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RESUMO

O presente trabaiho teve como objetivos otimizar uma metodologia para analise de
compostos volateis produzidos por plantas aromaticas e medicinais utilizando Micro-extracéo
em Fase Solida (SPME, Solid Phase Microextraction), e aplicar essa metodologia otimizada
a amostras reais.

Os ensaios mostraram que os melhores resultados foram obtidos usando fibra de
SPME recoberta com 100 um de polidimetilsiloxano e os seguintes valores para as principais
variaveis operacionais: temperatura da amostra = 55°C, tempo de equilibrio solugdo /
headspace = 30 min, tempo de extracdo = 20 min e forga ibnica do meio correspondente a
36% de NaCl (m/v).

Com os parémetros definidos, o método foi aplicado na caracteriza¢ao de compostos
volateis produzidos por Afoysia gratissima (alfazema do Brasil), Cymbopogun martinii
(palmarosa), Mentha piperita var. citrata (horteld), Mentha spicata (horteld vilhoga), Origanum
vulgare (orégano), Origanum applii (orégano), Ocimum basilicum (alfavaca) e Ocimum
gratissimum (alfavacdo).

A metodologia também foi aplicada para a quantificagdo dos constituintes majoritarios
de Cymbopogun martinii, e os resultados comparados com os resultantes da andlise
cromatografica convencional do éleo essencial extraido da mesma amostra por
hidrodestilagdo. Os resultados obtidos indicam que a metodoiogia pode ser usada para
analises de rotina.
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ABSTRACT

The objectives of this work were the optimization of a methodology using Solid Phase
Microextraction (SPME) for analysis of volatile compounds produced by aromatic plants, and
the application of this methodology to real samples.

The experiments showed that the best results were obtained using SPME fibers
recovered with 100 um polydimethylsiloxane and with the foltowing operational parameters:
sample temperature = 55°C, sample / headspace equilibration time = 30 min, extraction time
= 20 min and sample solution ionic strength at 36 % NaCi.

The method was applied to characterize the chromatographic profiles for the volatile
compounds produced by Aloysia gratissima (Brazil lavender), Cymbopogun martinii
(palmarosa), Mentha piperita var. citrata (peppermint), Mentha spicata (spearmint), Origanum
vulgare (oreganum), Origanum applii (oreganum), Ocimum basilicumn (basil) and Ocimum
gratissimum.

The methodology was also employed for the quantification of the main volatile
components of Cymbopogun martinii, and the results were compared to the conventional
chromatographic analysis of the same sample. It is concluded that the developed SPME
methodology may be used in routine analysis.
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Introdugéo

1. INTRODUGAO

A qualidade de um método analitico & determinada pela qualidade de suas etapas,
com seus erros experimentais. De modo geral essas etapas sdo: amostragem, preparacdo
das amostras, separag3o, quantificacio, avaliagio estatistica e decisdo. Cada etapa ¢ critica
para obtengdo de resultados corretos. Na etapa de amostragem decide-se de que forma a
coleta de material deve ser feita para se obter uma quantidade que represente as
caracteristicas do mesmo. Na preparagdo da amostra 0s componentes de interesse da
matriz s8o isolados, pois na maioria dos instrumentos analiticos uma andlise direta ndo é
possivel. Nesta etapa é necessdrio obter niveis de concentragdo convenientes para os
analitos, por exemplo, antes da determinagdo de tragos de componentes presentes no solo
ou na agua, é preciso isola-lo da matriz, concentra-lo e freqlentemente submeté-lo a um
processo de limpeza. Durante a etapa de separagdo do processo analitico, a mistura
contendo o analito de interesse é dividida nos seus constituintes, tipicamente por medidas
cromatograficas ou técnicas de eletroforese. A etapa de quantificacdo permite determinar as
quantidades dos compostos identificados, identificacdo esta, que pode ser realizada pelo
tempo de retengdo combinado com uma deteccdo seletiva. A avaliagdo estatistica formece
uma estimativa da concentragio do analito alvo na amostra analisada. Finaimente, com os
dados obtidos, pode-se decidir qual procedimento a ser adotado para a amostra.

Com relagéo a etapa de preparacio da amostra, o isolamento dos analitos pode ser
reafizado com ou sem o uso de solventes. Dois processos tipicos que utilizam solventes, séo
a extracdo liquido-liquido e a extracdo em fase sélida. Em ambos, sdo realizadas varias
etapas até obtencdo dos analitos. Existem também processos que dispensam o uso de
solventes como: extra¢do em fase gasosa (headspace), extracdo em membrana e extragéo
em sorventes (micro-extragdo em fase sélida).

A Micro-Extragdo em Fase Sélida (SPME, do inglés Sofid Phase Micro-Extraction) é
uma técnica de extragio e pre-concentrac@o rapida, simples e que dispensa o uso de
solventes extratores e manipulagio excessiva de amostra, descrita por Arthur et al. [1, 2] no
inicio da década de 90 e que tem sido extensivamente estudada e aplicada a diversas
matrizes como altemativa 4s metodologias tradicionais. O seu principio basico e simples:
uma fibra de silica recoberta com um filme de material sorvente (polimeros ou adsorventes
sOlidos), € exposta & amostra ou ac seu espaco confinante (headspace). Os analitos
contidos na amostra ou no headspace s3o sorvidos na camada de recobrimento da fibra; os
materiais extraidos podem ser entdo transferidos da fibra para um instrumento analitico
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Infrodugéo

adequado para a sua separagio, identificacdo e quantificagdo. Frequentemente, a
Cromatografia Gasosa (CG) é a técnica instrumental empregada para as etapas de
identificacdo e quantificagio que se seguem a extracdo por SPME: a fibra pode ser
introduzida diretamente no injetor aquecido do cromatografo, sendo os analitos coletados
dessorvidos termicamente e arrastados pelo fluxo de gés de arraste para a coluna
cromatografica. Pode-se fazer extracbes seletivas por escolha adequada do tipo de material
de recobrimento da fibra.

O dispositivo basico para SPME (comercializado desde 1993 pela Supelco Inc.,
Bellefont, PA — EUA) consiste de um bastdo de fibra 6tica, de silica fundida, com 10 mm de
sua extremidade recoberto com um filme fino de polimero (polidimetilsiloxano, poliacrilato ou
carbowax) ou de um sdlido adsorvente (carv@o ativo microparticulado = Carboxen). As
espessuras dos recobrimentos das fibras comerciais variam de 7 um a 100 um e seus
volumes de 0,03 ul a 0,7 pL, respectivamente. (Figura 1).

Figura 1 - Dispositivo para SPME. Vista geral em corte (esquerda): 1 - fibra extratora; 2 - agulha de
ago; 3 - corpo do aplicador; 4 - septo de silicone; 5 - guia do aplicador; 6 — guia do émbolo e 7 —
émbolo; e Detalhe da extremidade fibra ! agulha (direita): a - fibra extratora; b - tubo capilar de agoec
- agulha {modificado de [3]).

As fibras para SPME para uso com este dispositivo s3o fornecidas montadas em uma
agulha, sendo que este conjunto é rosqueado no aplicador. Desta forma o aplicador &
reutilizavel, bastando trocar o conjunto (fibra + agulnha) quando necessario. Os fundamentos
no desenvolvimento de metodologias de SPME - envolvendo otimizacdo de parametros
como posigéo da fibra no injetor do CG, temperatura e tempo de dessorcdo, condi¢bes de
foco dos analitos na ponta da coluna cromatografica, tempo e temperatura de extracdo,
velocidade de agitagdo da amostra liquida durante a extracdo; pH e forca idnica da amostra,
dentre outros - j& foram abordados na literatura [4].



Introducédo

Em comparagio com outras técnicas de preparo de amostra, a SPME apresenta uma
série de caracteristicas interessantes. Ela € mais rapida e operacionalmente mais simples
que muitas das técnicas tradicionais; alem disso, nio exige equipamento analitico
especialmente modificado e dedicado a esta finalidade (ao contrario de algumas das outras
técnicas, como os métodos de manipulagdo dindmica do headspace de amostras). O
manuseio reduzido das amostras em comparagdo as técnicas convencionais minimiza a
possibilidade de formagdo de artefatos. Os analitos podem ser extraidos e transferidos
diretamente ao cromatégrafo gasoso, sem intervencdio de solventes extratores - cujo uso,
além de ser uma possivel fonte de contaminantes, & um fator complicante no gerenciamento
de um laboratério analitico, pela necessidade de adocdo de procedimentos de descarte e
pelos riscos ocupacionais associados & sua manipulagdo. Por suas caracteristicas, a SPME
€ uma técnica que pode ser facilmente usada para aplicagbes em campo. As extra¢des
podem ser realizadas in situ, e as fibras com os materiais coletados transportadas ao
laboratorio quimico para a continuidade do procedimento analitico. A disponibilidade de
cromatografos gasosos e microcomputadores portateis pode permitir a extensdo de todo o
processo analitico no local de coleta das amostras.

A SPME tem sido aplicada com sucesso a amostras de origem extremamente variada
[5]. Dentre estas, o seu uso em diversos procedimentos com amostras de origem vegetal —
incluindo  isolamento, identificacio e quantificagdo de compostos organicos volateis
biogénicos (BVOC, biogenic volatile organic compounds), dleos essenciais e contaminantes -
tém recebido grande atengdo. O uso de SPME na caracterizacdo de monoterpenos
produzidos por folhas de pinheiros foi descrito por Schaffer et al. [6], que estudaram as
principais variaveis operacionais envolvidas e aplicaram o método na determinagdo dos
padroes de composigdo da mistura de terpenos produzida por quatro diferentes espécies de
pinheiros. Coleman et al. [7] testaram 4 métodos de extragdo (amostragem gas-tight, purge &
trap, injecao direta do 6leo em solvente organico e SPME) na analise do éleo essencial de
Juniperus virginiana, verificando que na andlise quantitativa por SPME, o tempo de
amostragem causa impacto significativo na distribuicio dos compostos voiateis do 6leo.
Outro exemplo interessante é o trabatho de Rohloff [8], que através de extracdes com SPME
e separagao e deteccdo com CG-EM identificou a dependéncia entre a composigéo de oleo
essencial de horteld (Mentha pipernita) e se¢do da folha do vegetal amostrada. O uso de
SPME em amostragens in vivo de BVOC de vegetais também tém sido proposto; p.ex.,
Vereen et al. [9] coletaram volateis emitidos por folhas da conifera Abies frasen por extracdo
com fibras de SPME recobertas com 100um de PDMS (polidimetilsiioxano). An ef af {101
utilizaram de SPME acoplada a CG-EM na andlise direta do éleo essencial de Lavandula
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angustifolia com os resultados obtidos comparaveis ac método convencionai (extragdo com
solvente organico). Recentemente, Bicchi et al. [11], através de uma série extensiva de
ensaios, compararam fibras de SPME com recobrimentos variados para a extragdo de
volateis de quatro plantas aromaticas (Rosmarinus officinalis L, Salvia officinalis L., Thymus
vulgans L. e Valenana officinalis L.); os resultados obtidos indicam que os melhores
recobrimentos para estas andlises s@o aqueles constituidos por adsorventes (carbono
grafitizado = Carboxen ou polidivinilbenzeno = DVB) — dispersos em uma matriz de polimero
absorvente (PDMS). Por outro lado, estudos conduzidos por Sandra e colaboradores {12,
13], cobrindo diversas técnicas de extragdio (SPME, purge & trapping, extragdo com barras
magnéticas recobertas com sorvente, etc.) recomendam genericamente PDMS como fase
extratora para volateis produzidos por vegetais.



Objetivos

2. OBJETIVOS

2.1. Estudar o efeito de variaveis operacionais relevantes em extragoes por SPME para
sua aplicagdo a caracterizagio de compostos volateis produzidos por plantas
aromaticas.

Para estes estudos, foram avaliados os efeitos das principais condi¢bes de extragao
de analitos volateis tipicos em plantas aromaticas por SPME. Como amostras foram
empregadas solugbes aquosas diluidas desses componentes, e as extracbes foram feitas no
headspace dessas solugdes. Fibras recobertas com PDMS puro e com Carboxen disperso
em PDMS foram usadas nos diversos ensaios. Avaliaram-se os efeitos sobre a eficiéncia de
extracdo, do tempo de equilibric amostra / headspace, tempo de extracéo, temperatura de
extracio e forga iénica da amostra. A reprodutibilidade e linearidade da metodologia foram
determinadas.

2.2. Aplicar a metodologia geral desenvolvida para a identificagdo e quantificagio de
compostos volateis presentes em amostras vegetais,

Os pardmetros de extracdo otimizados em 2.1. foram adotados em andlises de
compostos volateis presentes em diversas amostras de plantas aromaticas. Os picos
presentes nos perfis cromatograficos foram identificados, e os compostos mais relevantes
destes perfis foram quantificados.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Micro-Extragio em Fase Sélida

A primeira descricdo de extracdo por SPME, por Arthur e Pawliszyn [14], data de
1990 e usava fibras éticas. O filme de polidimetilsiloxano (PDMS) que recobria as fibras (com
propésito de lhes conferir resisténcia mecanica) atuava como meio extrator. Os trabalhos
iniciais demonstraram a potencialidade da técnica; p.ex., Arhur ef al. [1] conseguiram
quantificar hidrocarbonetos aromaticos em solucbes aquosas diluidas extraindo-os por
SPME (fibras 6ticas cobertas com 56 um de PDMS), separando-os e quantificando-os por
CG com limites de detecgdo de até 1 pgl' e desvios-padrdo relativos de até 6 % entre
replicatas. Também determinaram os parémetros essenciais que devem ser estudados no
desenvolvimento de metodologias de SPME [2, 15]: posicdo da fibra no injetor do CG,
temperatura e tempo de dessorcso; condicbes de foco dos analitos na ponta da coluna
cromatografica; tempo e temperatura de extragéo; velocidade de agitacdo da amostra liquida
durante a extrag&o; pH e forga idnica da solucdo, dentre outros.

O carater apolar do recobrimento de PDMS das fibras éticas usadas inicialmente
limitava as aplicacbes a analitos apolares, como hidrocarbonetos aromaticos e alifaticos
halogenados e bifenilas policioradas. No primeiro ensaio descrevendo uma extragdo seletiva
com fibras recobertas com outros materiais, Buchholz e Pawliszyn [16] quantificaram fenois
em solucdo aquosa usande fibras de silica recobertas com 95 um de poliacrilato para a
extracio seletiva, e CG-EM (Cromatografia Gasosa com Detecgdo por Espectrometria de
Massas) para sua separagdo e Wentificacio, com Yimites de deteccao de até 4 ng.L™ (para o-
nitrofenol e p-cloro-m-metiifenol).

Os modelos tedricos da SPME baseiam-se nas relagbes de equilibrio dos processos
envolvidos. Na forma de extragio mais simples - imersdo direta de uma fibra recoberta por
um filme de polimero na solugdo-amostra perfeitamente agitada - a massa n de um anaiito
extraido, quando do equilibrio entre as concentragcbes de analito na amostra apos o
equilibrio, C,, e na fibra, C,(C, = Cy), é dada por [17]:

_ Kfs'vr'vs‘co
B (Kfs‘/f)+vs

{(Equacgao 1)
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onde V:e V; sao os volumes do recobrimento polimérico da fibra e de solugao de amostra,
Kss o coeficiente de particdo do analito entre a matriz e o recobrimento polimérico da fibra, e
Co a concentragio inicial do analito na matriz. Como o volume do recobrimento é muito
pequeno em relagdo ao volume de amostra, V; >> (Ke.. V), a Equacdo 1 pode ser reduzida a

n~K,-V,.-C, (Equago?2)

Assim, a quantidade de analito extraido € uma fungdo linear da concentragéio inicial
do analito na amostra, C,. De acordo com essa equaciio, a massa extraida aumenta com o
volume de recobrimento da fibra, que é funcido da espessura do filme: uso de filmes
espessos resultaria em aumento de sensibilidade. Como o tempo para o sistema atingir o
equilibrio é incrementado com o aumento da espessura do filme, esse parametro é limitado
na pratica a cerca de 100 pm - nos quais pode-se atingir o equilibrio em até 1 min de
exposi¢do da fibra & amostra [18]. O coeficiente de particio K é caracteristico para cada
par analito/material de recobrimento. Pela selecio adequada da natureza do recobrimento
da fibra este coeficiente e variado, e por conseguinte, muda-se a eficiéncia de extracio.
Além disso, em amostras complexas, sdo possiveis extragdes seletivas por emprego de
fibras com recobrimentos variados.

Para extragbes por exposigédo da fibra ac headspace de amostras liquidas, ocorrem
simultaneamente equilibrios entre as concentragbes do analito na amostra e no headspace,
Chs (Ca = Cis) @ entre as concentragbes no headspace e na fibra (Cps = C). Neste caso, a
relagdo entre concentragdo do analito e massa extraida é [19]:

Ky Ky Vi V-V, -G
(ng 'Kgf 'Vf)+ (ng 'Vg)+vs

(Equagéo 3)

sendo Vy 0 volume do headspace, Kq 0 coeficiente de particio do analito entre a matriz e o
headspace e Kg o coeficiente de partigiio do analito entre o headspace e o material
polimérico de recobrimento da fibra; os demais termos séo definidos como na Equacéo 1.

A quantificagdo de analitos em fase gasosa por SPME pode ser simplificada por uma
particularidade desta técnica. O equilibrio entre as concentractes na fibra e na fase gasosa
Cg = Cr € govemado pelo coeficiente de particdo Kyr[17]:
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C, Cc n 1
=K, =>C, =L =—.—
o K, V, K,

(Equacao 4)

O volume do recobrimento da fibra depende da sua geometria; a massa de analito
absorvida pode ser estimada através da area do pico cromatografico e do fator de resposta
do detetor empregado para o analito. O coeficiente de partigdo pode ser determinado a partir
de misturas gasosas com concentragdes conhecidas dos analitos. Altemativamente, sendo
os processos de particdo na extragdo por SPME e na eluigdo em Cromatografia Gasosa
analogos, o coeficiente de particio pode ser calculado a partir da retengio do analito em
uma coluna de fase estacionaria similar ao recobrimento da fibra [20]. A relagdo entre o
tempo de retengio isotérmico de um analito, £z e o coeficiente de particio é

20)
T m P 3 P 1 =
Kgf = (tR — tM)' [F - [?’;J . [p—pmp—']:| N E N [ ol A : V (Equagao 5)

onde ty € o tempo de reten¢ac do composto nao-retido (“tempo morto™), F a vazdo da coluna
medida com um fluximetro de filme, T a temperatura da coluna, T,, e p, respectivamente a
temperatura e a pressdo ambiente, p; e p, as pressdes na cabeca e na saida da coluna e V,
o volume de fase estacionaria contido na coluna. Entretanto, € mais conveniente caicular o
coeficiente de particdo a partir do indice de Retengdo Modificado para Programagcéo Linear
de Temperatura [21], I,, dado por

to. —t
Im:100-(MJ+1oo-n (Equagdo 6)

tR(n+1} ~ 'R(A)

onde trp) € 0 tempo de retencio do analito e ey, € frpmey; S30 0Ss tempos de retencdo de n-
alcanos respectivamente com n e (n+1) carbonos em sua cadeia, sendo trip) > trm © trm <
trm+y). A relacao entre I, e Kgr € logaritmica:

Iog(Kg,) =a+b-1I, (Equagéo 7)



Aspectos tebricos da SPME

sendo a = AH/(2,303R) e b = [log(RT/p*) - AH'/(2,303RTY)] (4H" = calor de vaporiza¢io do
analito, R = constante universal dos gases, T = temperatura, y = coeficiente de atividade do
analito e p* = pressédo de vapor do analito & uma temperatura 7%.

Usando as relagbes acima, determinados o coeficiente de particdo e o fator de
resposta do detetor para um determinado analito pode-se quantifica-lo em fase gasosa
diretamente a partir da area do pico cromatografico, sem a necessidade de construcdo de
curvas de calibragéo individuais para cada analise. Martos et al. [21] usaram quantificacao
por SPME baseada em indices de retencdo para determinacdo da concentragio total de
hidrocarbonetos de petrdleo em ar, obtendo resultados comparaveis aos de um método
envolvendo calibragdo convencional - (262 + 13) pg.l™" contra (257 + 10) ug.L™

Quantificagdo por SPME baseada em indices de retencdo também foi aplicada na
determinac&o de estireno em ambientes industriais [22].

3.2. Consideragoes Cinéticas

A equagdo 8 expressa o tempo para atingir o equilibrio, t., em fungéo da espessura
do recobrimento (L) e do coeficiente de difusdo do soluto nessa camada (D).

L7
le ~ [95 = _D; (Equacio 8)

Segundo esta equagdo, o tempo necessario para atingir o equilibrio seria infinito,
mas, devido as incertezas experimentais inerentes as extracdes por SPME, considera-se,
como mostrado na equagdo 8, um tempo de equilibrio pratico (tes), que corresponde a
extrac@o de 95% da massa que seria extraida apés um tempo infinito de extracio.

A correagdo do modelamento pela equagZio 8 com a situagio experimental precisa
ser avaliada com cautela. Por exemplo, quando nela sdo substituidos os parametros para a
fibra com o recobrimento mais espesso comerciaimente disponivel (PDMS, L = 100 um) e
um analito como benzeno, de Dr = 2,8 x 10° cm.s™ & previsto que tes seria cerca de 20
segundos [23]. Na pratica, este valor s6 € aproximado quando a extracdo do benzeno é feita
de uma matriz gasosa [15]. Em extragdes de matrizes aquosas, o tempo necessario ao
transito do analito pela matriz até atingir a superficie da fibra teria de ser considerado: neste
caso o t. & de 200 segundos ou mais [23]. (figura 2)
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Figura 2 — Perfis de extragdo para 1 ppm de benzeno em &agua, (A) segundo o modelamento da
equagéo 8 (usando-se Ky, = 125, D= x10%cm.s' e D,, = 1,08 x 107 cm.s”), sob trés condigGes de
agitacdo: (B) agitagdo magnética a 2500 rpm, (C) 1800 rpm, (D) 400 rpm e (E) sem agitagao.

Na figura 2 s&o mostrados 5 perfis de extracdo (curvas relacionando fracdo extraida
com tempo de extracdo), do benzeno com a fibra PDMS. A curva A é teérica e representa o
comportamento segundo a equacdo 8; as demais curvas s3o experimentais, com varios
niveis de agitagdo da matriz aquosa (curvas B, C e D) e sem agitagdo (curva E).
Comparando-se as curvas experimentais nota-se que o t. diminui com o aumento da
agitag@o da matriz, porque este procedimento facilita o contato do analito com a fibra. No
entanto, mesmo sob agitagéo, o te € substancialmente maior do que o previsto pela equacao
8. Isto ocorre porque apesar da agitacdo, a superficie da fibra fica em contato com uma
camada estatica da matriz, de espessura 8, onde ndo existe agitacdo. (figura 3)

Figura 3 — Extragcdo SPME direta com agitagéo pratica. 5 = espessura da camada estatica
(ndo agitada).
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Ao contrario do que ocorTe na regido agitada, na camada estatica, a fransferéncia de
massa ocorre exclusivamente por difusdo e, portanto, é mais lenta, Na equacao 9, o produto
5Kl relaciona os fatores responsaveis pelo retardamento de te. pois o tempo de equilibrio
€ incrementado com © aumento da camada estatica, da espessura do recobrimento da fibra
e de K, que dimensiona a quantidade de analito necessaria para ser atingida a
concentragdo de equilibrio na fibra [24]. A equagdo 9 aplicada & extracdo de benzeno da

agua resulta num valor previsto para t. de 190 segundos [25], préximo dos resultados
mostrados na figura 3.

3 5K me f

le = t9s = D, (Equacio 9)

A equacdo 9 tem implicagbes experimentais importantes na extragdo direta com
agitagdo. Uma delas € a de que o tempo para atingir o equilibrio & mais dependente da
difusdo do soluto na camada aquosa estacionaria (Dy) do que na fibra. Além disso, fibras
com recobrimentos menos espessos s30 convenientes para extracbes mais rapidas (deve-se
considerar poréem, que com recobrimentos finos, a quantidade de material extraido é menor,
0 que pode limitar a sensibilidade analitica).

A discussbes anteriores enfocaram os fundamentos da SPME direta em matrizes
aquosas e gasosas. A SPME também pode ser usada para extragdo do headspace, como
discutido a seguir. Nestas extragbes a transferéncia de massa num sistema trifasico fibra-
headspace-matriz depende dos equilibrios de particio entre as 3 fases, das dimensdes das
fases e dos coeficientes de difusdo do soluto nelas. A correlagio entre estes fatores e o
tempo de equilibrio, vélida para extragbes sem agitagéio é descrita na equagsio 10;

Lm
KfmlLf

le~195=18 + )
KmmDn 1,6 Dm (Equagdo 10)

De acordo com esta equacgdo, € conveniente minimizar as espessuras da matriz (L),
do headspace (L.) e da fibra (L). As limitagbes para diminuir L; foram comentadas
anteriormente, uma excessiva diminuigdo de L,, também pode comprometer a sensibilidade
do método e as diminuicbes de L, e L, podem afetar negativamente a termodinamica da
extracio, caso as concentragbes do analito variem excessivamente no headspace e na
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matriz. Outros aspectos praticos prendem-se aos coeficientes de difusdo e as constantes de
equilibrio de particdo. Problemas com coeficientes de difusdo desfavoraveis podem ser
contornados com agitagdo efou aquecimento do sistema. Quanto as constantes de
distribuig&o, o compromisso entre elas pode ser explorado com base na figura 4.
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Figura 4 — Correlagbes entre Kn e Kr, € os perfis de extragdo para analitos extraidos num
sistema hipotético (adaptada de [26]; detalhes no texto)

Na figura 4A estio representados, para analitos com Kg = 10.000, os perfis de
extragdo para Kim = 0,2, Kim = 0,02 & Kyn = 0,002 [26]. Nota-se que o equilibrio é atingido
muito mais rapidamente para o maior valor de K., Por outro lado, na figura 4B, em que
estdo representados perfis de extracdo para K = 0,2 € Kg = 100, 1.000 e 10.000, fica
evidente que o equilibrio € atingido mais rapidamente para o menor valor de Kg. Portanto,
conforme o destaque na figura 4B, conclui-se que a extragéo é favorecida para analitos que
tenham, simultaneamente, K., elevado e Kq, baixo, pois a concentracéo de anaiito na fibra é
pequena em relagdo & sua concentragdo na amostra [27], o que acontece na pratica, pois os
volumes dos recobrimentos das fibras sdo muito menores que os da amostra e do

headspace.

Um exempilo interessante do efeito do valor de Ky, € apresentado na figura 5, em que
sao mostrados os perfis de extracdo do headspace para benzeno e o-xileno. Na figura, o
tempo de extrag@o do benzeno é de aproximadamente 20 segundos, enquanto para o o-

12
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xileno, de 100 segundos. Eles tem, respectivamente, pontos de ebulicio de 80°C e 144°C. A
maior volatilidade do benzeno torna mais facil a sua passagem para o headspace.
Entretanto, a quantidade de benzeno extraida no equilibrio € menor (Ks, = 301 para o
benzeno, Kp = 2800 para o o-xileno) [13].
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Figura 5 — Perfis de extragio obtidos para SPME de headspace sob agitagéo, de solugao
aquosa contendo 1 ppm de benzeno e o-xileno

3.3. Selegdo do modo de extragio

As opgles sdo a SPME direta e headspace. O fato da SPME direta ndo ser aplicavel
a matrizes aquosas contendo particulados e a matrizes sélidas evita trabalhos infrutiferos.
Na extragdo de humuleno e cariofileno de ldpulo, a opgdo natural foi a extragdo do
headspace [28]. Para matrizes aquosas “limpas” ambas altemmativas podem ser usadas. Um
critério geral é o de que a SPME de headspace é indicada para analitos de média e aita
voiatilidade. No entanto, numa analise de compostos organicos volateis em agua, a SPME
direta (fibora PDMS 100 um) foi a melhor opgéo [29].

3.4. Estudo dos perfis de extragao

Estabelecer os perfis de extracdo é uma forma segura de avaliar os procedimentos
para otimizagdc do tempo de extracio. Entre os fatores passiveis de estudo estdo a
espessura da fibra e sua afinidade com os analitos, a agitagéo do sistema (figura 2), a sua
temperatura e o tipo de frasco utilizado (volume, formato e material). Comparar os perfis de
extragdo de analitos diferentes, mostra qual o tempo minimo para extragbes simultaneas
numa amostra e quais as sensibilidades relativas entre os correspondentes analitos (figura

5).
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3.5. Selegido da técnica de agitagio

Como apresentado na figura 2, a otimizacgo da agitagcéo é fundamental para abreviar
0 tempo de extragdo. A agitagio magnética, por sua simplicidade, é a mais utilizada. Outras
técnicas demandam dispositivos mais complexos: vibragdo da fibra, usada em injetor
automatico desenvolvido pefa Varian, movimentacao circular do frasco [30], e sonicagéo, que
diminui o tempo de equilibrio mas pode adulterar a amostra [30, 31, 32].

3.6. Otimizacao da dessor¢io
A dessorcao € otimizada com:

- afibra colocada no centro da zona aquecida do injetor,

- armaste rapido dos compostos dessorvidos da fibra, o que & conseguido usando-se no
injetor um “finer” de pequeno diametro intemo (geralmente 0,8 mm nos liners comerciais).
Com a fibra inserida no liner é criada uma regido de restricdo, onde a velocidade do gas
de arraste é aumentada sem necessidade de alterar a sua presséo.

- O injetor em temperatura que seja um compromisso entre a permitida pela fibra e a
volatilidade dos analitos.

3.7. Validagdao do método

As estrategias gerais para validagdo de um método dependem, entre outros fatores,
dos propositos analiticos e da instrumentagdo disponivel. Ela pode envolver:
estabelecimento de linearidade, recuperacio (fragdo extraida dos analitos) e repetibilidade;
comparagdo com meétodos convencionais; avaliagbes com amostras padrio e comparagdes
inter-laboratoriais e com resultados de analises por instituicbes independentes. Um
procedimento importante da convalidagio de um método SPME é aplica-lo, assim como o
meétodo convencional a amostras reais, comparando os resultados.

Nos primeiros trabalhos com SPME, as fibras eram montadas em microseringas
convencionais modificadas (Figuras 6 e 7) - um pedago de fibra ética era preso a um tubo
capilar de ago, que por sua vez era adaptado & ponta do émbolo da microseringa [14]. Com
0 movimento do émbolo da microseringa, a fibra podia ser recolhida no interior da agulha ou
exposta para extracio ou dessor¢ao.
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~en

4

Figura 6 - Microseringa adaptada para uso com SPME: 1- corpo da seringa; 2 - émbolo; 3 - agulha;
4 - tubo capilar de ago e 5 - fibra extratora (adaptado de {14]).

Figura 7 - Detalhe da jungao fibra / tubo capilar: a - recobrimento da fibra: b - nicleo de silica e
¢ - tubo capilar de ago (adaptado de [14]).

Esse amanjo é adequado para a maior parte dos trabalhos de rotina, e o unico
dispositivo comercial para SPME no mercado, comercializado pela Supelco Inc. (Bellefont,
PA - EUA) - figura 1 — foi baseado neste modelo.

Modificagbes nos arranjos basicos tem sido propostas visando aplicagbes
especificas. Grote e Pawliszyn [33] alteraram o dispositivo comercial para extragdo de
organicos volateis de halito para analises clinicas (Figura 8), tendo quantificado analitos
como acetona (38 £ 1,1 nMol.L”) e isopreno (10 + 1,4 nMol.L™") nessas amostras.

Figura 8 - Modificagao do dispositivo comercial de SPME para analise de halito: 1 - tubo de material
inerte; 2 - abertura; 3 - fibra extratora e 4 - corpo do dispositivo comercial {adaptado de [33]).
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Zhang e Pawiliszyn [34] descrevem um dispositivo para SPME especifico para
extragbes de headspace estatico similar ao mostrado na Figura 6, mas adaptando a fibra em
uma seringa gas tight de 500 pulL.

Atuaimente existem diversos tipos de recobrimento da fibra (tabela 1), todos

comercializados pela Supelco.

Tabela 1 - Fibras para SPME comerciaimente disponiveis

Fase estacionaria e espessura Abreviagao Aplicagao geral
do filme (tipo de analito)
Polidimetilsiioxano (100 um) PDMS Nao polar, voiatil
Polidimetilsiloxano (30 um) PDMS Nao polar, volatil e semi-volatil
Polidimetilsiloxano (7 um) PDMS N&o polar, semi-volatil e ndo volatil
Polidimetilsitoxano-divinilbenzeno (65 | PDMS-DVB | Polar
pm)
Poliacrilato (85 um) PA Polar, uso geral
Carboxen-polidimetilsiloxano (76 um, | CAR- PDMS Volatil, gasosos e analise de tragos
85 um)
Carbowax-divinilbenzeno (65 um, CW-DVB | Polar, volatil (limite de temperatura
75 um) baixo)
Carbowax-templated resin (50 um) CW-TPR | Polar, HPLC
Divinilbenzeno-carboxen- DVB-CAR- | Faixa de polaridade larga (C; a Cao)
olidimetilsiloxano (50/30 um) PDMS

Em levantamento realizade por Alpendurada [35], os artigos onde a técnica de SPME
é utilizada tem a seguinte distribuicdo: 40% relacionados a aplicagbes ambientais, 20%
aplicagbes botanicas e andlise de alimentos, 20% analises forenses e clinicas, 15%
desenvolvimentos da técnica e 5% artigos de informagdo geral. Dentre estes podemos
destacar Xiao ef al [36], que estudaram o uso de fulereno como novo material de
recobrimento da fibra usada em SPME. O polimero foi testado na extracdo de BTEX,
naftaleno e diésteres de &cido ftalico no headspace de amostras de agua, apresentando
limites de detecgdo na faixa de ng/L™" a ug L™, obtido por CG-DIC.
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Penalver et al. [37] avaliaram possiveis alteracdes na quantidade extraida de 5
pesticidas pela fibra de poliacrilato 85 um, pela estocagem desta fibra apos a extracdo (0 a
800 min.) e pela adi¢do de padrao interno. Constataram que a adi¢ao de padrdo intero ndo
alterou a reprodutibilidade e repetibilidade dos resuftados, e com excecao de 1 pesticida, o
tempo de estocagem néo teve efeito significativo sobre a adsor¢ao/dessorcdo dos analitos.
Abalos ef al. [38] testaram 5 tipos de fibra na extragdo de acidos graxos volateis, obtendo
éxito apenas com a fibra de Carboxen na extracio dos acidos de cadeia curta {acético e
propiénico).

Takatz e Torkos [39] utilizaram técnicas como SPME, extracio por fluido supercritico
e dessorg&o térmica, na determinagdo de clorobenzenos em agua e solo, verificando que a
SPME apresentou os meihores indices de recuperacido (proximos de 100% para todos os
analitos) entre as técnicas. Lambropoulou e Albanis [40] analisaram 7 inseticidas
organofosforados em amostras de solo, mar, rios e lagos por HS-SPME, obtendo limites de
detecgdo entre 0,01 e 0,04 ug.L™ e desvios padrio relativos menores que 17%, mostrando a
confiabifidade na precisdo do método.

Field ef al. [41] compararam HS-SPME, destilagio convencional com pentano e
headspace direto com seringa gas-tight, na determinacdo dos sesquiterpenos isémeros
humuleno e cariofileno em oleo essencial de lipulo. A SPME apresentou resultados
comparaveis as demais técnicas, porém com vantagens em fatores como pequena
quantidade de amostra, maior sensibilidade, inexisténcia de clean-up e baixo custo.

Na area ambiental podemos destacar os trabalhos de Doong e Liao [42], que
utilizaram HS-SPME para determinar pesticidas organoclorados em amostras de solo
utiizando fibras de PDMS e PDMS-DVB, com resultados comparaveis aos obtidos por
extracdo em Soxhlet. Vilchez et al. [43] analisaram o inseticida fipronil em amostras de agua,
solo e urina, utilizando SPME-CG-EM-SIM e fibra de poliacrilato, alcancando limite de
detecgdo de 0,08 ng.mL™".

Valente et al. [44] utilizaram HS-SPME-CG-DCE na quantificagdo de trialometanos
(THM) em amostras de agua potavel de 3 localidades do Estado de Sao Paulo, chegando a
resultados que mostram que a técnica pode ser usada como ferramenta para cumprimento
da portania 36/GM do Ministério da Saude, que determina a monitoragéo dos THM.
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SPME tem sido largamente aplicada a andlise de alimentos, onde a utilizagdo da
técnica por Kovacevic e Kac [45] permitiu o estudo da composi¢do do oleo essencial de
lupule, possibilitando a diferenciacdo entre espécies da matriz, de forma simples e rapida.
Pozo-Bayon et al. 48) utlizaram uma fibra de PDMS 100 um no estudo de compostos
volateis de 16 variedades de vinho, o que possibilitou classificar as amostras segundo seus
componentes principais, separando-os por variedade dos vinhos e ano de producio.

Eimore et a/. [47] analisaram os componentes volateis do aroma de came de porco
fazendo uso de 2 fibras (CAR-PDMS e DVB-CAR-PDMS) simultaneamente. Ap6s a extracao
as fibras foram dessorvidas sequenciaimente no cromatografo, possibilitando pela primeira
vez, a identificagédo de 36 componentes do aroma. Os componentes volateis (principalmente
alcoois, ésteres e acetatos) do whiskey foram identificados e quantificados por HS-SPME-
CG-EM, utilizando uma fibra de PA 85 um [48). Keszler e Héberger {49] utilizaram HS-SPME
para identificar componentes volateis do 6leo de girassol, atestando a qualidade do dleo
através dos resultados observados.

Componentes volateis de frutas também foram analisados por SPME; Wan et a/. [50]
utilizaram HS-SPME-CG-EM na andlise qualitativa e quantitativa de Kiwi, enquanto Augusto
et al [51], avaliaram qualitativamente aromas de 4 frutas brasileiras (cupuassu, caja,
siriguela e graviola), utilizando varios tipos de recobrimento, sendo que a fibra CAR mostrou-
se a mais eficiente para extracido de analitos leves, enquanto PDMS e PA forneceram
informacgdes sobre os analitos de aito peso molecular.

As andlises clinicas também se utilizam da técnica de SPME. Koster et al. [52]
realizaram estudos para determinagdo de lidocaina em urina através de SPME direta e
detecc@o em CG-DIC e CLAE-UV. O método foi validado, obtendo-se um fimite de deteccéo
5 vezes maior para SPME-CG (5 mg.mL") do que para SPME-CLAE (25 mg.mL"). Snow
[53] fez uso de SPME para analisar drogas e seus metabdlitos em amostras de agua, uring,
sangue, saliva e cabelo, apresentando baixos limites de detecgéo e excelente quantificagdo.

Queiroz et al. [54] realizaram estudos sobre diversas técnicas de extragdo efou
concentragdo de compostos encontrados em fluidos biologicos, constatando que SPME
pode ser usada para andlises de entorpecentes e antidepressivos. Solventes como
ciclohexano e tolueno foram detectados em amostras de ketoprofen (matéria-prima e
capsulas) através de HS-SPME-CG-EM [55].
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4. MATERIAIS

4.1. Reagentes. Todos os reagentes organicos (a-pineno, B-pineno, limoneno, geraniol,
acetato de geranila, cis-nerolidol e trans-nerolidol) empregados tinham pureza igual ou
superior a 98% (Sigma, St.Louis, Ml - EUA ou Aldnich, Mitwaukee, W| — EUA). As solugbes

foram preparadas com agua deionizada por um sistema Mili-Q (Millipore, Bedford, MA —
EUA).

4.2. Material vegetal. Amostras de folhas de Aloysia gratissima (Alfazema do Brasil),
Cymbopogun martinii (Palmarosa), Mentha X Piperita var. citrata (Horteld), Mentha spicata
{Horteld Vilhoga), Origanum wulgare (Orégano), Origanum X applii (Orégano), Ocimum
basilicumn (Alfavaca) e Ocimum gratissimum (Alfavacio), foram coletadas no campo
experimental do Centre Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas, Biolégicas e Agricolas
{CPQBA) da Unicamp, em Campinas — SP.

4.3. Outros Materiais. Foram utilizadas fibras recobertas com 100 um de PDMS (P1 00) e 75
um de Carboxen / PDMS (CAR), conectadas a2 um aplicador manual para SPME (sample
holder) 57330-U (Supelco Inc., Beliefonte, PA, USA). Para as extragdes, as amostras foram
acondicionadas em frascos de vidro de 25 mL lacrados com septos de teflon/silicone e anéis
de aluminio (Pierce, Rockford, IL - EUA) e contendo barras para agitacdo magnética.

4.4, Cromatdgrafos:

4.4.A. As andlises para otimizag&o dos parametros de SPME e quantificagdo dos
principais constituintes das amostras foram realizadas em cromatégrafo a gas HP-5890
(Hewlett-Packard, Palo Alto, CA - EUA) com detetor por ionizagdo em chama, injetor
split/splites e equipado com coluna capilar HP-5 (20 m x 025 mm x 025 um). As
femperaturas de operagio foram: injetor = 220°C, detetor = 250°C e coluna = 2 min @ 80°C
= 3°C.min™ até 120°C - 10°C.min™ até 200°C = 7 min @ 200°C. As injegbes foram feitas
€m modo splitless, usando He superseco (1,0 mL.min"") como gas de arraste.

4.4.B. As andlises para identificacdo dos constituintes volateis de plantas foram
realizadas em cromatografo a gas HP5890-I! (Hewlett-Packard) com detetor de massas HP-
5971 e coluna capilar HP-5 (25 m x 0,20 mm x 0,33 pm). Temperaturas: injetor = 220°C,
detetor = 280°C e coluna = 60°C > 3°C.min™' até 240°C = 7 min @ 240°C. O injetor foi
mantido em modo splitless durante a dessorgdo dos analitos da fibra de SPME e He
superseco (1,0 mL.min™) foi usado como gas de arraste. Parametros do detetor de massas:
temperatura da interface - 220°C, faixa de massa — 30-550 um.a, fonte de ions - 70 eV.
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5. Resultados e Discussio
5.1. Otimizacdo das Condigées Operacionais para Aplicacdo de SPME a Constituintes
Volateis de Plantas Aromaticas.

Através de ensaios conduzidos de acordo com a sistematica de planejamento fatorial
[56], foi feita a otimizac&o dos principais parametros operacionais para extragdes por SPME
no headspace de solugbes aquosas de um constituinte tipico de plantas aromaticas
(geraniol). As variaveis estudadas foram a temperatura de extracéo (T), o tempo de equilibrio
solugdo / headspace (teq), 0 tempo de exposi¢do da fibra ao headspace (tex) € a forca iénica
da solu¢cdo-amostra (Fl) expressa pela concentragdo de NaCl no meio. Os valores iniciais
para estas variaveis foram:

> T:40°C e 60°C;

» teq: 30 min e 60 min;

» ftext: 20 min e 40 min;

»> Fl: 0 % NaCl (4gua pura) e 36% m/v NaCl (solugdo saturada)

Para cada uma das extragdes necessarias, 0,2 mL de um solugdo 40 ug-'mL” de
geraniol e 14,0 mL de agua pura (FI = 0%) ou solugdo saturada de NaCl (FI = 36%) foram
adicionadas num frasco para amostras de 25 mL, que foi termostatizad na temperatura T por
teq min, sob agitacdo magnética constante e suficiente para formagdo de um vértex estavel
na interface amostra / headspace. A seguir, uma fibra CAR foi exposta por tex min ao
headspace desta solugdo e imediatamente introduzida por 3 min no injetor do cromatégrafo,
nas condicbes descritas em 4.4.A.. Os dados foram processados pelos programas
FATORIAL, que acompanha a [56], e Statistica (Statsoft Inc., Tulsa — OK, EUA) v. 5.5. Um
esquema simplificado do processo é apresentado abaixo.

A) frasco lacrado (25 mL)
15 mL solugdo geraniol 40 pg.mL™
em agua ou sol. saturada de NaCl
T(°C) —40 ou 60
teq (Min) — 30 ou 60

B) Introducg&o da fibra e exposicdo ao
headspace
text (Min) - 20 ou 40

A B C () Retirada da fibra e injegéo no CG
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Na primeira série de ensaios foram realizadas extragbes com todas as combinagbes
possiveis de Fi, T, t.q e t.« arranjadas segundo um planejamento fatorial fracionaric 2.
Neste ensaio foi avaliada a importancia da forga iénica do meio na quantidade de analito
(geraniol) extraida pela fibra CAR. Ja era esperada uma maior quantidade de analito extraida
nos ensaios utilizando solugdo de NaCl {57, 58], pois os sais tendem a favorecer a liberacao
de compostos organicos volateis presentes em solug@o. Os valores das variaveis estudadas,
assim como a quantidade de analito extraida sdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2 - CondigSes para as extragdes previstas no planejamento fatorial fracionario 2+' e
massas recuperadas m de geraniol.

# | T1°C [tq/ min Teu/ min|Fli/ % NaCl m/ug
1 40 30 20 0 0,34
2 60 860 20 0 0,44
3 60 30 40 0] 0,39
4 40 60 40 0 0,33
5 60 30 20 36 1,71
6 40 60 20 36 1,09
7 40 30 40 36 1,55
8 60 60 40 36 2,04

Avaliando-se os dados da tabela 2 observa-se de maneira mais simpiista para a
variavel Fl, que nos ensaios utilizando solugdo 36% NaCl a extragdo do analito pela fibra &
muito mais eficiente (média de 1,6 ug), do que nos ensaios onde fez-se uso apenas de agua
(média de 0,38 ng). Esta observagdo pode ser confirmada através do processamento dos
dados pelo programa FATORIAL, onde foram obtidos os valores para os efeitos principais e
suas interagdes.

Média 0,98

T=0,232

teq = -0,02

tat = 0,18

Fl =122

(T teg)~(text x Fl) = 0,21

Interagdes (Tx tex)(teq x F1) = -0,04
(T Fl}s(text % teg) = 0,23

Efeitos principais
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Com base nesses valores, observa-se que incrementos na Fl, T e t., aumentam a
massa de analito extraida. Com relagéo a variavel teq, 0 valor obtido para a estimativa de seu
efeito ndo afeta significativamente os resultados, assim como as estimativas de suas
interagGes. Entretanto, como esta primeira série de ensaios foi feita através de planejamento
fatorial fracionario, ndo é prudente descartar a variavel teq, que sera alvo de estudo nos
ensaios que se seguem. Com relagdo a varidvel Fl, a constatac&o inicial é confirmada, e

como 36% NaCl corresponde a uma solugéo saturada, o valor deste parametro nio pode ser
aumentado, sendo adotade para os demais ensaios.

A maior quantidade de analito extraida com o aumento da Fl do meio & concordante
com a literatura {59, 60] que atribuem este fato a diminuigdo da solubilidade de compostos

hidrofébicos nestas solugdes com consequente aumento de sua pressdo de vapor,
resuitando num aumento de concentragio no headspace.

Definido o vaior da variavel Fl, foi realizada uma segunda série de ensaios através de
um planejamento fatorial completo 2° com ponto central avaliando-se as variaveis T, toq €
te. Os resultados s&o apresentados na tabela 3.

Tabela 3 — Condi¢Ges para as extragdes previstas no planejamento fatorial completo 2° e
massas recuperadas m de geraniol.

# 1T/°C |t/ min ey / min m/uglll # | T/°C |te/ min [t/ min mipg
1 40 30 20 0,98 10 66,8 45 30 2,03
2 60 30 20 1,96 11 50 19,8 30 2,58
3 40 60 20 1,17 12 50 70,2 30 1,56
4 60 60 20 1,38 13 50 45 13,2 0,88
S 40 30 40 1,93 14 50 45 468 |243
6 60 30 40 2,04 15 50 45 30 1,77
7 40 60 40 1,96 16 50 45 30 1,18
8 60 60 40 1,76 17 50 45 30 1,80
9 33,2 45 30 0,91

Novamente, processando os dados através do programa FATORIAL, temos
valores abaixo para os efeitos principais e as respectivas interagdes.
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Media 2,30

T=0,49
Efeitos principais tey, =-0,05

te = 1,31

(Tx tog) = -0,20
Interagées (Tx tex) = -0,05

(text % teg) = -0,15

(T x tey x teq) =-0,16

Verifica-se um aumento da média da massa de analito extraida, indicando um
refinamento das varidveis estudadas. Os dados acima também confirmam a hipotese
sugerida na primeira série de ensaios com relagao a variavel t.;, mostrando que mudangas
nos valores atribuidos a esta variave! ndo influenciaram o rendimento da extracdo, ja que o
efeito calculado para a mesma é proximo de zero. Desse modo, adotou-se o menor vaior
iniciaimente testado (teq = 30 min.) nos demais ensaios. Os valores positivos para os efeitos
T e teq indicam que incrementos nos valores dessas variaveis provocariam aumento na
eficiéncia de extrag&o pela fibra CAR. Com relago as interagdes, todos os valores obtidos

sdo préximos de zero, sugerindo que as variaveis estudadas afetam independentemente a
massa extraida.

Finalmente, um dltimo conjunto de ensaios foi realizado para refinar os valores das
variaveis T e teq. Foi montado um planejamento fatorial completo 2° com ponto central

conforme a tabela 4 e os valores ajustados a uma superficie de resposta quadratica (figura
9).

Tabela 4 — Condigbes para as extragdes previstas no planejamento fatorial completo 2° e
massas recuperadas m de geraniol.

T/°Cltes/ min| m/pg # T/I°C |tee/ min mipg |
45 40 211 |77 155 | 359 | 1,79
65 40 2,54 8 | 55 | 641 4,04
45 60 4,19 9 | 55 50 3,63
65 60 4,11 10 | 55 50 4,05

409 | 50 3,61 11 | 55 50 3,14

69,1 50 2,62

D (NN =] 3
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Figura 9 — Superficie de resposta m x T x tex obtida no planejamento fatorial completo 2°.

A figura 9 mostra a superficie de resposta quadratica m = | + (a..T?) + (a..T) +
(b1.text’) + (Da.text) + (C1.T-tex) @justada as massas extraidas nos ensaios. Os valores para os
coeficientes dessa superficie foram:

I = (4,72 £ 0,08) a; = (-0,41 + 0,04) a, = (0,05 + 0,03)
by = (-0,47 £ 0,04) bz = (1,22 + 0,03) ¢, = (-0,16 + 0,05)

O coeficiente de correlagdo obtido foi de r? = 0,964, valor adequado para este tipo de
ensaio. Através da superficie de resposta acima obteve-se a maximizacdo de massa
extraida em T = 52,6°C e to = 65,6 min. O intervalo com 95 % de confiabilidade para ¢ (que
representa a interagdo entre T e t.x) foi calculado, sendo de -0,38 a +0,05. Isto implica que o
coeficiente é estatisticamente indistinguivel de zero e que portanto, os efeitos conjuntos
destas variaveis sobre a eficiéncia de extragdo ndo sdo interdependentes.

Assim, as condigbes operacionais que maximizam o rendimento de extragdo do
analito-teste por SPME usando fibra CAR s&o:

> Fl=36% NaCl,
» T=526°C,

» teq=30mine
»  teoxe = 65,6 min.
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Por razGes de ordem pratica 0s ensaios realizados na continuidade do trabalho foram
conduzidos com T = 55°C e t.x = 60 min, ja que a diminuicdo de rendimento em relagdo as
condigbes otimas € pequena.

Cabe aqui uma observagdo quanto ao tempo de exposicdo da fibra no injetor do
cromatografo para dessorgdo dos analitos. Esta seria mais uma variavel a ser estudada,
entretanto, através de dados da literatura [17, 61] ja era sabido que a dessorgdo ocorre em
um intervalo de tempo muito pequeno (poucos segundos para os analitos estudados). O
tempo de exposic¢io da fibra no injetor para todos os experimentos foi de 3 minutos, portanto,
muito superior ao necessario para dessor¢do. Além disso, intercalando-se entre as andlises
cromatograficas, foram realizadas insercbes da fibra no injetor do CG para verificar o “efeito
de meméria” da fibra, isto é, se uma pequena quantidade de analito ndo havia sido
dessorvida podendo interferir nas andlises posteriores. Este fenébmeno ndo foi observado em
nenhum teste realizado, concluindo-se que o tempo de 3 minutos foi satisfatorio.

5.2. Comparacgéo entre as fibras P100 e CAR.

Todos os ensaios realizados para otimizagio das condigbes operacionais foram feitos
utilizando-se uma fibra recoberta com 75 pm de Carboxen/PDMS (CAR). Dados da literatura
[9, 11, 12 e 13] reportam o uso desta fibra e também da fibra recoberta com 100 um de
polidimetilsiloxano (P100) como as mais apropriadas para extragbes de compostos organicos
volateis de plantas. Para elucidar esta divergéncia de informagdes, nesta fase do trabatho foi
estudada a eficiéncia de extragio das fibras CAR e P100 para compostos organicos volateis
tipicos de plantas aromaticas.

Solugdes contendo 1000 pg.mL™" dos analitos a-pineno, B-pineno, limoneno, geraniol,
acetato de geranila, cis-nerolidol e trans-nerolidol (comumente encontrados em 6leos
essenciais) foram analisadas conforme as condicSes otimizadas em 5.1. (T = 55°C,
teq = 30 min e FI = 36% NaCl), com excecdo da variavel texr, que teve seu valor estudado
num intervalo de 10 & 60 minutos para as fibras CAR e P100. As analises foram realizadas
conforme 4.4.A. e as areas de cada analito nos respectivos tempos de extracdo, foram
normalizadas em relagio & area obtida para o menor tempo de extracdo de acordo com a
equacgao 11.
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NZIOOXf\L (Equacso 11)
ref

onde N € a area normalizada, Ax a area obtida apos X min de extracio e A, a drea obtida
apos 10 min de extracdo. As figuras a seguir mostram o comportamento de extracéo das 2
fibras em relagéo aos analitos estudados.
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Figura 10 — Areas normalizadas para os analitos em fungfo do tempo de extracao para a fibra CAR.
Analitos: O = a-pineno; O = $-pineno; A = limoneno: & = geraniol; ® = acetato de geranila; A = cis-
nerolidol e % = trans-nerolidol.
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Figura 11 — Areas normalizadas para os analitos em fungdo do tempo de extraco para a fibra P100.
Analitos: O = a-pineno; O = B-pineno; A = limoneno; m = geraniol; ® = acetato de geranila; A = cis-
nerolidol € % = frans-nerolidol.
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Para a fibra CAR (figura 10) ndo se observa um maximo claro para os analitos mais
leves da série (a-pineno, B-pineno, limoneno e geraniol), enquanto para os demais apods
cerca de 20 min de extragio, as massas extraidas tendem a flutuar em tomo de um valor
constante. Ja para a fibra P100 (figura 11) observa-se um maximo de extracdo para os
analitos mais leves com cerca de 20 minutos, sendo que a partir deste tempo, os valores

tendem a diminuir. Para os demais analitos, o comportamento & semelhante ao da fibra
CAR.

O calculo das razbes entre as areas absolutas dos analitos para as fibras CAR e

P100 a cada tempo de extracio também foi avaliado. A figura 12 mostra os resultados
obtidos.
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Figura 12 — Razdes entre as dreas absolutas obtidas com as fibras P100 e CAR para u-pineno,
B-pineno e limoneno {A) e para geraniol, acetato de geranila, cis-nerolidol e frans-nerolidol (B).
Analitos: [T = o-pineno; O = B-pineno; A = fimoneno; m = geranioi; ® = acetato de geranila;
A = cis-nerolidol e * = frans-nerolidol.

Observa-se que a fibra P100 proporciona maior eficiéncia na extracdo que a fibra
CAR para os analitos testados, podendo ser distribuidos em dois grupos:

- Para a-pineno, B-pineno e limoneno, a diferenca entre P100 e CAR é mais pronunciada. No
intervalo de tempos de extragdo testado, os valores médios para Apiae f Acar 530
respectivamente (36 + 4), (65 + 7) e (15 + 4). Os trés analitos sdo monoterpenos saturados
isomeros (CsoHi) e relativamente apolares, portanto, com grande afinidade pelo
recobrimento apolar da fibra P100.
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Figura 14 — Cromatogramas obtidos para extragBes da mistura de teste com a fibra P100 (A) e CAR
(B) com tee = 50 min. Fundos de escala diferentes para cada cromatograma.

Também foram realizados ensaios com solugdes de diferentes concentragdes dos
analitos como:
» 1000 pg.mL"" de - e B-pineno + 50 ug.mL"' de cis- e trans-nerolidol,
» 100ugmL'dea-e B-pineno + 1000 ug.mL™" de geraniol e acetato de geranila.

Para todos os ensaios o comportamento das fibras CAR e P100 foi semelhante ao ja
apresentado, sendo assim, avaliando-se todas as informacdes, decidiu-se adotar a fibra
P100 para o restante dos trabalhos. O tempo de extracéo foi reduzido para 20 min. em
funcdo dos resultados obtidos com o processamento das solugdes teste.

5.3. Avaliagéo dos parametros quantitativos

5.3.1. Reprodutibilidade e repetibilidade — a metodologia de extragao foi testada quanto a
sua reprodutibilidade utilizando-se uma fibra P100, e as variaveis T= 55°C, teqg = 30 Min, tey =
20 min e FI = 36% NaCl. Para tanto, foram preparadas solugbes contendo geraniol e acetato

de geraniia em dois niveis de concentragéo:
» Solugdo A — 1000 ug-mL" de geraniol e 200 ug-mL" de acetato de geranila

»

» Solugdo B — 100 ug-mL" de geraniol e 20 pg-mL"' de acetato de geranila

Para cada uma das solucdes foram realizadas cinco extragdes dianias, durante cinco
dias consecutivos conforme metodologia descrita em 5.1. e 5.2.. Para cada série didria, a
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reprodutibilidade foi estimada a partir do calculo dos desvios-padrdo relativos das areas
obtidas, valores apresentados na tabela 5 abaixo.

Tabela 5 — Estimativas de desvio-padrdo relativo sg em % para areas de geraniol e acetato
de geranila medidas (replicatas por dia = 5).

SR %
Analito Dia 1 Dia2z | Dia3 Dia4 | Dia$s
Solugao Geraniol 8.3 86 9.5 8.4 7.4
A Acetato de geranila 92 4.5 938 7,0 86
Solugao Geraniol 7.4 8.9 6.8 9,7 9,2
B8 Acetato de geranila 6,0 8,5 47 7.0 7.9

As estimativas de desvios-padrao relativo sdo de, no maximo, 9,8%, compativeis com
precis30o necessaria em trabalhos quantitativos. Para verificar possiveis variagfes da
precisdo com o analito, concentragio ou dia de amostragem, os dados da tabela 5 foram
submetidos a analise de varianga (ANOVA) [62], com resultados mostrados na tabela 6.

Tabela 6 — Andlise de variancia dos dados de reprodutibilidade da tabeia 5

Fonte de Variagdo| SQ | v | MQ | F | F®
Analito / Nivel {882| 3 | 2,94 | 1,04 | 3,49

Dia 1,141 4 [ 0,286 | 0,101} 3,26
Erro 340112 2,83
Total 43,8 19

Nota: $Q = soma quadratica dos valores; v = ndmero de graus de liberdade; MQ = média quadratica dos valores;
F = parametro do teste F caiculado e F* = valor critico com 95% de confianga para o parametro F.

Os valores do parametro do teste F calculados apos analise de variancia dos dados
s@o menores que os correspondentes valores criticos para 95% de confiabilidade. Isso
implica que as estimativas de desvios-padrao listadas na Tabela 6 independem do analito e
de sua concentrag&o, ou seja, é razoavel afirmar que a precisio obtida é representativa da
técnica e ndo de um analito ou concentragdo em particular. Além disso, ndo houve variacao
detectave! da reprodutibilidade durante a realizagdo dos ensaios, que envolveram um
numero grande de extragdes, isto &, os valores obtidos dos desvios-padrio ndo sdo
estatisticamente diferentes entre si. A auséncia de variagdo dia-a-dia na precisio das
analises num estudo que envolveu mais de cingienta extracdes com a mesma fibra indica

30



Resultados e Discuss§o

que qualquer degradacio do revestimento de PDMS que pudesse ter acontecido ndo
interferiu na confiabilidade dos resultados obtidos.

5.3.2. Linearidade - para o ensaio de linearidade a metodologia usada foi a mesma do
ensaio de reprodutibilidade (fibra P100, T= 55°C, teq = 30 min, tex = 20 min e Fl = 36% NaCl).
Foi construida uma curva analitica (figura 15), utilizando-se uma solugdo de geraniol como
analito teste, nas concentragbes 21.4; 53,4; 106,8; 213,5; 3205 e 427,3 pgmL™". As
extracoes foram feitas em triplicata.

Com os dados das extracdes foi obtida a equacgéo da reta:
A = (895 + 44) C — (4634 + 10495)

onde: A = area do pico cromatografico
C = concentracdo de geraniol em ug-mL"

5 -
w 4 i
=4
g
PE 3
I g
[ o
‘o
I 2 {
9
.-
1
O i H T T 1
i 0 100 200 300 400 500
! Concentragéo / yg.mL™

Figura 15 — Curva analitica para geraniol

A reta apresenta boa correlagdo (r = 0,9953), intercepto estatisticamente nulo e n3o
existe tendéncia visivel de afastamento da linearidade na faixa de massas estudada. Desta
forma, e em vista das avaliagbes anteriores desta secio é razoavel afirmar que a
metodologia de extragic até aqui estudada é potenciaimente adequada aos estudos
quantitativos deste tipo de analito em amostras vegetais.
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*

5.4. ldentificacao dos constituintes volateis

As amostras vegetais listadas em 4.2. foram finamente divididas e homogeneizadas e
aliquotas de 0,2000 g dessas amostras foram pesadas diretamente nos frascos de amostra
de 25 mL. Adicionaram-se 14,0 mL de solugio saturada de NaCi e 1,0 mL de solugéo
etandfica contendo 50 ug-mL™” de alcanos (de C-9 a C-25), para possibilitar o caicuio
simultaneo dos indices de retengiio dos analitos extraidos. O frasco foi lacrado e os
constituintes volateis extraidos segundo as condi¢cdes otimizadas em 5.1. e 5.2. (fibra P100,
T = 85°C, teq = 30 min, tex = 20 min). Os materiais extraidos foram imediatamente
dessorvidos e analisados por CG-EM, nas condicbes descritas em 4.4.B.. Os constituintes
extraidos foram identificados por: comparagao com as bibliotecas espectrais Wiley-138 e
NIST-88; por comparagéo com dados de retencdo e espectros de massa da literatura [63],
coletados em condigdes cromatograficas similares. Quando disponiveis, padrbes auténticos
dos analitos foram cromatografados e os dados obtidos, comparados com os das analises
das matrizes.

A seguir encontram-se as tabelas relacionando os constituintes volateis identificados
e também os cromatogramas representativos destas amostras.
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Tabela 7 — Compostos volateis identificados em A. gratissima apos extracio com SPME.

¥ | tx/ min Composto IR?® % ° |ldentificagao®
1 7,08 a—pineno 934 0,18 1,2, 3,4
2 8,52 B-pineno 979 3,65 1,2,3 4
3 8,90 B-mircenc 991 1,07 1,2,3, 4
4 10,41 Limonenc 1028 1,80 1,2, 3, 4
3 11,12 B-ocimeno 1043 0,67 1,2, 3
6 12,88 a-terpinoleno 1083 0,18 1,2, 3
7 13,33 linalol 1093 2,15 1,2,3,4
8 14,56 MM = 108 1120 0,32 —m
9 15,27 trans-pinocarveol 1136 1,77 1,2,3
10 15,56 Trans-verbenol 1143 1,23 1,2, 3
11 16,37 trans-pinocanfona 1161 10,86 1,2, 3
12 | 16,92 cis-pinocanfona 1173 4,02 1,2,3
13 | 17.30 Cimen-8-ol 1182 0,23 1,2, 3
14 | 17,57 a-terpineol 1188 0,27 1,2, 3
15 | 1847 MM = 150 1208 0,13 e
16 | 18,82 trans-carveol 1216 0,22 1,2, 3
17 | 19,93 carvona 1241 0,12 1,2, 3
18 | 2186 acetato de bomila 1285 0,51 1,2,3
19 | 2198 MM = 166 1288 0,29 —
20 | 2267 trans-acetato de pinocarveila 1303 9,27 1.2, 3
21 25,98 o-Copaeno 1378 0,15 1,2,3
22 | 26,41 B-bourboneno 1388 0,31 1.2,3
23 | 26,71 p-elemeno 1395 1,19 1,2,3
24 | 2718 metil-eugenol 1405 0,19 1,2, 3
25 | 2811 trans-cariofileno 1427 5,95 12,3
26 | 28,56 y-elemeno 1437 2,18 1,2,3
27 | 28,99 MM = 196 1448 0,20 —
28 | 29,52 a-humuleno 1460 265 1,2,3,4
28 | 29,78 MM = 204 1466 0,26 —
30 | 30,75 germacrenc D 1487 4,56 1,2, 3
31 | 31,38 MM = 204 1503 2,37 ——-
32 | 3208 MM = 222 1520 0,55 -—-
33 | 32,37 d-cadineno 1527 0,40 1,2, 3
34 | 3278 MM = 220 1537 g1 |
35 | 33,02 MM = 204 1542 036 | -
36 | 33,57 elemo! 1555 2,31 1,2,3
37 33,94 germacreno B 1564 2,95 1,2,3
38 34,82 espatulenol 1585 1,63 1,2, 3
39 | 35,03 oxido de cariofileno 1590 2,49 1,2, 3
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40 | 3574 MM = 222 1607 9,19 ———
41 | 36,10 MM = 220 1617 1,82 —
42 | 3724 MM = 254 1647 1,68 ——
43 | 3742 MM = 220 1652 0,63 —
44 | 3781 MM = 236 1662 1,45
45 | 3808 MM = 238 1669 0,26 —
46 | 3840 MM = 222 1678 4,12 —
47 | 3902 MM = 220 1694 0,34 —
48 | 4166 MM = 220 1761 0,53 —
| 49 | 4201 MM = 262 1770 0,49 —
Z ndo-identificados © @ | - 9,73

Notas: a}indice de retenco;
b} frac&o em porcentagem da érea total integrada para o cromatograma;
c) fracdo em percentagem da &rea total integrada do somatério das dreas dos picos nao-identificados;
d} identificac@o dos anaiitos; 1) comparacic com as bibiiotecas espectrais Wiley-138 e NIST-98,
2) comparacéo com dados de retengéo, 3) comparagio com espectros de massa da literatura e 4) comparacéo
com padrdes auténticos
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Figura 16 — Compostos volateis de A. gratissima (secé@o do cromatograma).
Identificagdo dos picos: q.v. Tabela 7.
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Tabela 8 - Cémpostos voiateis identificados em C. martinii apos extragio com SPME.

# | tx/min Composto IR? % ° [ldentificagao®
1 11,12 B-ocimeno 1043 0,73 1,2, 3
2 13,42 Linalol 1095 4,10 1.2,3,4
3 20,86 trans-geraniol 1262 68,18 1,2,.3,4
4 2153 MM = 152 1278 0,73 ———e
5 25,83 MM =212 1375 0,24 ————-
6 26,36 acetato de geranila 1386 10,29 1,2,3 4
7 28,08 trans-cariofileno 1426 2,31 1,2, 3
8 40,17 cis-farnesol 1724 1,10 1,2, 3
X ndo-identificados ¢ @ | - 1232
Notas: a), b) e c); q.v. Tabeia 7.
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Figura 17 — Compostos volateis de C. martinii (segdo do cromatograma).

Identificagéo dos picos: q.v. Tabela 8.
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Tabela 9 — Combostos volateis identificados em M. X Piperita var. citrata apos extracio com

SPME.
# | te/min Composto IR? % ° [ldentificagao®
1 8,09 3-octanol 998 10,09 1,2, 3
2 11,96 n-butirato de isopentila 1068 0,67 1,2, 3
3 13,41 Linalol 1108 51,03 1,2,3, 4
4 14,37 cis-para-menth-2-em-1-0l 1123 0,52 1,2,3
5 16,97 Terpin-4-o! 1180 8,00 1,2, 3
6 17,52 a-terpineol 1192 1,31 1,2, 3
7 20,16 Carvona 1249 23,42 1,2,3
8 26,33 B-bourboneno 1385 0,18 1,2, 3
9 27,95 trans-cariofileno 1422 2,31 1,2, 3
10 | 30,54 Germacreno D 1482 0,44 1,2, 3
Z ndo-identificados © -— 2,04
Notas: a), b) ec) q.v. Tabela 7.
Abundancej 3 A TIC: M-PIPE-F.D
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Figura 18 — Compostos volateis de M. X Piperita var. citrata (secao do cromatograma).
Identificagao dos picos: q.v. Tabela 9.
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Tabela 10 - Cc'smpostos volateis identificados em M. spicata apos extragdo com SPME.

# | tx/ min Composto IR? %" |identificagio®
1 20,85 MM = 148 1285 1,10 —

2 21,20 MM = 150 1272 0,44 ——

3 25,84 6xido de piperitenona 1373 94,79 1,2, 3

4 27,25 jasmona 1404 0,57 1,2, 3

5 27,42 MM = 166 1408 1,09 —

6 29,39 p-fameseno 1454 0,76 1,2,3

7 3063 y-muuroleno 1484 1,08 1,2, 3

T nao-identificados © — 0,00

Notas: a), b)ec). q.v. Tabela 7.

Abundance TIC: M-SPIC-F.D 3
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Figura 19 — Compostos volateis de M. spicata (secdo do cromatograma).
Identificagdo dos picos: q.v. Tabela 10.
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Tabela 11 — dompostos volateis identificados em O. vuigare ap6s extracio com SPME.

# |tz / min Composto IR? %" |Identificagio
1 8,45 1-octen-3-ol 978 0,68 1,23
2 10,19 p-cimeno 1024 1,50 1,2, 3
3 10,63 trans-B-ocimeno 1035 0,39 1,2, 3
4 11,57 y-terpineno 1057 1,99 1,2, 3
5 11,86 MM = 154 1067 0,46 o
6 12,82 Terpinoleno 1087 0,31 1,2, 3
7 14,36 menth-2-en-1-ol <cis, para> 1122 147 1,2, 3
8 15,18 menth-2-en-1-ol <trans, para> 1140 0,86 1,2, 3
9 16,565 Bomneol 1169 2,52 1,2,3
10 | 1687 terpin-4-ol 1176 33,33 1,2, 3
11 | 1768 a-terpineol 1191 4,25 1,2, 3
12 | 18.31 trans-piperitol 1208 0,16 1,2, 3
13 | 19,42 timol, metil éter 1231 0,24 1,2,3
14 | 19,87 carvacrol, metil éter 1241 1,33 1,2, 3
15 | 2180 acetato de bomila 1283 0,20 1,2, 3
16 | 2231 Timol 1294 37,99 1,2,3
17 | 26,14 acetato de geranila 1379 0,33 1,2,3,4
18 | 28,01 trans-cariofileno 1422 2,66 1,2,3
19 | 30,60 Germacreno D 1484 1,47 1,2, 3
20 | 31,72 B-bisaboleno 1510 1,05 1,2,3
21 | 3468 Espatulenol 1580 1,44 1,2, 3
22 | 3491 Oxido de cariofileno 1586 1,07 1,.2,3
23 | 37,69 a-cadinol 1656 0.29 1,23
2 ndo-identificados ¢ @ | - 4,03
Notas: a), b) e ¢). q.v. Tabela 7.
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Figura 20 ~ Compostos volateis de O. vuigare (secio do cromatograma).
Identifica¢do dos picos: q.v. Tabela 11.
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Tabela 12 — Compostos volateis identificados em O. applii ap6s extragio com SPME.

# | tg/ min Composto IR? % ° [ldentificagao®
1 13,44 Linalo! 1102 4 92 12,3, 4
2 16,91 terpin-4-ol 1178 3,08 1,2, 3
3 17,22 p-cimen-8-0l 1185 0,64 1,2, 3
4 19,42 timol, metil éter 1233 1,47 1.2, 3
5 19,92 carvacrol, metil éter 1244 5,91 1,2, 3
6 20,77 MM = 154 1262 0,80 —
7 2223 Timot 1294 64,52 1,2, 3
8 22,76 MM = 150 1306 0,94 —
9 26,39 B-bourboneno 1386 1,35 1,2,3
10 | 27,94 MM = 204 1421 0,60 -——
11 | 2835 B-gurjuneno 1430 0,36 1,2,3
12 | 2970 <allo> aromadendreno 1461 0,28 1,2, 3
13 | 3066 germacreno D 1483 4,79 1,2,3
14 | 3173 B-bisaboleno 1508 1,98 1,2, 3
15 | 3237 y-cadinenc 1524 0,89 1,2,3
16 | 3466 Espatuienol 1580 1,62 1,2, 3
17 | 36,01 MM = 220 1613 0,44 -—
18 37,20 epi-a-muurolol 1643 0,72 1.2, 3
19 | 37,36 MM = 220 1647 051 | —
20 | 37,73 a-cadinol 1657 1,53 1,2, 3
21 | 38,96 MM = 220 1688 1,19 -——-
T ndo-identficados ¢ | -— 1,35

Notas: a), b) e c). q.v. Tabela 7.
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Figura 21 — Compostos volateis de O. appiii (secio do cromatograma).
Identificagio dos picos: q.v. Tabela 12.
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Tabela 13 — Compostos volateis identificados em Q. basilicum apos extragdo com SPME.

# | tx I min Composto IR? % ® lldentificagio®
1 10,47 1,8-cineol 1031 1,05 1,2,3, 4
2 12,85 fenchona 1088 0,53 1,2, 3
3 13,80 linalol 1106 32,58 1,2 3,4
4 15,63 canfora 1150 10,08 1,2, 3
5 16,44 MM = 136 1167 0,63 o
6 16,94 terpin-4-ol 1178 0,99 1,2, 3
7 17,67 a-terpineol 1194 3,90 1,2,3
8 | 2563 eugenol 1362 28,09 1,23
9 26,03 MM = 204 1377 016 | -
10 | 2643 B-bourboneno 1386 0,23 1,2, 3
11 | 26,76 B-elemeno 1393 1,92 1,2, 3
12 | 28,06 trans-cariofileno 1423 2,00 1,2,3
13 | 2861 B-bergamoteno 1435 1,66 1,2, 3
14 | 28,75 a-guaienc 1438 0,29 1,2,3
15 | 29,46 a-humuleno 1455 0,77 1,2,3
16 | 30,74 gemacreno D 1485 5,49 1,2, 3
17 | 3166 d-guaieno 1506 0,68 1,2, 3
18 | 32,06 y-cadineno 1516 1,27 1,2, 3
19 | 32,37 8-cadineno 1524 0,29 1,2, 3
20 | 36,16 MM = 204 1617 0,70 —
21 | 37,34 a-muurolol 1647 5,81 1,2,3
22 | 3766 a-eudesmol 1655 0,24 1,2, 3
23 | 37,74 a-cadinol 1657 0,38 1,2, 3
T nao-identificados © — 0,25
Notas: a}, byec). q.v. Tabela 7.
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Figura 22 — Compostos volateis de ©. basilicum (se¢io do cromatograma).

Identificacdo dos picos: q.v. Tabeia 13.
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Tabela 14 — Compostos volateis identificados O. gratissimurm apos extragdo com SPME.

# [ ts/ min Composto IR? % ° |ldentificagio®
1 16,84 terpin-4-ol 1177 0,26 1,2, 3
2 2518 eugenol 1358 93,94 1,2, 3
3 28,11 trans-cariofileno 1423 1,08 1,2, 3
4 30,75 germacrenc D 1485 423 1,2, 3
5 32,38 6-cadineno 1524 0,19 1,2, 3
6 37,69 a-cadinol 1656 0,16 1,2,3
¥ ndo-identificados © — 0,15
Notas: a), b) e c¢): q.v. Tabela 7.
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Figura 23 — Compostos voléteis de O. gratissimurmn (se¢do do cromatograma).

identificagdo dos picos: q.v. Tabeia 14.
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5.5. Quantificacdo de constituintes volateis selecionados

Os analitos mais importantes de C. martinii — geraniol e acetato de geranila — foram
quantificados por SPME e os resultados foram comparados com os obtidos por uma
metodologia convencional (separagdo do dleo essencial por destilagio em Clevenger e
inje¢do convencicnal do 6leo).

5.5.1. Quantificagcdo convencional — 40,0 gramas de C. martinii foram pesadas em baldo de
1000 mL, adicionados 700 mL de agua destilada e submetida a extragdo por Clevenger por
um periodo de 3 horas. Para gquantificagdo dos analitos, foram construidas curvas de
calibragdo para geraniol (1,92 a 15,38 mg.mL" em acetato de etila) e acetato de geranila
(0,53 a 4,27 mg.mL" em acetato de etila). O 6leo obtido foi solubilizado em solvente organico
e a andlise feita em duplicata. Foi utilizado o hidrocarboneto C-9 (n-nonano) como padrao
interno para padres e amostra. Os resultados s3o apresentados na tabela 15.

Geraniol ¥ = 1,4385x + 0,0463 Acetato de geranila y = 2 1532« - 0,2707
— R=0997 R? = 0,997
£ 25.00~E = 10‘00}
: : £ ,
& 2000 g 8-
® & !
15,00 4 &
% 5 5 6,00 -]l
(1]
§ 10,00 - E 4,00 i:
€ 500 8 2004
0.00 . : : , 0,00 + ‘ . : . .
0 S 10 15 20 0 1 2 3 4 5
Conc. {(mg.mL™) Cone. (mg.mL")

Figura 24 — Curvas de calibragao para geraniol e acetato de geranila - quantificacio convencional

5.5.2. Quantificacdo por SPME - Misturas de padrbes de geraniol/acetato de geranila de
diferentes concentragdes (20,2 a 201,9 [g.mL" para geraniol — 4,8 a 48,3 Jg.mL" para
acetato de geranila), foram preparadas e analisadas como descrito: em um frasco de 25 mL

foram adicicnados 14,0 mL de solug@o saturada de NaCl e 1,0 mL de soluc&o padrdo. Em
seguida o frasco foi lacrado e realizado o procedimento de exiragdo com as varidveis
otimizadas em 5.1. e 5.2. (fibra P100, T = 55°C, teq = 30 min, teq = 20 min). Repetiu-se o
procedimento para as demais concentragbes de solugdes padrdo, e com os dados obtidos
foram construidas curvas de calibragdo para os analitos citados.
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Figura 25 — Curvas de calibragdo para geraniol e acetato de geranila —- quantificagio por SPME

Em seguida, uma aliquota de 200,0 mg de C. martinii foi pesada em frasco de 25 mL,
adicionados 15,0 mL de solugdo saturada de NaCl, lacrade com septo de silicone e
desenvolvido o procedimento para SPME. A analise foi feita em triplicata e com os dados
obtidos calculou-se o teor dos analitos através das curvas de calibragdo (tabela 15).

Tabela 15 — Teor de geraniol e acetato de geranila em C. martinii

composto Teor (%)* — Convencional Teor {%)* — SPME
Geraniol 0,65 0,75
Acetato de geranila 0,06 0,05

Nota: * teor na planta fresca

Os resultados obtidos apresentam uma variagdo de 15% para maior no teor de
geraniol, quando da quantificagdo por SPME. Esta diferenga pode ser atribuida a pequena
quantidade de amostra vegetal que pode ser amostrada para a analise por SPME (200 vezes
" menor que a utilizada na extrag&o por Clevenger), devido a limitagbes do sistema, o que em
se tratando de amostras vegetais, pode ocasionar desvios dessa magnitude.
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6. CONCLUSOES

» Nao ha interdependéncia entre as variaveis operacionais estudadas para operagdo de
SPME. Elas podem ser otimizadas independentemente.

» A fibra de polidimetiisiloxano (P-100) mostrou-se mais eficiente na extracdo dos analitos
que a fibra Carboxen (CAR), apresentando recuperacdo até 65 vezes maior para
moleculas de baixa massa molar.

» A durabilidade da fibra P-100 pode ser observada, ndo diminuindo sua eficiéncia de
extrac&o, apesar do grande nimero de ensaios realizados (>150).

Y

A técnica SPME mostrou-se adequada a caracterizagdo de constituintes volateis das
plantas aromaticas estudadas.

A4

A metodologia mostrou-se vidvel para uso rotineiro nas pesquisas desenvolvidas no
CPQBA/UNICAMP.
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ASSESSMENT OF VOLATILE CONSTITUENTS OF SOME
BRAZILIAN AROMATIC PLANTS BY HEADSPACE SPME-GC

Adilson Sartoratto * and Fabio Augusto *
(1) CPQBA and (2) Institute of Chemistry
State University of Campinas (Unicamp); CP 6154 - 13083-970 Campinas — Sdo Paulo,
BRAZIL. K augusto@igm.unicamp.br

1. Introduction.

Solid Phase Micro-extraction (SPME) has been applied in several analytical procedures involving
biological samples *. Among them. SPME has been described by several researchers as a convenient and reliable
0ol in the characterization of plant volatiles and related materials; applications already reported include
classification of cinnamon * " *. In this work, the application of headspace SPME for identification of volatile
organic compounds found in several aromatic plants of medicinal or commercial importance (either native or
acchimatized in Brazil ) will be addressed.

2. Experimental.

Materials, Leaves from Alovsia gratissima (whitebrush), Cymbopogun martinii (palmarosa), Menta
Spicata (spearmint). Menta piperita var. citrata (peppermint), Ocimum basilicum (basil). Ocimum gratissimum
(clove basil), Origanum vuigare (wild marjoran) and Origanum applii were collected at CPQBA Agricultural
Field and kept in proper conditions until use. In preparatory experiments. aqueous solutions with up to 1000 pg
mL™! of a-pinene, B-pinene, limonene. rrans-geraniol, geranyl acetate. cis- and trans-nerolidol were uvsed.
Ethanol solutions with 30 pg ml” of n-alkanes (Co to Czs) were also employed. Fibers covered with 100 pm
PDMS (P100) and 75 pm Carboxen / PDMS (CAR) fitted in appropriate holders (Supelco Inc.. Bellefont — PA)
were used throughout this work. Samples were contained in sellable 23 mi glass vials capped with Teflon /
silicone septa (Pierce. Rockford — IL) for the extractions. For the preliminarv and quantitative experiments a HP-
5890 GC-FID (Hewiett-Packard, Palo Alto — CA) fitted with a HP-3 column (30 m x 0.25 mm x 0.25 pm) was
used. and qualitative analvsis was performed in a HP-5890 Series [T GC with HP-5971 Mass Selective Detector
and fitted with a HP-5 column (23 m x0.20 mm x 0.33 pm).

a) Preliminary Experiments. The main operational conditions for the extractions (sample / headspace
and headspace / fiber equilibrium times t.q and t.x. temperature T and NaCl concentration added to the solution,
IS. to assess salting-out effect) were preliminarily outlined after headspace extractions of 15 mL of 40 ug mL™
aqueous frans-geraniol (expected to be the main constituent of most of the above-mentioned specimens) using
CAR fibers. The essavs were planned according to a factorial design strategy. to minimize the number of
experiments needed to find out the optimum operational conditions. For the experiments here described, GC-FID
was used for the separation and detection.

b) Refining of Operational Conditions and Fiber Selection. Series of headspace extractions under the
preliminary conditions above determined and using P100 and CAR fibers were used to choose the fber for the
subsequent work and to fine tune the operational parameters. Solutions with 1000 pg mL! of o-pinene, B-pinene.
limonene. frans-geramiol, geranvl acetate, cis- and frans-nerolidol were used (expecied to be important
components of the real samples). and extraction time were ranged from 10 min to 60 min. Again. secparation and
detection of extracts was carried out using GC-FID.

c) Screening of the Volatiles from Aromatic Vegetables. For each sample. 0.2000 g of finely granddad
leaves were mixed to 14.0 mL of satd. NaCl solution and 1.0 mL of the ethanolic n-alkane solution {markers for
determination of retention indexes of extracted analvtes). The suspension was stirred for 30 min at 33°C and then
extracted with P100 fiber for 20 min and the extracts separated and detected using GC-MSD. Identification of
the chromatographic peaks was performed matching their mass spectra with the available libraries {Wiley and
NIST98) and confirmed by co-injection of known pure standards (when available) or comparison of retention
indexes.
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3. Results and Discussion.

a) Optimization of Operational Conditions. After the preliminary experiments (2.a above). the
conditions for maximum anaiyte recovering were defined as teq = 30 min, tey = 60 min. T = 55°C and IS = 36 %
m/v NaCl (= satd. aqueous solution). In addition, statistical analtvsis of the data revealed that the effects of these
variables on the extraction efficiency are not interdependent. resulting that for the following fine-tuning studies
they could be independently adjusted. The extraction time profiles for P100 and CAR (2.b) were quite similar, As
the increment in the areas for teq = 20 min is minimum, extraction time was limited to this value in the remaining
of the work. Analyte recoveries with P100 surpassed those for CAR: from (65 + 7) times larger for B-pinene to
(2.1 £ 0.3) times larger for rrans-nerolidol. Then. P100 fibers were chosen for the rest of the work,

b) Screening of the Volatiles from Aromatic Vegetables. Results obtained in these experiments were
generally comparable 10 analysis of the same samples using the approach traditionaily used (steam-assisted
distillation of the essential oil from chopped leaves using a Clevenger apparatus and inspection of the distillate by
GC-MS). As example, Figure 1 shows one of the chromatograms obtained for C, martinii with HS-SPME-GC-
MSD. The main constituents for this sample were identified as trans-geraniol (80.0% total peak area). geramyl
acetate (10.7%) and linalool (3.0%).

244 /4
21 .
i \\
218 Figure 1. Section of a typical HS-SPME-GC-MSD
3 151 3, chromatogram obtained for C. martinii. Peaks: 1) a-pinene; 2)
H 125 \ cis-ocimene; 3) linalool; 4) trans-geraniol: 5) geranyl acetate:
£ ] J 6) trans-carvophyllene and H) n-alkane (spiked as retention
- 93 O s index marker).
24,/ /
< 64 2 |
1 ! ]
il |
LI W
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4. Conclusions.

The chromatographic profiles here obtained for plant volatiles with HS-SPME-GC are stmilar to those
resulting from the standard Clevenger method. However. time needed to process each sample by SPME is close
to 1 h. substantially less than the ~8 h demanded by steam-distillation. Therefore. this HS-SPME method is being
considered to be adopted by CPQBA as part of its extensive program on characterization of aromatic and
medicinal plants.
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1. INTRODUCTION.

Since its introduction {1] Solid Phase Microextraction (SPME) has been extensively
applied in the extraction and pre-concentration steps in several analytical methodologies [2].
Its use on the chemical characterization of aromas and fragrances is becoming favored
among alternative procedures due to its simplicity, speed, low cost and solventless operation
[3]. For example, the use of headspace SPME (HS-SPME) has been reported in several
works dealing with chemical analysis of food flavors. Using headspace extractions with 65 um
PDMS / DVB (polydimethylsiloxane / divinylbenzene) SPME fibers, Roberts ef al. [4] were
able to detect and quantify several odorants in prepared coffee, including B-damascenone
(0.2 mgL"y and 2,3-diethyl-5-methylpyrazine (0.4 mg-L™"). Augusto et al. [5] compared
several different SPME fibers for characterization of aromas from tropical fruits; the best
extraction efficiencies for the target analytes were obtained with Carboxen / PDMS fibers.
Other contemporary examples of use of HS-SPME for food aroma analysis inciude samples
such as kiwi [8], cantaloupe [7], wine [8, 9], sugarcane spirit [10] and cheese {11].

Recently, HS-SPME has also been proposed for analysis of aroma and aroma-related
biogenic volatile organic compounds (BVOC) released from live vegetables or detached parts
of plants. Using HS-SPME with 100 um PDMS fibers and anaiysis of the extracts with GC-
FID and GC-MS, MacTavish ef al. [12] determined the BVOC emission profiles from live
flowening Boronia megastigma plants, identifying compounds such as o-pinene, 5-
acetoxylinalool, dodecyl acetate and Z-n-heptadec-8-ene in the samples. Other HS-SPME
piant VOC studies include species such as Fraser firs (Abies fraseri) [13] and eucalyptus
(Eucalyptus citriodora) [14]. Bicchi et al. [15] performed a systematic study comparing
different SPME fibers to extract volatile compounds released by powdered aromatic and
medicinal plants. Fibers coated with mixed phases, as Carboxen / PDMS and PDMS / DVB,
were determined as the most convenient for such procedures. Nonetheless, 100 um PDMS
fibers still are the prevalent for in vitro HS-SPME analysis of plant volatiles. Cornu et al. {16]
detected and identified more than 60 different BVOC (mainly mono- and sesquiterpenoids),
released by sliced aerial parts from French natural grassland plants like Meum
athamanticum, Pimpinella saxifraga, Achillea millefolium, and Thymus pulegioides. HS-SPME
aiso has been helpful in studies such as that performed by Cremer and Eichner [17], on the
kinetically and thermodynamic aspects of the production of volatile aroma compounds by
paprika (Capsicum annuum) during its heating.
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In the present work, a general procedure based on HS-SPME coupled to GC-MS and
GC-FID for characterization of the volatile fraction from aromatic and medicinal plants will be
presented. Qualitative and quantitative date resuiting from the application of this method to
several plants, natural from or acclimated to Brazil, will be presented.

2. EXPERIMENTAL.

2.1. Materials.
a) Chemicals. Geraniol, geranyl acetate, cis-nerolidol, trans-nerolidol, a-pinene, B-pinene and
limonene with no less than 98 % purity were employed (Sigma, St. Louis, Ml and Aldrich,
Milwaukee, WI), as well as analytical grade ethanol and sodium chioride (Synth, Sao Paulo,
Brazil) and n-alkanes from Cs to Cxs (Sigma and Aldrich). All aqueous solutions were
prepared using desionized water generated by a Milli-Q system (Millipore, Bedford, MA).

b) Plant Samples. Leaves from the following aromatic and medicinal vegetable were used:

Aloysia gratissima (whitebrush or Brazilian iavender), Cymbopogun martinii (palmarosa),
Mentha spicata (spearmint or Vilhoga mint), Mentha piperita var. citrata (peppermint),
Ocimum basilicum (basil), Ocimum gratissimum (clove basil), Origanum vulgare (wild
marjoran) and Origanum applii. Samples were collected from specimens kept on the
Experimental Agricultural Field at the CPQBA — Unicamp, finely grinded and stored properly
before use.

c) Other Materials. SPME fibers coated with 100 pm PDMS (P100) and 75 um Carboxen /
POMS (CAR / PDMS) and a manual SPME holder were employed (Supeico, Bellefont, PA).
For all extractions, samples were kept in 25 mL vials sealed with Teflon / silicone septa

(Pierce, Rockford, IL). Fibers were conditioned prior use according to the instructions
provided from the supplier.

d) Gas Chromatographs. For the optimization of the extraction method and for quantitative
analysis a HP-5890 GC-FID (Hewlett-Packard, Palo Alto, CA), fitted with @ 30 m x 0.25 mm x
025 um HP-5 capillary column (Hewlett-Packard), was employed. The operation
temperatures were: injector = 220°C; detector = 250°C and column oven = 2 min at 80°C —
3°C'min” up to 120°C — 7°C:min™" up to 200°C — 7 min at 200°C. Qualitative analysis was
performed in a HP-5890 Il CG coupled to a HP-5971 Mass Selective Detector and fitted with
a 25 m x 020 mm x 0.33 um HP-5 capillary column (Hewlett-Packard). The operational
temperatures were: injector = 220°C; detector = 280°C and column oven = 60°C — 3°C-min”’
up to 240°C — 7 min at 240°C. Chromatographic grade helium (1.0 mL-min™") was the carrier
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gas both for GC-FID and GC-MS. The desorption time was 3 min for all HS-SPME
extractions; no carry-over or memory effects were observed in blank runs performed between
extractions.

2.2. Methods.
a) Extraction Time and SPME Fiber Selection. The selection of the fiber to be adopted for the
further experiments was performed using aqueous solutions containing 1 mg-mL" of o- and

B-pinene, geraniol, limonene, geranyl acetate, cis- and trans-nerolidol (expected to be
significant components of the plant materials) as test samples. Headspace extractions of 15
mL of these solutions were performed using CAR / PDMS and P100 fibers at 55°C. with
sample / headspace equilibration time equal to 30 min (parameters determined in preliminary
expeniments) and under magnetic stirring (1200 rpm). The solutions also contained NaCl
(36% m/v, corresponding to saturated solution), to increase the extraction efficiency.
Experiments with extraction times ranging from 10 min to 60 min were carried out with both
fibers under evaluation.

b) Repetibility and Reprodutibility. The reproducibility and repeatability of this HS-SPME
procedure was evaluated through extractions of aqueous solutions of geranio! and gerany!

acetate. Experiments using test samples containing 1 mg-mL™" geraniol and 0.2 mg-mL™" of

gerany! acetate (Solution A) and 0.1 mg-mL™' geraniol and 0.02 mg-mL" of geranyl acetate

(Solution B). During 5 consecutive days, these test samples were extracted 5 times per day

using the same P100 fiber; extraction time was 20 min and the other parameters were the
“same as 2.2.a.

¢} Screening of BVOC from Aromatic Plants. To identify the volatile components of the plants
listed in 2.1.b, 200.0 mg of powdered leaves were suspended in 14.0 mL aqueous saturated

NaCl in a sample vial and 1.0 mL of 50 ug-mL"* ethanolic solution of the n-alkanes Co to Cos
(to the evaiuation of the retention indexes of the analytes) was added. The headspace of the
suspensions were extracted with P100 fibers according to the procedure used in 2.2.b. The
extracted materials were immediately desorbed and analysed by GC-MS as described in
2.1.d. Identification of the detected analytes was accomplished by matching their mass
spectra with the spectral databases available (NIST-98 and Wiley-198), and confirmed by
comparing their retention indexes with literature data [18] and by co-injection of the pure
compounds, when available.
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d) Quantitation of Selected BVOC. The two major analytes in C. martinii — geraniol and
geranyl acetate — were quantified using this HS-SPME. Extraction was conducted using the
same procedure described in 2.2.b. The corresponding calibration curves were generated

extracting aqueous standard solutions of geraniol and gerany! acetate with adequate
concentrations. The results were compared to the analysis of the same sample using
conventional hydrodistillation: 40.0 g of pulverized sample was suspended in 700 mL
desionized water and the essential oil separated after distillation for 3 h in a Clevenger
apparatus. The amounts of geraniol and geranyl acetate present in the essential oil were
estimated by direct injection of the essential cil, using n-nonane as internal standard.

3. RESULTS AND DISCUSSION.

3.1. Selection of Fiber and Extraction Time. Figure 1 shows the extraction time
profiles obtained in 2.2.a. To simplify the examination of these profiles, peak areas for each
analyte, extraction time and fiber were normalized according to the Equation 1:

A
N = 100 x X! (Equation 1)
X,10

where N is the normalized area. Ax, and Ax1o are respectively the peak areas obtained for
the analyte with extraction times of t min of 10 min (used as reference).

For the CAR fiber, the areas for geranyl acetate, cis- and trans-nerolidol are
maximized after 20 min extraction. However, there is a significant decrease in areas of the
other analytes after 10 min extraction: e.g., for 20 min extraction the limonene peak area is
only 63 % of the value observed for 10 min extraction. Then, considering the analytes here
tested it is not possible to define a single optimum extraction time for this fiber. For the P100
fiber, areas for geraniol, geranyl acetate, limonene, a- and B-pinene are maximized with 20
min extraction. For cis- and trans-nerolidol, there is a sharp increase on the extracted
efficiency up to 20 min; further increments in the extraction time lead to less pronuntiated
area increase.

inspection of Figure 2 allows comparison of the extraction efficiency of the P100 and
CAR fibers. It can be seen that:
- For limonene, a- and B-pinene the differences between the amounts extracted with the
tested fibers is higher. the average ratios between the P100 and CAR peak areas for these
analytes are respectively (15 £ 4), (36 £ 4) and (65 t 7). These compounds are isomeric
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]

monoterpenes (CioH+g), and can be assumed as being highly apolar; therefore, their affinity
for the non-polar coating of the P100 fiber is also expected to be high.

- For geraniol (a monoterpenol, C1oH150), its derivative geranyl acetate and for the isomeric
sesquiterpenols cis- and frans-nerolidol (CisH;60), the difference between the extraction
efficiencies is smaller, although still favorable towards P100. Compared to the monoterpenes
above, these compounds are expected to be more polar due to the presence of hydroxyl and
carbonyl groups in their structures. The smaller differences between P100 and CAR fibers for
isolation of these more polar analytes was expectable, since in the CAR fiber the process
responsible for the extraction is, at least in part, adsorption.

Due to its higher extraction capacity towards the tested analytes (which were selected
to represent the samples that are expected to be routinely analysed by this methodology), 20
min extraction with P100 fiber was adopted for the further experiments.

3.2. Analysis of Reprodutibility and Repeatibility. Table 1 lists the results of the
systematic evaluation of reprodutibility and repeatibility described in 2.2.b. For each day, 5
replicate extractions were performed with test solutions containing two different levels of the
analytes, and the relative estimates of standard deviations for each analyte, concentration
and daily set set of replicates was calculated. Values for sg ranged from 4.2 % to 9.7 %,
which suggests that the precision of the methodology is adequate for quantitative
applications. Additionally, these data was submitted to univariate ANOVA analysis [19] (Table
2), to find out if there was dependence of the precision on the day of sampling, analyte nature
and level. Both estimated F-test parameters — representing variations on sz associated to
analyte nature and level (1.04) and represinting variations on sg associated to the day of
sampling (0.101) — were inferior to the corresponding 95 % significance critical values (3.49
and 3.26,/ respectivelly). Therefore, it can be assumed that the precision of the methodology
is independent on the nature of the analyte or its level, for the tested substances and
concentrations. Also, there was no significant change on the precision during the time span of
the experiment. Since the same P100 fiber was employed through all the assays (being
applied to ca. 50 headspace extractions during the period, including those used to obtain
these data), it can be conciuded that did not happen any degradation or alteration on the fiber
coating that could affect the precision of the experiments.
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3.3. Screening and Quantitation of BVOC from Aromatic Plants. The BVOC found
in the inspected vegetable samples are indexed on Table 3; Figures 3 and 4 show HS-SPME-
GC-MS chromatograms obtained for C. martinii and A. gratissima. As can be seen in this
table, it was possible to identify most of extracted analytes: for six out of eight evaluated
species, the total area of the identified peaks was at least 98 % of the total area; for the other
two plants, the sum of the identified peaks was 77.2 % (A. gratissima) and 86.7 % (C.
martinii).

Table 4 compares the concentrations on the major components of C. martinii volatile
fraction, geraniol and geranyl acetate, found by HS-SPME and hydrodistiliation. The amounts
found using HS-SPME are not significantly different from those obtained using
hydrodistillation. However, the HS-SPME method uses only 0,5 % of the sample amount
needed for hydrodistillation. Alsc, HS-SPME is considerably faster than hydrodistillation (the
total extraction time is 50 min, which compares favorably to 3 h needed for hydrodistillation).

4. CONCLUSIONS.

SPME has proved to be a useful tool for the qualitative analysis of the plant BVOC
examined in this work, allowing the identification of the main constituents of these samples.
PDMS was found to be the most suitable coating for the examined samples, providing higher
recoveries than Carboxen-based fibers. This methodology is currently being applied as a
routine procedure in several aromatic and medicinal plants studies being conducted at the
CPQBA-Unicamp.
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TABLES

Table 1. Estimates of relative standard deviation, sg (%), obtained for geraniol and geranyl
acetate peak areas.

Notes:

sg % (a)
Analyte Day #1 | Day #2 | Day #3 | Day #4 | Day #5
Solution Geraniol 8.3 8.6 9.5 8.4 7.4
A (b) geranyl acetate 9.2 4.5 9.8 7.0 8.6
Solution Geraniol 7.4 8.9 6.8 9.7 9.2
B geranyl acetate 6.0 8.5 4.7 7.0 7.9

(a) Five replicate extractions per day.
{b) Solution A: 1 mg-mL'1 geraniol and 0.2 mg-mL™ of gerany! acetate; Solution B: 0.1
mg-mL"" geraniol and 0.02 mg-mL"' of geranyl acetate.
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Table 2. ANOVA analysis of the estimates of relative standard deviation from Table 1.

P
=]
=
]

Source of Variation  |SS(a)! v | MS F F»
Analyte & Concentration 882 | 37294 | 104 | 3,49
Day 114 | 4 10,286 | 0,101 | 3,26
Error 340 {12] 2,83 |
Total 439 |19

(a) SS = sum of squares; v = degrees of freedom; MS = mean square; F = F-test
parameter and F* = 95 % significance critical value for the F-test parameter.
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Table '3. BVOC identified after HS-SPME-GC-MS analysis of aromatic piants.
AG = A grafissima; CM = C. martinii, MP = M. piperita; MS = M. spicata; OV = O. wulgare,
OA = O. applii; OB = Q. basilicum and OG = Q. gratissimum.

Sample (b}
Analyte Rifa)| AG | CM | MP { MS | OV | OA | OB | OG
a-pinene 934 {018
1-octen-3-ol 978 n.e8
B-pinene 879 | 3.65
p-mircene 991 1.07
Joctanel 998 10.09
p-cimene 1024 1.50
limoenene 1028 || 1.80
1.8-cineol 1031 1.05
trans-B-ocimene 1035 0.39
cis-p-ocimene 1043 || 0.67 | 0.73
t-terpinene 1057 1.99
isopentyl n-butirate 1068 0.67
a-terpinolene 1083 | 0.18 Q.31
fenchone 1088 0.53
Linalool 1083 | 215 | 410 151.03 492 132.58
cis-p-menth-2-en-1-0l 1122 0.52 1.47
frans-pinocarveol 1136 [ 1.77
trans-p-menth-2-en-1-0l | 1140 0.86
camphor 1150 10.08
trans-pinocamphone 1161 |10.86
borneol 1169 252
cis-pinocamphone 1173 | 402
terpin-4-ol 1176 8.00 33.33| 308 | 099 | 0.28
cimen-8-ol 1182 § 0.23 ! 0.64
a-terpineol 1188 { 0.27 1.31 4.25 3.80
trans-piperitol 1208 0.16
trans-carveol 1216 | 0.22
thimol methyl ether 1231 i 024 | 1.47
carvacrol methyl ether 1241 1.33 | 591
carvone 1241 | 012 23.42
trans-geraniof 1262 68.18
bornyl acetate 1282 § 0.51 0.20
thimol 1294 37.99|64.52
trans-pinocarveyl acetate | 1303 | 9.27
eugenol 1358 28.09193.94
piperitenone oxide 1373 94.79
a-copaene 1378 || 0.15
geranyl acetate 1378 10.29 0.33
B-bourbonene 1385 | 0.31 0.18 135 | 0.23
B-elemene 1383 | 1.19 1.92
methyleugenol 1405 | 0.19
frans-caryophillene 1422 ) 595 | 231 | 2.3 266 200 | 1.08
B-gurjunene 1430 0.36
B-bergamotene 1435 1.66
y-elemene [ 1437 (2.18
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Table 3 {cont.)

Sample (b)
Analyte Rl(a)] AG |[CM [ MP | M5 | OV | OA | OB | OG
a-guaiene 1438 0.29
p-farnesene 1454 0.76
a-humulene 1455 § 265 0.77
allo-aromadendrene 1461 0.28
germacrene D 1482 | 456 0.44 147 | 479 [ 549 1 423
y-muurclene 1484 1.086
5-guaiene 1506 0.68
B-bisaboliene 1508 105198
v-cadinene 1516 0.80 | 1.27
§-cadinene 1524 | 0.40 0.29 | 0.19
elemol 1555 § 2.31
germacrene B 1564 | 295
espatulenocl 1580 | 1.63 1.44 | 1.62
caryophillene oxide 1586 | 2.49 1.07
unknown, MW = 222 1607 | 9.19
epi-a-muurolol 1643 0.72 | 5.81
a-eudesmol 1655 0.24
a-cadinol 1656 0291531038 |0.18
unknown, MW = 222 1678 1 412
cis-farnesol 1724 1.10
SUM OF IDENTIFIED PEAKS | 77.2 | 86.7 | 98.0 [ 966 | 955 [ 94.1 | 98.3 | 999

{(a) RI = retention index.
{b) Resulis expressed as % Area.
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Table 4. Comparison of hydrodistillation and HS-SPME for quantitation of the major BVOC on

C. martinii.
BVOC HDS HS-SPME
geraniol 0.65% 0.75 %
_geranyl acetale 0.06 % 0.05 %
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CAPTIONS FOR FIGURES

Figure 1. HS-SPME extraction profiles for CAR (A) and P100 (B) fibers. Analytes: [0 = «-
pinene; O = B-pinene; A = limonene; M = geraniol; ® = geranyl acetate; A = cis-nerolidol and

* = frans-nerolidol.

Figure 2. Peak areas with 20 min extraction for a-pinene (AP), B-pinene (BP), limonene

(LM), geraniol (GR), geranyl acetate (GA), cis-nerolidol (CN) and trans-nerolidol (TN).

Figure 3. Section of a typical HS-SPME-GC-MS chromatogram for C. martinii {palmarosa).
Peaks: 1 = B-ocimene; 2 - linalool; 3 = geraniol; 4 = geranyl acetate: 5 = trans-caryophillene

and 6 = cis-famesol; Cs and Cy; = n-alkanes (R! markers).

Figure 4. Section of a typical HS-SPME-GC-MS chromatogram for A. grafissima {Brazilian
lavender). Peaks: 1 = B-pinene; 2 — linalool; 3 = trans-pinocamphene: 4 = trans-pinocarveyl
acetate; 5 = frans-caryophillene; 6 = germacrene D and 7 = germacrene B; Cs, C4» and Ci=

n-alkanes (R| markers).
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Isolamento e identificagdo de constituintes do 6leo essencial de Aloysia
gratissima por SPME-GC-MS.

Adilson Sartoratto (PG)" e Fabio Augusto (PQ)>

Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas, Biologicas e Agricolas — CPQBA (1) e Instituto de Quimica (2) -

Unicamp. *adilson@cpgba.unicamp.br

Palavras Chave: SPME; GC-MS; bleos essenciais; anélise qualitativa.

introducao

A Micro-Extracdo em Fase Sélida (SPME, Solid
Phase Micro-Extraction € uma técnica de extragio
e pré-concentracdo rapida, simples e que dispensa
0 uso de solventes e manipulagio excessiva de
amostra, introduzida no inicio da década de 90'. O
seu principio basico é simples: uma fibra de silica
coberta com um filme de material sorvente é
exposta a amostra ou ao seu headspace. Os
analitos contidos na amosira sdo sorvidos na
camada de recobrimento da fibra, que &
posteriormente recothida e introduzida diretamente
no injetor aquecido de um cromatégrafo gasoso.
Por sua vez, os analitos coletados sdo dessorvidos
termicamente no injetor e arrastados para a coluna
cromatografica.

Material e Métodos

Folhas de A. gratissima cuitivada no CPQBA-
Unicamp foram cortadas finamente,
homogeneizadas e transferidas para um frasco
contendo solugdo saturada de NaCl, e 0 mesmo
lacrado com septo de silicone. O frasco foi colocado
por um periodo de tempo definido em um banho
termostatizado. Uma fibra de SPME recoberta com
75 um de Carboxen-PDMS foi entdo exposta ao
headspace da solugdo, sendo extraidos os
constituintes volateis, que foram separados e
identificados em um cromatégrafo gasoso HP-5890
Série Il com detetor seletivo de massas HP-5971 e
coluna capilar HP-5 (25 m x 0,20 mm x 0,33 um).
Temperaturas: injetor = 220°C, detetor = 280°C,
coluna = 60°C (2 min), 3°C.min"", 120°C, 10°C.min™,
200°C (7 min). Injecdo no modo spiitless durante a
dessorgdo. Vazéo do gas de arraste = 4,0 mL.min™".
Os resultados estdo apresentados na Tabela 2.

Resultados e Discussio

Afravés de planejamento experimental
quimiometrico, foram obtidos valores otimizados
para os parametros utilizados na extragdo por
SPME(Fabela 1).

Tabela 1. Pardmetros utilizados na analise por
SPME do 6leo essencial de A. gratissima.

Parametros Valores
Temperatura do banho 55°C
Tempo de equilibrio sclugac/headspace 30 min.
Tempo de exposicao da fibra 20 min.
Forca iBnica 36%

Figura 1. Cromatograma da anélise por SPME de
A. gratissima.

B4
72
80
48
36
24
2
0”400 70,00 15.00 20 00 2500 3060 75.00 40.00 4500 50°00 55,00
Tabela 2. Constituintes do 6leo essencial de A.
atissima
tr (Min) Composto Area %
7,413 o-pineng 0,684
5,013 sabineno 0,423
9,195 B-pineno 9,247
9,728 B-mirceno 2,321
11,600 limoneno 2,341
19,343 2,6, 6-trimetilbiciclo-heptan-3-ona | 12,801
34,330 elemeno 0,503
36,066 trans-cariofileno 3,048
36.975 y-¢lemeno 1,087
35,959 f-cubebeno 2,576
44,590 germacreno B 2,311
47 147 guaiol 8,727

SPME mostrou-se muito conveniente para a
identificacdo dos componentes do 6Hleo de
A.gratissima. Dada a sua simplicidade e rapidez, a
técnica € bastante apropriada para a analise de
oleos essenciais. Deve-se observar que a
suspenséo das folhas em solugdo saturada de NaCl
¢ fundamental para uma extragdo eficiente dos
seus constituintes volateis.
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ESPECTROS DE MASSA DOS ANALITOS NAO IDENTIFICADOS
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Scan 2570 (33.008 min}: HC-ALFA D (™)
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2) Cymbopogun martinii

Composto 4
Abundznce

40

20 4

41

1L

53

67

84

Scan 1588 (21,53 mia): BC-PALMA D (=

54

Composto 5
Abundance

40

39
Jl |.[|4 ll

o

ilit'm\ II\III
90

Sam 1957 {25.828 min): HC-PALMA D (=)

1?2

T T
150 180
212

81

210



Anexos

3) Mentha spicata
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4) Origanum vulgare
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5) Origanum applii
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8) Ocimum basilicum
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