 6leo de alecrim, extraido por destilacao
com arraste a vapor, e analisado nas condicdes cromatograficas apresentadas na Tabela I,
por GC-ITMSD. Nas condi¢des estabelecidas, a separacao dos compostos foi satisfatéria,
com excegao aos monoterpenos 1,8-cineol e limoneno, que coeluem no tempo aproximado
de 19 min. De acordo com a literatura, a fase estacionaria mais adequada para a separacéo
desses dois compostos é a SE-52*,

Limoneno/1.8-cineol -

| 1|
| |
| Wl 10 e 0y e
|l | 1l 1 . -
. 1A 1 I (11 Iil 1 | J -'I.Il'l ¥l "I-II f-l-‘:,_‘._ Jo sl -'.|.-.b\._ll'JJ- LT -I-'Iw-'\u-. |

Intensidade de sinal (Kcounts)

10 20 30 40 50 60 70 80

Tempo de retengiao (minutos)

Figura 9: Cromatograma de GC-ITMSD do 6leo de alecrim via injecdo direta nas condi¢des

cromatogréaficas otimizadas.
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As condicdes cromatograficas foram copiladas da literatura e adaptadas as
condicdes da amostra***™®. Por tratar-se de compostos volateis de baixo peso molecular,
optou-se por uma temperatura inicial da coluna de 35°C para evitar perdas destes
compostos. Uma vez identificados os terpenos de interesse, essa programacao inicial foi
aumentada para 60°C quando analisada via GC-FID, com um tempo de separacdo menor de
60 min. As temperaturas de injetor ndo foram superiores a 250°C para nao danificar as fases
das fibras de SPME, uma vez que o revestimento de CW-DVB suporta no maximo
temperatura de 260°C e o revestimento de PDMS, 280°C.

4.3. Reprodutibilidade das fibras de CW-DVB e PDMS

Com o intuito de avaliar a reprodutibilidade das medidas de area com as fibras dos
terpenos presentes na solucao padrédo, determinados por SPME e por injecdo direta, foram
realizadas analises em quintuplicata conforme o item 3.3. A Tabela lll apresenta os valores

obtidos.

Tabela lll: Area média (Am) e desvio padrdo relativo (%RSD) para os padrdes de
monoterpenos analisados por CW-DVB, PDMS e injecéo direta.
Composto AmM cwove % RSD Am ppus % RSD  Am gir %RSD

a-pineno 3317 11,97 21666 16,39 11176 2,54
mirceno 23791 8,17 56754 16,19 17672 2,45
2-careno 15661 13,59 60218 15,95 18896 2,42
a-terpineno 25780 9,14 63630 16,17 18935 2,70
limoneno 16314 8,83 38990 15,97 11345 2,41
canfora 32845 554 47467 16,44 23157 2,93
linalol 782 14,10 612 16,17 13449 2,64
verbenona 305 4,63 350 18,43 215 2,58
geraniol 480 29,01 383 18,00 194 0,92

A andlise dos dados da Tabela lll, permite verificar que para a inje¢do direta, a
variacdo de area € menor do que para o caso da analise por SPME. No caso da analise por
SPME, os dados obtidos com a fibra de CW-DVB apresentaram menor variagdo do que para

aqueles obtidos com a fibra PDMS.
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A reprodutibilidade variou de 0,92 a 29,01% sendo maior para 0S monoterpenos
oxigenados, quando analisados por PDMS. Na fibra de CW-DVB, a verbenona apresentou
menor valor de %RSD. Na fibra de PDMS, o composto com menor %RSD foi o 2-careno e
por injecéo direta, 0 composto com menor %RSD foi o geraniol. O geraniol foi 0 composto

gue apresentou maior valor de %RSD na analise realizada com CW-DVB.

4.4 Condicdes para andlise por HS-SPME

4.4.1 Tempo de exposicéo (te)

O tempo de exposi¢do da fibra a amostra foi determinado graficando-se a
area de cada analito pelo tempo de exposicdo. Idealmente, espera-se que haja um
equilibrio, ou seja, que tenha um tempo de exposicao a partir do qual a resposta do analito
seja constante. A partir deste tempo, pode-se considerar que o analito tenha atingido o
equilibrio e, portanto, pode-se considerar que aquele seja o tempo adequado de exposicao.
Desta forma foram construidos graficos de tempo de exposicao (5, 15, 30 e 60 minutos)
versus area relativa (item 3.3) para cada composto. A partir destes dados, construiu-se a
Tabela IV que apresenta os tempos de exposi¢cdo, para cada monoterpeno presente na
solucdo padréo, ao atingir o patamar da curva. O parametro “tempo de exposi¢do” foi
determinado para as duas fibras (PDMS e CW-DVB). As andlises foram realizadas em GC-
FID, nas condi¢cbes apresentadas na Tabela I.

Tabela IV: Tempo de equilibrio (Teq) de padrdes de monoterpenos utilizando as fibras de CW-DVB e
PDMS.

Composto CW-DVB (min) PDMS (min)

a-pineno 30 > 60
Mirceno > 60 > 60
2-careno > 60 >60
a-terpineno > 60 > 60
Limoneno > 60 > 60
Linalol 30 > 60
Céanfora 15 > 60
Verbenona 30 > 60
geraniol > 60 > 60
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Pela Tabela IV observa-se que o equilibrio fibra-headspace para os compostos a-

pineno, linalol, canfora e verbenona, na fibra mista de CW-DVB, é atingido em um tempo
menor do que com a fibra de PDMS. Este resultado pode ser explicado pelo fato de que os
compostos mais volateis tendem a concentrarem-se mais na fase headspace, como é o
caso dos monoterpenos ndo-oxigenados e oxigenados. Entretanto, como a fibra mista
possui caracteristicas mais polares que a fibra de PDMS, espera-se que a afinidade pelos
monoterpenos polares ou menos polares (a-pineno) que estiverem presentes no headspace
seja maior.

O método de andlise por componentes principais (PCA) foi aplicado aos dados
gerados nesse estudo com o objetivo de avaliar se as variagdes foram significativas, para 0s
conjuntos de monoterpenos.

ApoOs 0 auto-escalamento, o programa apresentou os valores de scores e os valores
de loadings dos dados em um grafico bidimensional das componentes principais, conforme
os representados nas Figuras 9 e 10. A PCA mostra que as duas primeiras componentes
principais, PC1 e PC2 explicam 94% da variancia total do sistema.

PC2 Scores

ST CVWEDVBGOming Cn-DYE (B0 min)

* 1 CWDYE (15min)

+  CNLDYE (5 mind

« POMS (15min)
. POWS (B0 min)

e POMS (Smin) FDORZ (30 min) e

| -7 -1 0 1 P 3
RESULT1, ¥oexpl 46% 25%

Figura 10: Grafico bidimensional PC1 x PC2 dos scores para diferentes tempos de exposicao das
fibras de CW-DVB e PDMS.

Observa-se, no grafico da Figura 10, que a primeira componente principal, PC1, esta

relacionada com o tempo de exposi¢do e a segunda componente principal esta relacionada
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com o tipo de revestimento. A PC1 explica 49% da variancia dos dados e separa as analises
de PDMS realizadas em tempos menores (5 e 15 minutos) de tempos maiores (30 e 60
minutos). A PC2, em valor de significancia se aproxima da PC1, pois € responsavel por 45%
da variancia do sistema. Ela leva em consideracao o tipo de revestimento separando a fibra
de PDMS da fibra de CW-DVB.

o pC2 Keinaming s
o i} o) « verbenons
. geraniol
02 —
0 — — mircena
] * limoneno
N a-terpinenc
02 — o
i * 2-careno
_ ... = &-pineno o
L P
T T T T T T
0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5
RESLILTI , X-expl 43%,45%

Figura 11: Gréfico bidimensional, PC1 x PC2 dos loading para diferentes tempos de exposicao das
fibras de CW-DVB e PDMS.

Pelo grafico de loadings, apresentado na Figura 11, observa-se que 0s
monoterpenos nao-oxigenados possuem maior preferéncia pela fibora de PDMS,
principalmente em tempos de 30 e 60 minutos de exposicdo. Os monoterpenos oxigenados,
por se destacarem na PC2, estdo mais presentes na fibra de CW-DVB. O linalol apresenta
concentracdo relativa maior em tempos menores. JA4 a céanfora, verbenona e geraniol
apresentam maior concentragdo relativa nos tempos de 15 e 30 minutos. E os compostos
mirceno, limoneno, 2-careno, a-terpineno e a-pineno apresentam maior concentracédo
relativa em tempos maiores.

Para visualizar melhor o comportamento de cada fibra, optou-se por construir
graficos separados. Nas Figuras 12 e 13, estdo representados os graficos de scores e

loadings, respectivamente, somente para a fibra de PDMS.
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Figura 12 — Gréfico bidimensional, PC1 x PC2 dos scores para diferentes tempos de exposi¢do da
fibra de PDMS.

A analise do grafico da Figura 12 permite verificar que a variagdo ocorrida com a
fibra de PDMS é explicada pela PC1 em 88%, com relacdo a 6% da contribuicdo da PC2. A
PC1 separa a andlise realizada em 5 minutos das demais. E a PC2 separa as analises
realizadas nos tempos de 5 e 30 minutos, das analises realizadas em tempos de 15 e 60

minutos.
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Figura 13 —. Gréfico bidimensional, PC1 x PC2 dos loadings para diferentes tempos de exposi¢do da
fibra PDMS.
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O gréfico da Figura 13 pode indicar quais 0S compostos responsaveis por essa
separacdo. No tempo de 5 minutos de exposicéo, a fibora de PDMS é pobre nos compostos
nao-oxigenados e rica em geraniol. Em tempos maiores (30 e 60 minutos), essa preferéncia
inverte, e a fibra € enriquecida pelos monoterpenos nao-oxigenados. Em tempos de
exposicdo proximos de 15 minutos, a afinidade do revestimento é maior pela canfora e

verbenona. Na Figura 14 esta representado o gréafico de scores para a fibora de CW-DVB.
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Figura 14 — Gréfico bidimensional, PC1 x PC2 dos scores para diferentes tempos de exposi¢do da
fibra de CW-DVB.
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Figura 15 — Gréfico bidimensional, PC1 x PC2 dos loadings para diferentes tempos de exposi¢cao da

fibora de CW-DVB.
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A analise conjunta dos graficos da Figura 14 e 15 permite inferir que no tempo de
exposi¢do de 5 minutos, a fibra de CW-DVB apresenta uma maior preferéncia pela canfora,
em relacdo aos demais compostos. Essa preferéncia muda com o passar do tempo. Ao
expor a fibra por 60 minutos, o revestimento de CW-DVB passa a trocar os compostos
oxigenados pelos ndo-oxigenados. Esse tipo de comportamento pode ser caracteristico de
fibras com revestimento soélido, como a CW-DVB. O mecanismo envolvido na extragdo
desse tipo de revestimento € adsorcdo. Nele ocorre uma competicdo pelos sitios ativos,

entre os compostos com baixa afinidade e os compostos com alta afinidade.

4.4.2 Temperatura de exposicao

Outro parametro a ser estabelecido, € a temperatura de exposi¢cao. Sabe-se que a
temperatura altera a interacéo do analito com o revestimento da fibra; alguns aumentam sua
interacdo e outros diminuem com o aumento da temperatura. Para este estudo foi avaliado o
comportamento dos terpenos presentes na solucdo-padrdo nas temperaturas de 25°C, 40°C

49,64

e 50°C (x1°C), selecionadas de acordo com os dados da literatura e a facilidade de

controle do sistema de aquecimento. Os valores de area absoluta foram tratados pela
andlise multivariada e discutidos a seguir.

A PCA mostrou que a variacdo é significativa para os monoterpenos oxigenados e
nao-oxigenados no intervalo de temperatura considerado.

i Srores

CWLDVE (50°C) .

+ PDMS (25°C)

0 : ' ' * PDMS (40°C) : T CR-DVE (40°C)
- - - : POMS (50°C)

+

s CWLDWE [25°C)

PCT

T T T
A .

T T
4 -3
RESLULTI, X-esml: 57% 38%

[
'

—a

[

Figura 16 - Grafico bidimensional, PC1 x PC2 dos scores para diferentes temperaturas de exposi¢do
das fibras de CW-DVB e PDMS.



A Figura 16 apresenta o grafico de PC1 versus PC2 para os valores de scores. A
primeira componente principal explica em 57% a variacdo existente na fibra de PDMS
considerando as temperaturas estudadas: 25, 40 e 50°C. A segunda componente principal
explica em 38%, que as diferencas séo significativas, nas mesmas temperaturas, para a
fibora de CW-DVB. Logo, das duas fibras empregadas neste trabalho, a fibra de PDMS é a
fibra que apresenta maior variacdo com relacéo a temperatura. Este grafico também permite
observar que ha uma tendéncia positiva e linear entre as temperaturas, para ambas as
fibras, explicadas pelas diferentes componentes principais. Entretanto, para afirmar tais
consideragdes, seria necessario realizar um numero maior de experimentos. Outro dado a

ser considerado é a resposta da fibora de PDMS a 50°C. Ela se aproxima daquele
apresentado pela fibra de CW-DVB a 40°C.
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Figura 17: Grafico bidimensional, PC1 x PC2 dos loadings para diferentes temperaturas de
exposicao das fibras de CW-DVB e PDMS.

No gréfico da Figura 17, pode-se observar que as diferencas apresentadas na PC1
sdo provocadas pelos monoterpenos nao-oxigenados, e na PC2, pelos monoterpenos
oxigenados. Observando o grafico de scores, verifica-se que na temperatura de 25°C ha
uma maior concentracao relativa dos monoterpenos néo-oxigenados. E isto ocorre nos dois
tipos de revestimento. Na HS-SPME, tém-se dois equilibrios importantes a citar: (1)
agua/headspace e (2) headspaceffibra, que podem ser influenciados pela temperatura. Em
termos fisico-quimicos, o aumento da temperatura em sistemas bifasicos enriquecem o
vapor com 0s componentes mais volateis. Portanto, estes compostos estando em maior
concentracdo no headspace, estardo mais disponiveis para serem extraidos pelo
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revestimento da fibra. Assim, a tendéncia € que eles tenham a concentracdo aumentada na
medida de area realizada no cromatografo. Os monoterpenos n&do-oxigenados, por serem
mais volateis, estdo em maior proporc&o no meio headspace. A medida que a temperatura é
aumentada, ocorre uma permutacdo destes compostos em detrimento aos monoterpenos
oxigenados. Estes, menos volateis, sofrem um deslocamento no sentido headspace,
passando a competir com os monoterpenos nao-oxigenados presentes também nesta fase.
Os valores de scores e loadings da fibra de PDMS foram avaliados separadamente e

estdo apresentados nos gréaficos da Figura 18 e 19, respectivamente.
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Figura 18: Gréfico bidimensional, PC1 x PC2 dos scores para diferentes temperaturas de exposicao
das fibras PDMS.
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Figura 19: Grafico bidimensional, PC1 x PC2 dos loadings para diferentes temperaturas de

exposicdo da fibra de PDMS.
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Analisando em conjunto os dois graficos acima, nota-se que na temperatura de 25°C
h& uma predominancia dos monoterpenos nao-oxigenados e dos oxigenados, canfora e
verbenona. Estes mesmos compostos estdo presentes em menores proporgbes na
temperatura de 50°C, onde predominam os compostos linalol e geraniol. Na temperatura de
40°C percebe-se que nao ha predominancia entre os compostos.

A mesma andlise foi realizada para a fiora de CW-DVB para os valores de
temperatura. Os graficos apresentados nas Figuras 20 e 21 referem-se aos valores de

scores e loadings, respectivamente.
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Figura 20: Gréfico bidimensional, PC1 x PC2 dos scores para diferentes temperaturas de exposicéo
da fibra de CW-DVB.
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Figura 21: Gréafico bidimensional, PC1 x PC2 dos loadings para diferentes temperaturas de
exposicao da fibra de CW-DVB.
37



Interpretando os dois graficos acima, verifica-se que na temperatura de 25°C os
compostos que mais sdo adsorvidos pela fibra sdo: a-pineno, limoneno, mirceno e a-

terpineno. Ja a 50°C, os compostos preferenciais sdo: canfora, verbenona, linalol e geraniol.
Este comportamento é seletivo no que diz respeito ao tipo de revestimento, pois se
observa aumento da concentracdo de monoterpenos oxigenados nas temperaturas de 40°C
e 50°C, pela fibra de CW-DVB e de monoterpenos ndo-oxigenados nas temperaturas de
25°C e 40°C para a fibra de PDMS. Esta seletividade, ao provocar deslocamento no sentido
de um grupo, tende a diminuir no sentido do outro grupo.
A fim de realizar uma interpretacdo mais adequada destes equilibrios, faz-se

necessario estudos mais detalhados que incluem medidas de headspace direto®®.

4.5 Analise dos compostos presentes na fracdo volatil das folhas do alecrim

A determinacdo da composicdo da fracdo volatil das folhas de alecrim logo apds o
corte, foi realizada por HS-SPME, utlizando a fiora de PDMS e GC-ITMSD. O
cromatograma apresentou mais de 50 compostos, e destes 46 foram tentativamente
identificados utilizando a espectroteca NIST, oito foram identificados por comparacdo aos
espectros de massas dos respectivos padrées cromatogréficos. As estruturas de alguns
terpenos presentes no Oleo essencial de alecrim estdo apresentadas na Figura 22. Na

Tabela V estao listados os compostos analisados.

Tabela V: Compostos tentativamente identificados com a biblioteca NIST e com padrbes, presentes

nas folhas de alecrim logo ap6s o corte por HS-SPME.

Ordem Compostos t ret. no GC- Classificagéo
de saida ITMS

1. m/z 77(35), 93(100), 121(20), 136(10) 10.65 c
2. a-tujeno 11.02 b, e,]
3. a-pineno 11.40 a e,j
4, canfeno 12.12 b, e,]
5. sabineno 12.53 b, e/f
6. b-pineno 13.97 b, e,]
7. m/z 71(100), 99(80), 129(25) 15.14 c
8. b-mirceno 15.47 ae,j
0. a-felandreno 16.30 b, e, ]
10. a-tepineno 17.50 a e,j
11. p-cimeno 18.35 b, e,]
12. limoneno 18.99 a ej
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12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.
10.
20.
21.
22.
23.
24,
25,
26.
27.
28.
29.
30.
31.
32.
33.
34.
35.
36.
37.
38.
39.
40.
41.
42.
43,
44,
45.
46,
47.
48.
49,
50.
51.
52.

1,8-cineol

(2)-b-ocimeno

(E)-b-ocimeno

g-terpineno

M/z 77(52), 93(100), 121(90), 136(85)
terpinoleno

linalol

m/z 91(90), 107(100), 122(23)
2-pinen-7-ona

canfora

verbenol

tras-pinocanfona

pinocarvona

borneol
dihidrocarvona/3-pinanona/cis-pinocanfona
terpinen-4-ol

a-terpineol

mirtenol

metilchavicol

verbenona

formato de isobornila

acetato de mirtenila

p-ment-2-en-7-ol

o-metiltimol

geraniol

geranial

m/z 67(80),107(100), 122(60)
acetato de bornila
2,6-dimetil-1,3,5,7-octatetraeno
geranoato de metila

m/z 67(100), 81(85), 95(65), 109(15), 123(32), 164(25)
acetato de nerila

m/z 93(100), 107(52),121(87), 136(25)
m/z 91(100), 107(85), 135(57),150(72)
metil eugenol

isocariofileno

b-cariofileno
2-etilideno-6-metil-3,5-heptadienal
a-cariofileno

cedreno

oxido de cariofileno

18.99
20.37
21.61
22.52
26.64
26.92
28.75
29.31
30.94
32.83
33.33
34.64
34.87
35.25
35.89
36.53
37.89

*

*

39.35
41.07
*
41.90
42.13
42.32
*
45.83
45.96
49.07
49.20
49.85
51.69
52.10
54.02
*
54.46
55.34
*
57.05
60.11
62.02

b, d,f,]

Nota: a = identificagdo com padréo; b = tentativamente identificado; ¢ = néo identificado; d =
coeluicdo com o composto de baixo; e = monoterpeno n&o-oxigenados; f = monoterpeno
oxigenado; g = éster; h = sesquiterpenos ndo-oxigenadoss; i = sesquiterpenos oxigenados; j =

encontradns tamhém na literatiira® * = comnnstns nresentes em anenas 1Ima amaostra.
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Figura 22: estrutura dos principais compostos presentes na fracdo volatil do 6leo de alecrim.
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O cromatograma da Figura 23 é representativo da andlise das folhas de alecrim logo
apos o corte. Nele é possivel observar as regibes de maior concentracdo de nao-
oxigenados, oxigenados e sesquiterpenos.
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Figura 23: Cromatograma da composi¢do volatil das folhas de alecrim com destaque para alguns

compostos apresentados na Tabela V.

Os terpenos majoritarios na fracdo volatil das folhas cortadas foram: a-pineno,
mirceno, limoneno/1,8-cineol, canfora e 3-cariofileno.

Os compostos em negrito na Tabela V foram os escolhidos para o monitoramento,
por serem os de maior interesse na qualidade do 6leo e apresentarem o0 maior sinal

cromatografico.

4.6 Estudo comparativo dos Oleos obtidos por hidrodestilagdo e SFE,
analisados por SPME

A Figura 24 apresenta os cromatogramas de GC-MSD obtidos pela analise das

folhas logo apods o corte (a), as mesmas extraidas por hidrodestilacao (b) e extraidas por
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SFE (c). As analises foram realizadas por SPME, nas condi¢Bes estabelecidas no item
3.2.5.
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Figura 24: Cromatogramas das folhas cortadas (a), extraidas por hidrodestilacdo (b) e extraidas por
SFE (c), analisadas por SPME no GC-ITMSD.

Em uma primeira observacgao, € possivel verificar que no cromatograma (b) ha uma
maior concentracdo de compostos monoterpenos ndo-oxigenados (com exce¢ao do acetato
de bornila - 39). No cromatograma (c) ha predominancia de monoterpenos oxigenados. Com
relacdo aos sesquiterpenos, as técnicas de hidrodestilacdo e SFE ndo extrairam
significativamente os compostos: 47 (n.i.) e metil eugenol (48), presentes somente na fragéo
volatil das folhas cortadas. O monoterpeno cis-sabineno hidratado foi encontrado somente
nos extratos por SFE. Esse composto transforma-se em terpinen-4-ol e a-terpineol, por
secagem com ar quente ou temperatura controlada. Como a SFE utiliza temperatura amena
de extracdo (+ 30°C), essa transformaco pode ser minimizada e até mesmo evitada®™.
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4.7 Comparacao entre as andlises realizadas por injecao direta e por SPME

dos 6leos obtidos por hidrodestilagao

Na Figura 25 estdo os cromatogramas das analises realizadas com o 6leo extraido
por hidrodestilagédo, analisado por SPME @) e por injecéo direta (b). A andlise por SPME

fornece informagdes relativas a fragéo volatil da amostra.
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Figura 25: Cromatogramas da fra¢@o volatil do alecrim extraida por hidrodestilagcdo e analisada por

SPME (a) e por inje¢do direta (b).

Comparando-se os dois cromatogramas da Figura 25, pode-se avaliar a volatilidade
relativa dos compostos presentes no Oleo de alecrim obtido por hidrodestilacdo. Os
compostos oxigenados (exceto acetato de bornila -39) estdo em menor proporcao na fragdo
volatii do Oleo. Esses dados podem ser comprovados observando-se a regido dos
oxigenados nos cromatogramas (a) e (b).

No entanto, alguns monoterpenos ndo-oxigenados estdo em maior concentracao na
fracéo volatil do Oleo, tais como o sabineno (5), b-pineno (6), (Z)-b-ocimeno (13), (E)-b-

ocimeno (14), gterpineno (15), (16) e terpinoleno (17).
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Os terpenos oxigenados extraidos pelo processo de hidrodestilacdo sdo menos

volateis, concentrando-se no 6leo propriamente dito e ndo na fase vapor (volatil).

4.8 Comparacédo entre as andlises por injecdo direta e SPME dos Oleos
obtidos por SFE

Os cromatogramas representativos das analises por SPME (a) e injecéo direta (b) do
6leo obtido por SFE estdo na Figura 26.
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Figura 26: Cromatogramas da fracdo volatil do 6leo extraido por SFE e analisado por SPME (a) e

injecao direta (b).

Segundo pode ser visto na Figura 26, a fracdo volatil do 6leo obtido por SFE foi
representativa da fracdo presente no Oleo analisado por injecdo direta (b). Alguns

compostos aparecem com maior intensidade de sinal no cromatograma (a): canfora (21),
borneol (25), verbenona (31), acetato de bornila (39), b (50) e a-cariofileno (52). Outros

aparecem com maior intensidade de sinal no cromatograma do 6leo: borneol (25), 28,
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verbenona (31), formato de isobornila (32), p-ment-2-en-7-ol (33), acetato de bornila (39), 13-

cariofileno (50) e oxido de cariofileno (54).

Comparando os cromatogramas das Figuras 25 e 26, pode-se inferir que:

na Figura 25, como o headspace é rico em ndo-oxigenados e estes sdo mais
volateis, h4 uma maior concentracdo destes compostos, e como consequéncia, a fibra fica

mais enriquecida destes em detrimento dos demais;

na Figura 26, como a SFE extrai pouco 0s compostos nao-oxigenados, o 6leo é rico
em oxigenados. Portanto, 0 headspace desta amostra € rico nestes compostos. Assim, 0s
compostos oxigenados serdo extraidos pela fibra quase que na mesma proporcao que estes
se encontram no o6leo, pois ndo haverd competicdo entre oxigenados e n&o-oxigenados
headspace.

4.9 Envelhecimento

49.1 Avaliagdo do efeito de envelhecimento das folhas de alecrim analisadas
por SPME

As folhas de alecrim foram analisadas por HS-SPME logo apdés o corte e diariamente
durante um periodo de 22 dias.

Os cromatogramas gerados pelas andlises da folha, logo apos o corte (a), 24 horas
apos (b) e 22 dias apos (c), estdo apresentados na Figura 27.
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Figura 27: Cromatogramas das analises de envelhecimento por HS-SPME com folhas logo apds o

corte (a), 24 horas apds (b) e 22 dias ap6s o corte (c).

Na Figura 27, verifica-se claramente que os compostos volateis volatilizam-se das
folhas com o decorrer do tempo. No periodo de 24 horas, os compostos 3-pineno (6), 3 -
mirceno (8), afelandreno (9), a -terpineno (10), 2terpineno (15), terpinoleno (17), linalol
(18), canfora (21), borneol (25), verbenona (31), acetato de bornila (39) e a-cariofileno (52)
foram os mais afetados com respeito a volatilizagao.

Apo6s 22 dias do corte das folhas, os compostos residuais foram a-pineno (3),
canfeno (4), a-terpineno (6), eucaliptol (12), acetato de bornila (39), 3-cariofileno (50) e a-
cariofileno (52).

Com o intuito de visualizar o comportamento dos volateis ao longo do tempo, foi
construida a Tabela VI. Nela consta o comportamento dos compostos monitorados em
quatro dias escolhidos aleatoriamente: logo apos o corte, 24horas (1 dia), 96 horas (4 dias)
e 264 horas (11 dias) ap0s o corte, uma vez que ndo houve grandes variagbes em todo o
periodo. Para a construcdo desta Tabela foram atribuidos valores de area relativa,
calculadas a partir da soma da area de todos os compostos, sem distingui-los em néo-
oxigenados ou oxigenados (ver item 3.3). As variacGes ocorridas nestas areas relativas
foram classificadas em: maior que 10% (>10%), de 1 a 10% (1-10%), menor que 1% (<1%) e

néo detectado como (n.d.).
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Tabela VI: Terpenos presentes nas folhas cortadas de alecrim, durante o periodo de envelhecimento,

monitorados por HS-SPME nos momentos de, logo apds o corte, 24, 96 e 264 horas apés.

Compostos Apos o 24h 96h 264h
corte
a-pineno >10% >10% >10% >10%
canfeno 1-10% >10% >10% >10%
b-pineno 1-10% 1-10% 1-10% 1-10%
mirceno 1-10% 1-10% 1-10% 1-10%
gterpineno <1% <1% <1% <1%
terpinoleno <1% <1% <1% <1%
canfora 1-10% 1-10% 1-10% <1%
borneol 1-10% >10% 1-10% <1%
terpinen-4ol <1% <1% <1% n.d.
verbenona <1% <1% <1% n.d.
acetato de bornila 1-10% 1-10% 1-10% <1%
b-cariofileno <1% 1-10% 1-10% 1-10%
a-cariofileno <1% <1% <1% <1%
Ox. cariofileno n.d. <1% <1% n.d.

A Tabela VI mostra que os compostos: canfeno e b-cariofileno apresentaram um

crescimento em suas areas relativas a partir de 24 horas ap6s o corte das folhas de alecrim,
e mantiveram-se na faixa acima de 10%. Canfora, terpinen-4-ol, borneol, verbenona e
acetato de bornila apresentaram uma diminuicdo na area relativa no periodo de 264 horas
apos o corte das folhas. Destes, 0 4terpineol e a verbenona ndo foram detectados na
andlise de 264 horas. O 6xido de cariofileno, logo apds o corte, ndo foi detectado mas
aparece nas analises de 24 horas e 96 horas, com area relativa constante. Em 264 horas
ele ndo foi detectado. Os demais compostos da Tabela VI mantiveram-se com suas areas
constantes em todo periodo de andlise

Esse estudo foi repetido com outra planta de alecrim da mesma idade que a anterior
e seus resultados foram analisados por PCA. No entanto, nesse segundo experimento foi
possivel acompanhar o envelhecimento das folhas cortadas por um periodo de 15 dias,
analisando os volateis com dois tipos de revestimento: PDMS e CW-DVB. A discussao dos
graficos gerados pode ser acompanhada no item 4.8.

4.9.2 Envelhecimento das folhas de alecrim analisadas por SPME extraidas
por hidrodestilagao

A extracdo por hidrodestilagéo foi efetuada nas folhas de alecrim logo apds o corte e

diariamente durante 22 dias.
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Na Figura 28 estao apresentados os cromatogramas obtidos apés analise do extrato

por SPME logo apos o corte (a), 24 horas depois (b) e apos 22 dias do corte (c).
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Figura 28: Cromatogramas comparativos do envelhecimento das folhas de alecrim extraidas por
hidrodestilacdo e analisadas por SPME. (a) extracao das folhas logo apés o corte, (b) extracdo 24

horas apés o corte e (c) 22 dias apés o corte.

Na Figura 28 é interessante observar a diferenca na propor¢cdo dos monoterpenos
oxigenados presentes na fracao volatil do 6leo apos 24 horas (1 dia) do corte das folhas. Na
fracao volatil do 6leo hidrodestilado os terpenos majoritarios foram: limoneno/1,8-cineol (12),
gterpineno (15), terpinoleno (17), acetato de bornila (39), [ e a-cariofilenos (50 e 52). Os
compostos que permanecem apos 22 dias do corte séo: a-pineno (3), canfeno (4), b-pineno
(6), mirceno (8), a-terpineno (9), limoneno/1,8-cineol (12), gterpineno (15), terpinoleno (17),
canfora (21), acetato de bornila (39) e b- e a-cariofilenos (50 e 52).

A Tabela VII apresenta o comportamento dos terpenos presentes nos 6leos
hidrodestilados, monitorados por HS-SPME. Os tempos escolhidos aleatoriamente para
demonstrar esse comportamento foram: logo apds o corte, 96 horas (4 dias), 192h (8 dias) e
264 horas (11 dias) apoés. As variagdes ocorridas nestas areas relativas foram classificadas
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em: maior que 10% (>10%), de 1 a 10% (1-10%), menor que 1% (<1%) e ndo detectado

como (n.d.).

Tabela VII: Terpenos presentes nos Oleos de alecrim, obtidos por hidrodestilacdo durante o periodo
de envelhecimento, monitorados por HS -SPME nos momentos de, logo apés o corte, 96, 192, e 264

horas apés o corte.

Compostos Apos o 96h 192h 264h
corte
a-pineno 1-10% 1-10% >10% >10%
canfeno <1% <1% 1-10% 1-10%
b-pineno <1% <1% 1-10% 1-10%
mirceno <1% 1-10% 1-10% 1-10%
gterpineno 1-10% 1-10% 1-10% 1-10%
terpinoleno 1-10% 1-10% 1-10% 1-10%
canfora <1% <1% <1% <1%
borneol n.d. <1% <1% <1%
verbenona n.d. <1% <1% <1%
acetato de bornila >10% >10% >10% >10%
b-cariofileno >10% >10% >10% >10%
a-cariofileno >10% 1-10% 1-10% 1-10%
Ox. cariofileno n.d. <1% <1% <1%

Pela Tabela VII observa-se que até 264 h, alguns terpenos apresentaram
crescimento relativo de éarea, tais como a-pineno, canfeno, R-pineno, mirceno, borneol,

verbenona, 6xido de cariofileno. O a-cariofileno apresentou uma diminuicao relativa de area,

e gterpineno, terpinoleno, acetato de bornila e 3-cariofileno mantiveram suas areas relativas

constantes durante este tempo.

49.3 Envelhecimento das folhas de alecrim analisadas por SPME

extraidas por SFE

As extragbes por SFE das folhas cortadas de alecrim foram realizadas logo apés o
corte e diariamente durante um periodo de 21 dias.
Na Figura 29, o cromatograma (a) representa a analise do 6leo obtido por SPME

logo apés o corte, o cromatograma (b) representa a andlise 24 horas apés o corte e 0

cromatograma (c), 21 dias.
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Figura 29: Cromatogramas obtidos a partir das andlises da fracdo volatil do éleo de alecrim extraido

por SFE logo apds o corte das folhas (a), 24 horas depois (b) e 21 dias apds o corte (c).

Através dos cromatogramas acima, observa-se uma maior eficiéncia na extracéo de
compostos oxigenados volateis apds 24 horas do corte das folhas. O composto (19) foi
detectado somente no cromatograma (a).

Apobs 21 dias do corte, os compostos residuais na fragédo volatil do alecrim obtido por
SFE foram: linalol (18), canfora (21), borneol (25), hidrocarvona (26), 4-terpineol (27),
verbenona (31), acetato de bornila (39) e 3 e a -cariofilenos (50 e 52).

Na Tabela VIII estdo dispostos os terpenos com maior area relativa no 6leo extraido
por SFE e analisados por SPME nos periodos de, logo apos o corte, 144 h (6 dias), 216 h (9
dias) apdés e 336h (14 dias). As variagbes ocorridas nestas éareas relativas foram
classificadas em: maiores que 10% (>10%), de 1 a 10% (1-10%), menores que 1% (<1%) e

nao detectado como (n.d.).

50



Tabela VIII: Terpenos presentes nos extratos de alecrim, obtidos por SFE durante o periodo de

envelhecimento, e monitorados por HS -SPME nos momentos de, logo apés o corte, 144 horas, 216

horas e 336 horas apos o corte.

Compostos Apés o 144h 216h 336h
corte

linalol 1-10% 1-10% 1-10% n.d.

canfora 1-10% 1-10% 1-10% n.d.
borneol >10% >10% >10% >10%
verbenona >10% >10% >10% >10%
ac. bornila >10% >10% >10% >10%
b-cariofileno >10% >10% >10% >10%
a-cariofileno 1-10% 1-10% 1-10% 1-10%
Ox. cariofileno <1% 1-10% 1-10% 1-10%

A Tabela VIII mostra uma pequena variagdo na area relativa dos compostos
monitorados no periodo de 336 horas depois do corte das folhas de alecrim, quando

extraidos por SFE e analisados por SPME. Na andlise realizada em 336 horas, o linalol e a

canfora ndo foram quantificados. O 6xido de cariofileno apresentou menor area relativa logo
apos o corte, depois variou de 1 a 10% de area, e permaneceu nesta faixa durante todo o

monitoramento. Os demais compostos ndo variaram no intervalo de area estabelecido. O

monoterpeno 1,8-cineol foi detectado em algumas andlises, mas nao foi persistente para ser

considerado. Esse dado nédo € surpreendente, uma vez que o 1,8-cineol € um composto

oxigenado, ideal para ser extraido por esta técnica.

4.10 Andlise dos dados de envelhecimento por componentes principais

Todos os dados de hidrodestilagéo, SFE e folhas, realizadas tanto por injecao direta
quanto por HS-SPME, foram auto-escalados e submetidos a analise exploratéria por PCA.

Os resultados foram graficados relacionando PC1, PC2 e PC3, apresentados nas figuras a

sequir.
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Figura 30: Grafico bi-plot PC1 X PC2 do acoplamento dos dados de envelhecimento das folhas

cortadas (FC) com os dados de hidrodestilagéo (H) e planta normal (PN), analisadas por CW-DVB.

O gréfico da Figura 30 relaciona os dados das folhas cortadas com a planta in vivo
(em situacdo normal) e os Oleos extraidos por hidrodestilagéo, analisados por SPME com a
fibora CW-DVB nos tempos: logo apos o corte (0 h), 6 horas, 24 horas (1dia), 120 horas (5
dias), 216 horas (9 dias) e 15 dias apoés o corte.

A PC1 explica 58% da variagdo ocorrida no sistema enquanto a PC2, 26%. Ou seja,
a PC1 mostra que ha uma diferenca significativa entre FC, PN e H, dos primeiros dias, com
H120 h e H216 h. No entanto, ndo ha diferencas entre os dados das folhas cortadas, da
planta in vivo e dos 6leos hidrodestilados nos dias Oh, 6h e 24h. Essa diferenga também néo
aparece para os Oleos dos periodos de 120h e 216h. A PC2 demonstrou uma diferenca
significativa entre a analise do 6leo hidrodestilado em 15 dias com as demais amostras.
Neste mesmo grafico estdo dispostos os terpenos responsaveis por essas diferencas. O
acetato de bornila estd mais presente na fragdo volatil das folhas cortadas e nos 6leos
hidrodestilados nos primeiros dias. Os compostos a-pineno, canfeno, mirceno, p-cimeno, g
terpineno, terpinoleno e b-cariofileno estdo mais presentes na fragdo volatil dos o6leos

hidrodestilados de 120h e 216h. A céanfora, borneol e linalol estdo preferencialmente no éleo
extraido apos 15 dias do corte das folhas.
A PC3 representa 9% da variacdo do sistema. Na Figura 31 esta o grafico PC1 X

PC3 que permite visualizar a influéncia dessa componente principal no sistema.
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Figura 31: Grafico bi-plot PC1 X PC3 da associacdo dos dados de envelhecimento das folhas

cortadas (FC) com os dados de hidrodestilagdo (H) analisadas por CW-DVB.

A PC3 separa a planta in vivo (PN) dos 6leos H24h, H6h, HOh e das folhas cortadas

de FC120h e FC216h. Nao houve diferenca significativa entre FCOh, FC6h e FC24h. Pelo
gréfico da Figura 31 verifica-se que na fracéo volatil da planta ha uma maior concentragéo

de acetato de bornila. A Figura 32 apresenta o grafico de PC1 versus PC2 para as mesmas

amostras, analisadas por PDMS.
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Figura 32: Grafico bi-plot PC1 X PC2 da associagdo dos dados da planta in vivo (PN) com o

envelhecimento das folhas cortadas (FC) e os extratos obtidos por hidrodestilagdo (H), analisados por

PDMS.
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A PC1 é responsavel por 83% da variagao do sistema e a PC2, 11%. A PC1 separa
0s Oleos H216 e H15d da FC de Oh, 216h, 120 e 15d e dos Oleos hidrodestilados nos
primeiros dias. Nao foi possivel visualizar a influéncia da PC2 neste grafico. Percebe-se
apenas que na andlise de FC24h predominou os terpenos borneol e canfora.
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Figura 33: Grafico bi-plot PC1 X PC3 da associagdo dos dados da planta in vivo com o
envelhecimento das folhas cortadas (FC) e os extratos obtidos por hidrodestilacdo (H), analisados por
PDMS.

O grafico da Figura 33 relaciona a PC1 com a PC3, mesmo esta ultima contribuindo
pouco na modelagem do sistema, somente 3%. Ele mostra que o extrato H216h € pobre nos
compostos analisados, diferente das andlises das folhas cortadas (FC), Oleos
hidrodestilados dos primeiros dias e PN.

Os Oleos extraidos por SFE foram submetidos a analise por PCA, juntamente com os
Oleos hidrodestilados. Neste estudo foram associados os valores de area absoluta dos
compostos principais, analisados tanto por SPME (fibra de PDMS) quanto por injecéo direta.
O objetivo foi detectar diferencas entre este dois tipos de analises e verificar se ocorre

alguma discriminacao da fibra, com relagéo aos compostos monitorados.
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Figura 34: Gréfico bi-plot, PC1 X PC2 do cruzamento dos dados dos dleos hidrodestilados analisados
por SPME (HS) e por injecao direta (HD), com os dados dos 6leos extraidos por SFE e analisados por
SPME (SS) e injecéo direta (SD), com as folhas analisadas por SPME (FS).

Pelo grafico acima verifica-se que a PCl explica em 42% a variancia total do
sistema, enquanto a PC2 explica 26%. A PC1 estdo relacionados os 6leos extraidos por
hidrodestilagdo e analisados por SPME em tempos maiores de envelhecimento. A PC2
separa os Oleos hidrodestilados analisados em 72 horas (3 dias), 96 horas (4 dias), 240
horas (10 dias) e 264 horas (11 dias) por injecdo direta. Os 6leos extraidos por SFE e
analisados por SPME e injecdo direta pouco se diferenciaram, inclusive de algumas analises
de HD.

Os Oleos hidrodestilados analisados por SPME sdo mais ricos em monoterpenos
nao-oxigenados e em sesquiterpenos. A PC2 esta relacionada com os oxigenados canfora,
borneol, verbenona e acetato de bornila, logo, os 6leos HD72h, HD96h, HD216h e HD264h,

S80 mais ricos nestes compostos.
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411 Perfil cromatografico da plantain vivo de alecrim

Na Figura 35 estédo dispostos os cromatogramas da planta de alecrim analisada in

vivo e logo apos o corte por SPME com a fibra de PDMS.
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Figura 35: Cromatogramas comparativos da planta analisada in vivo (a) e ap6s o corte de suas folhas
(b) por GC-ITMSD.

No cromatograma da planta (a) aparece com maior intensidade de sinal os
compostos: a-pineno (3), limoneno/1,8-cineol (12), borneol (25), verbenona (31), acetato de

bornila (39), e b- e a- cariofilenos (50 e 52) e 6xido de cariofileno (54). Os compostos (1) e

(19) néo foram detectados na planta in vivo.

Em observacéo a Figura 35, especula-se que no momento do corte das folhas, uma
maior concentracdo de terpenos néo-oxigenados e oxigenados volatiliza. A este fato sugere-
se que tais compostos estejam mais concentrados no interior das membranas que
armazenam os 6leos essenciais (bolsas secretoras)>®. Alguns compostos teriam dificuldade
de atravessar essa membrana, 0 que explicam as baixas intensidades dos sinais

caracteristicos de oxigenados no cromatograma (a). Ao cortar as folhas, rompem-se as
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membranas e tais compostos volatilizam mais facilmente, aumentando a intensidade do
sinal cromatografico. Tais sugestdes sdo dificeis de serem debatidas em virtude do pouco
conhecimento deste tipo de comportamento. Associados a estas idéias estariam: 0s
monoterpenos nao-oxigenados, em grande proporcdo e 0s monoterpenos oxigenados, em
pequena propor¢ao. Alguns compostos como borneol e acetato de bornila pouco variaram
com o corte das folhas. Os sesquiterpenos apresentaram maior intensidade de sinal no

cromatograma da planta in vivo.

412 Oleos armazenados de alecrim

Oito amostras de 6leo de alecrim foram analisadas por injecdo direta em GC-MSD. A
amostra de mais tempo de prateleira tem aproximadamente seis anos e a amostra mais
nova tem quatro meses.

No gréfico da Figura 36 estd o comportamento dos monoterpenos ndo-oxigenados. E
na Figura 37, os compostos a-pineno e 1,8-cineol/limoneno, que foram separados do

conjunto por apresentarem valores de area superior aos demais compostos do grupo
dificultando um pouco a visualizagéo.

terpinoleno

y-terpineno 010.02.03
12.10.02
016.04.02
a-terpineno 30.04.01
0 25.02.00
12.07.99
a-felandreno 17.03.98
01.08.97
mirceno
b-pineno

canfeno

'h

Figura 36: Comportamento dos monoterpenos nao-oxigenados nos 6leos armazenados de alecrim.
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Figura 37: Comportamento do a-pineno, limoneno e 1,8-cineol nos 6leos armazenados de alecrim.

Pelas Figuras 36 e 37, pode-se dizer que ndo ha associacdo evidente entre o tempo

de armazenagem e as areas obtidas. Pode-se inferir apenas que ndo houve variacéo

drastica no comportamento dos monoterpenos nao-oxigenados. Entretanto, o interessante

nas Figuras 36 e 37 é verificar que compostos como canfeno e a-pineno apresentam maior

proporcao relativa nos 6leos mais velhos, de 01/08/1997 e 12/07/1999, respectivamente. Os

demais compostos mostram um perfil inverso, possuem maiores proporgdes relativas em

6leos mais novos. Mirceno, a-terpineno, a-felandreno, 1,8-cineol/limoneno foram aqueles

gue pouco variaram na composi¢ao do 6leo de alecrim nos ultimos cinco anos.
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Figura 38: comportamento dos monoterpenos oxigenados nos 6leos armazenados de alecrim.

Observando a Figura 38 verifica-se que 0s compostos oxigenados pouco variaram na
composicao do oleo de alecrim nos ultimos seis anos. Contudo, estes variaram mais que 0s
compostos nado-oxigenados, segundo podem ser acompanhados na Figura 36. Pode-se
ainda inferir que h4 uma maior propor¢cdo de oxigenados nos 6leos de 16/04/2002,
12/10/2002 e 10/02/2003, quando comparadas as demais datas.
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Figura 39: Comportamento dos sesquiterpenos nos 6leos armazenados de alecrim.

Como pode ser verificado na Figura 39, os sesquiterpenos foram 0os compostos que
mais variaram em proporc¢ao relativa no éleo de alecrim.
A partir destes dados, pode-se discutir sobre a viabilidade de armazenamento do

6leo de alecrim por um periodo de até seis anos.

4.13 Estresse

As variacfes na fracao volatil da planta in vivo do alecrim, provocadas por auséncia
de agua, foram detectadas pelas fibras de PDMS e CW-DVB. Em um primeiro momento foi
determinado o perfil normal da planta, depois foi provocada a desidratagdo da mesma
durante um periodo de oito dias.

As Figuras 40 a 42 apresentam os cromatogramas da fracdo volatil da planta de
alecrim quando analisadas por SPME, com as duas fibras: PDMS (Figuras 40 e 41) e CW-
DVB (Figuras 42 e 43).
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Figura 40: Cromatograma da planta in vivo analisada por PDMS em situacao normal.
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Figura 41: Cromatograma da planta in vivo analisada por PDMS ap0ds oito dias sem agua.
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Figura 42: Cromatograma da planta in vivo de alecrim, analisada por CW-DVB, em situacdo normal
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Figura 43: Cromatograma da planta in vivo de alecrim, analisada pela fiora CW-DVB, apds oito dias
sem agua.

Ao avaliar os cromatogramas das Figuras acima, percebe-se que qualitativamente, a
fibora de PDMS absorve preferencialmente os compostos ndo-oxigenados, confirmando o
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qgue foi discutido no decorrer dessa dissertagédo. A fibora de CW-DVB apresenta uma
afinidade maior pelos compostos oxigenados.

Considerando a situacéo provocada a esta planta de alecrim, percebe-se que depois
de oito dias sem agua, ela apresentou uma reducdo da resposta com relacdo a fracédo
volétil. Esta observacao pode ser refor¢cada pelos dados obtidos com as duas fibras: PDMS
e CW-DVB (cromatogramas acima). Um fato interessante, porém, é que o composto acetato
de bornila parece nédo sofrer muito com a auséncia de 4gua, como 0s demais compostos. A
literatura busca interligar certos compostos presentes em plantas, que estejam associados a
situagbes anormais de cultivo como uma maneira da planta se proteger dessa nova
situacdo. Através dos cromatogramas apresentados nas Figuras acima, é possivel apenas
inferir que a proporcéo relativa dos compostos presentes na composicao volatil da planta de
alecrim muda com a auséncia de agua. Estudos mais detalhados serdo objeto de trabalhos
futuros.

O presente trabalho permitiu de forma comparativa, avaliar a aplicacédo da técnica de
SPME em amostragem in vivo e

O presente trabalho permitiu realizar comparacéo entre os Oleos extraidos por dois
diferentes processos de extracdo (hidrodestilicido e fluido supercritico), com relacdo a
composicao volatil da planta in vivo, utilizando a técnica de SPME e por analise direta. O

quadro abaixa resume de forma esquematica os resultados obtidos.

Ve injecdo
direta
folhas —
l Y
—1 LA HIDRODESTILAGAO |
auséncia de agua SEFE
por 8 dias l
l monoterpenos
monoterpenos |j| N@o-oxigenados
oxigenados e
sesquiterpenos v

monoterpenos
nao-oxigenados €
oxigenados
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Com relagéo ao envelhecimento das folhas de alecrim, a presenga dos compostos
volateis apresentou uma variacdo na concentracdo, com o tempo, quando analisada pelas
fioras de SPME, independente do tipo de revestimento; e algumas diferencas foram
observadas quando tais folhas eram extraidas por hidrodestilacdo e extragcdo com fluido
supercritico (SFE).

A hidrodestilagdo mostrou-se mais eficiente na extragdo de alguns compostos e a
SFE, de outros. Isso pelas condi¢des utilizadas no trabalho. A hidrodestilacdo, por exemplo,
para extrair sesquiterpenos, precisa de um tempo superior a 1 hora de extracdo. A SFE, no
entanto, extrai bem tais compostos em menos tempo. Como o interesse deste trabalho era
extrair, em maior propor¢cdo, 0s monoterpenos, ndo foi avaliado um tempo maior nas
extracBes por hidrodestilacdo. No tempo de 1 hora houve predominancia na extracdo de
monoterpenos, sendo que, analisando os 6leos por SPME houve uma preferéncia pelos
ndo-oxigenados enquanto a analise por injecdo direta ndo demonstrou preferéncia por
nenhuma classe.

As condicbes de SFE foram otimizadas para extrair, preferencialmente, os
monoterpenos oxigenados, exatamente o que ocorreu neste trabalho, tanto analisando os
6leos por SPME quanto por injecéo direta.

Com relagéo aos 6leos armazenados, as andlises indicam que a decomposi¢do ou
degradacao dos principais componentes do 6leo de alecrim ocorre lentamente dentro de um
periodo de seis anos. Claro que seguindo as condi¢des ideais de armazenamento, como
auséncia de luz, vidros @mbares bem vedados e temperatura controlada.

Ja com relagdo ao comportamento das plantas de alecrim ao ficarem sem agua
durante oito dias, mostrou que ocorre uma variacdo dos compostos volateis significativa
dentro desse periodo. Os compostos que mais variaram foram 0s monoterpenos
oxigenados, com exceg¢do do acetato de bornila. Pode-se inferir que tais compostos
estariam associados com a defesa da planta ao ficar sem agua por um certo periodo. Caso
houvesse aumento de alguns compostos e diminuicdo de outros poderiamos sugerir uma

provavel decomposigéo, isso néao foi observado nos cromatogramas apresentados acima.



5 CONCLUSOES

A utilizacdo da técnica de SPME na amostragem da fracéo volatil do éleo essencial do
alecrim, seja apés a extracdo das folhas por SFE ou hidrodestilacéo, seja por sorcao direta dos
componentes volateis da planta in vivo ou de folhas cortadas, permitiu a extragdo de mais de 50
compostos.

As andlises de SPME, dos 6leos de alecrim extraidos por hidrodestilacdo e SFE,
mostraram diferengcas na composi¢do volatii quando comparadas as analises das folhas
cortadas: a hidrodestilacéo extraiu uma maior concentracdo de monoterpenos n&o-oxigenados

enquanto a SFE extraiu uma maior concentragdo de monoterpenos oxigenados.
Os valores de reprodutibilidade calculados para os terpenos: a-pineno, mirceno, 2-

careno, a-terpineno, limoneno, canfora, linalol, verbenona e geraniol, utilizando a fibora de PDMS

e a fibra de CW-DVB, foram semelhantes aos valores encontrados na literatura.

A temperatura de amostragem influencia na concentragéo relativa dos analitos sorvidos
nas fibras. Entre 40 e 50°C, a adsorcdo dos compostos oxigenados na fibra de CW -DVB é
maior que na temperatura de 25°C. Nas temperaturas entre 25 e 40°C, a adsorcdo dos
monoterpenos ndo-oxigenados na fibra de PDMS é maior. Com relacéo ao tempo de exposicdo
da fibra, em periodos de 30 e 60 minutos, a fiora de PDMS é mais enriquecida com
monoterpenos ndo-oxigenados, enquanto em tempos de exposicdo entre 15 e 30 minutos a
fibra de CW-DVB é mais enriquecida em monoterpenos oxigenados. Esses comportamentos
das fibras foram também evidenciados pela modelagem por PCA.

O estudo, por SPME, do envelhecimento das folhas cortadas de alecrim mostrou, que,
apo6s 22 dias, a composicao volatil apresentava somente 0s compostos: a-pineno, canfeno, b-
pineno, limoneno/1,8-cineol, canfora, borneol, verbenona, b- e a-cariofileno. O 6leo de alecrim
hidrodestilado, apds 22 dias do corte das folhas, continha em sua composi¢éo volatil: a-pineno,
canfeno, b-pineno, mirceno, a-felandreno, a-terpineno, limoneno/l1,8-cineol, gterpineno,
terpinoleno, canfora, acetato de bornila, b- e a-cariofileno. O 6leo de alecrim extraido por SFE
apresentou na composicdo volatil das folhas cortadas ap6s 22 dias, os compostos: linalol,
canfora, borneol, hidrocarvona, 4-terpineol, verbenona, acetato de bornila, b- e a-cariofileno.

A falta de agua por oito dias provocou a redugdo de componentes volateis e semi
volateis nas analises da planta.
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Os éleos armazenados por um periodo de até seis anos ndo apresentaram alteracbes

significativas no perfil terpénico.
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