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RESUMO

Otimizacdo em procedimentos de andlises sdo de extrema importancia em
laboratorios de grandes empresas. Como alguns ensaios possuem caracteristicas
semelhantes, o objeto do estudo do presente trabalho foi a reducdo de etapas em
procedimentos para a determinacdo de componentes de esséncias e agucares em
chas. O projeto divide-se em duas etapas: a proposi¢cédo da retirada da etapa de
moagem de amostras de cha para efetuar estes ensaios e a unificacdo da etapa de
extracdo, empregando o mesmo solvente: metanol ou dimetilformamida. Para estas
avaliacoes utilizou-se a técnica de cromatografia a gas acoplada a espectrometria de
massas e através de testes comparativos dos perfis cromatograficos a viabilidade
das propostas foi avaliada. Na primeira etapa, o estudo foi realizado comparando as
amostras de cha moido e sem moer e investigando se a matriz com granulometria
maior apresentava o mesmo perfil cromatografico da amostra moida. Estes
resultados mostraram que foi possivel realizar os ensaios com ch& retirado
diretamente do sache, sem necessidade de reducdo do tamanho de particula. Na
segunda parte das otimizacdes, para a etapa de extracdo, foram avaliados dois
solventes: o dimetilformamida e o metanol. Constatou-se que a dimetilformamida é
capaz de extrair mais compostos do que o metanol para o ensaio de componentes
de esséncias e que 0s agucares sdo extraidos em maior quantidade por este
solvente. Através dos resultados obtidos, a dimetilformamida foi definida como
solvente de extracdo nos dois ensaios, unificando esta etapa. As otimizacdes
geraram ganho em produtividade e na ergonomia do processo diminuindo o tempo
gasto para realizar as andalises completas, além de reduzir o custo total das andlises

e os residuos gerados

Palavras-chave: Ch&. Moagem. Extracdo. Cromatografia a gas acoplada a

espectrometria de massas.
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1 INTRODUCAO

Atualmente, o cha é a segunda bebida mais consumidas no mundo, perdendo
apenas para agua. Seu consumo apresenta-se em uma crescente devido a recentes
descobertas de propriedades terapéuticas e beneficios a saude, desde calmantes
até mesmo no auxilio a cura de doencas ou como efeito paliativo a outras O cha é
comercializado na forma de folhas secas moidas em uma determinada

granulometria que facilita a extragcao destes compostos.

Dentre os componentes que fazem parte da composicdo desta bebida estao
0s 6leos essenciais que tratam-se de misturas de monoterpenos, sesquiterpenos,
fenilpropandides, ésteres e outras substancias de baixo peso molecular. O “bouquet”
de cada oleo é formado pela combinacdo destas substancias e associam as

propriedades organolépticas destes 0leos essenciais.

Além dos Oleos essenciais, 0s acgucares também estdo presentes nas folhas

de cha e sdo importantes no fornecimento de energia em seu consumo.

Diversas técnicas e ensaios, atualmente, sdo utilizados para extrair e
identificar estes compostos na matriz do cha. Porém, a cromatografia gasosa é uma
das técnicas analiticas mais utilizadas devido ao seu excelente desempenho para

separacao.

A granulometria do cha comercial é suficientemente pequena e homogénea

para que sejam extraidos 0s principais compostos que trazem beneficios a saude.

O objetivo deste trabalho € otimizar os processos de andlise qualitativa de
esséncias e presenca de acucares em chas através da eliminagdo da etapa de
moagem e unificacdo do solvente utilizado para a extragdo destes componentes nas

amostras.

As empresas buscam sempre processos que sejam mais produtivos e que
atenuem o0 uso de recursos, principalmente os que geram impactos ambientais,

COmMo 0S reagentes quimicos..

Através das otimizacfes que se realizou buscou-se diminuir o tempo do processo

de preparo da amostra para andlise, além de evitar contaminac¢des cruzadas que
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podem ocorrer devido ao uso de recipientes intercalados no moinho de bolas, com
isso também melhorou-se a homogeneidade e integridade da amostra, modificando

menos a estrutura da amostra.

A unificacdo da etapa de extracdo obtendo assim amostra para realizacdo de

dois ensaios reduz os custos das analises e diminuem os residuos gerados.



14

2 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

2.1 A COMPOSICAO DE CHAS DE USO TERAPEUTICO

Cha é uma bebida preparada atraves da extracdo de folhas secas ou verdes
de componentes benéficos a saude, conforme estudos de Nishitani e Sagesaka,
2003. Atualmente, é a bebida mais consumida em todo o mundo, depois da agua. O
panorama de consumo tem mudado nos ultimos anos, devido a diversos estudos
mostrando beneficios relacionados a esta bebida. O cha tem diversos objetivos
desde calmantes como uso farmacéutico no auxilio a cura de doencas ou como
efeito paliativo a outras, segundo Rodriguez-Amaya e Matsubara (2005). Os chas
sdo comercializados na forma de folhas secas, que podem ter sido fermentados,

semi-fermentados ou nao, divididas em sachés.

O cha pode ser preparado através de flores e raizes. Estes chas sao
comercializados em diversos sabores, porém o0s mais comuns sao horteld, liméao,

cravo, cha verde, cha preto e cha branco.

Os principais compostos que podem ser encontrados no cha sao os polifendis
(catequinas e flavondides), alcaldides (teobromina, cafeina, teofilina, etc), 6leos
volateis, carboidratos (polissacarideos e monossacarideos), aminoacidos, lipidios,
vitaminas (principalmente as vitaminas B e C), elementos inorganicos (aluminio, flior
e manganés) e difere, neste caso, € a vitamina C que se apresenta em guantidades
muito pequenas, de acordo com Sharangi (2009).

A teobromina (3,7-dimetilxantina), a cafeina (1,3,7-trimetilxantina) e a teofilina
(1,3-dimetilxantina) fazem parte do grupo das xantinas. As estruturas quimicas
destas encontram-se, respectivamente, na Figura 1. As xantinas constituem uma
classe de alcal6ides que estdo presentes, por exemplo, em achocolatados, erva
mate e cha, sendo responsaveis pelo poder estimulante destes produtos. Este grupo
de compostos que estdo presentes no cha sdo conhecidas como metil-xantinas
devido a estrutura molecular, pois possuem grande semelhanca estrutural.

Teobromina e teofilina sdo isdmeras, enquanto que a cafeina (possui em sua
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estrutura uma metila a mais como substituinte. “A quantidade de cafeina contida no
ché fica entre 2 a 5%.” (SHARANGI, 2009)

Figura 2- Estruturas da teobromina, cafeina e teofilina, respectivamente.

D cHe 2 ¢ ® u
HN | H> HL | n> Hacx")K/l[n
OA\H N né‘u N DA\H "?

(I:I'I:; (I:I-I:] (I:I-IE

Os polifendis ddo ao cha o gosto amargo, e é considerado um importante
componente que traz efeitos benéficos a saude. Pro exemplo, os principais
presentes no “cha verde séo (-) Epicatequina Galato (-ECG), (-) Epicatequina (-EC),
() Epigalocatequina Galato (EGCG-) e (-) Epigalocatequina (-EGC), conhecidos
como catequinas” (Sagesaka e Nishitani, 2003). Porém, pelo fato de estas
catequinas sofrerem oxidacdo ou polimerizacdo pela acdo do polifenoloxidase
existente nas folhas do cha, o semi-fermentado contém a metade do cha verde, e

no cha preto elas quase inexistem, segundo Roberts e Woods (1953).

Os chas contem, também, diversos flavonoides amarelos facilmente sollUveis

em agua, como o kaempferol e a quercetina.

Os sais minerais, que estado presentes entre 5 a 6 % nas folhas de cha e tém
como principal componente o potdssio, mas também contém o cobre, o zinco, o
niquel, molibdénio e iodo. Ja o fluor esta contido entre 40 a 1900 ppm no cha, de

acordo com Sharangi (2009).

Os carboidratos sdo biomoléculas que contém essencialmente carbono,
hidrogénio e oxigénio. Estdo presentes em vegetais e animais. A principal funcdo é
fornecer energia, representando a principal forma de carbono fotossinteticamente
assimilado na biosfera , como também expressam Medeiros e Simoneit (2007).

Podem ser poliidroxialdeidos ou poliidroxicetonas, ou seja, podem possuir um

grupo aldeido ou cetona, respectivamente, e varias hidroxilas, geralmente uma em
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cada atomo de carbono, sendo que nado faz parte do aldeido ou grupo funcional
cetona. Além de carbono, hidrogénio e oxigénio, alguns carboidratos apresentam

nitrogénio, fosforo ou enxofre em sua composicao.

Sdo classificados como  monossacarideos, oligossacarideos e

polissacarideos, dependendo de suas unidadades formadoras.

Os monossacarideos, ou acucares simples, consistem numa s6 unidade
cetbnica. Apresentam formula geral (C,H2,0y), onde “n” pode variar de 3 a 7 (trioses,
tetroses, pentoses, hexoses e heptoses), sendo 0os mais importantes as pentoses
(CsH100s) e as hexoses (CgH1206). S&o0 relativamente pequenos, sollveis em agua e

nao sofrem hidrélise, de acordo com Belitz, Grosch e Schieberle (2009).

As principais hexoses presentes nos chas sao glicose, frutose e manose. O
mais abundante é o acUcar de seis carbonos D-glucose sendo o principal fornecedor
de energia para o trabalho celular. E, também, a base para a formagdo da maioria
dos carboidratos mais complexos como mondémero dos polissacarideos mais
abundantes, tais como amido e celulose. Produzida na fotossintese pelos vegetais e
encontrada no sangue, no mel e nos tecidos dos vegetais. A frutose também fornece

energia para a célula, mas € encontrada principalmente em frutos doces.

Figura 2 - Estruturas da glicose e frutose, respectivamente.

CHO CH,OH
H—+—OH =0
HO—1—H HO——H

H——0H H——OH
H——OH  H——OH
CH,0H CH,OH

O termo “6leo essencial” é amplamente utilizado atualmente, porém o termo
mais adequado seria “6leo volatil”, devido a seu processo de obtencdo por arraste
de vapor. A volatilidade destes 6leos constitui uma caracteristica importante deste
grupo e estd associada justamente ao fato de sua extracédo ser realizada através do
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arraste de material vegetal pelo vapor de agua. Neste texto, ambos 0s termos seréao

empregados.

“As plantas sintetizam os 0Oleos essenciais e armazenam em glandulas e
dutos.[...] A sintese pode ocorrer nas folhas, flores, frutos, raizes, cascas e madeira “

como afirmou Zini (2002).

As propriedades terapéuticas e odoriferas dos O6leos essenciais estao
diretamente correlacionadas com sua composicao qualitativa e quantitativa. Os
Oleos volateis ou 6leos essenciais sdo misturas de monoterpenos, sesquiterpenos,
fenilpropandides, ésteres e outras substancias de baixo peso molecular em que as

diferencas entre os compostos sdo muito pequenas.

Podem ser utilizados in natura, constituindo importantes matérias-primas para

diversas industrias como a farmacéutica, a perfumaria e a de cosméticos.

As propriedades organolépticas dos 6leos essenciais estdo associadas a

diversos componentes que formam o chamado “bouquet” de cada dleo.

O valor comercial destes compostos vem se mantendo estavel ha muitos
anos. “Paises como Guatemala, Sri Lanka, india, China, Egito, Indonésia, Turquia e
Brasil séo tradicionais exportadores de 0leos essenciais”. (Sharangi, 2009). Paises
mais desenvolvidos acabam importando estes 6leos como matéria-prima barata e
Ihes agregam valor através de processos de melhoramento destes 6leos como:
purificagdo, destilacdo, preparagdo de derivados, isolamentos de constituintes e

diversas modificacado quimicas.

Os principais Oleos essenciais consumidos hoje sdo os 0leo essenciais de

menta (Mint Oil — MO), do cravo-da-india e do limao.

O MO é uma mistura complexa de componentes volateis e labeis.
Componentes estes que podem degradar-se durante 0 armazenamento ou
processamento. Isto pode acabar mudando também as caracteristicas sensoriais do
MO. Apesar de sua baixa solubilidade em agua, o 6leo essencial de menta € um dos

flavours mais utilizados em alimentos, farmacos e cosmeéticos.

A existéncia de diferentes tipos de Mentha (familia Lamiaceae) € comum,
devido as diferentes espécies (Kokkini et al, 1995)
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“Os monoterpenos constituintes do 0Oleo essencial deste género sao
distinguidos pela posicdo da oxigenacdo no anel de p-mentano”, de acordo com
Lawrence. (1981)

A Peppermint (M. x piperita L) produz quase que exclusivamente
monoterpenos contendo uma fungdo oxigenada no C3 como o mentol, que é
responsavel pelo sabor refrescante do Peppermint, de acordo com Bertea et al.,
(2003). Ja o tipo Spearmint (M. spicata L.) e Scotch Spearmint (M. x gentilis var
cardiaca) produzem monoterpenos contendo uma funcdo oxigenada no C6,
tipicamente como a carvona, responsavel pela nota diferenciada do Spearmint, ou
menta espicata, também de acordo com Bertea et al (2003) Estas plantas sao
cultivadas em diversos paises nos dois hemisférios para a producdo comercial do

0leo de menta espicata.

A carvona é considerada um marcador das mentas do tipo Spearmint. E uma
cetona terpénica com propriedade odorifera forte. Trata-se de um liquido incolor e
oleoso que possui duas formas enantioméricas: a |-carvona e a d-carvona. A I-
carvona € um componente que corresponde até 70% do 6leo de sementes de
alcaravia (Carum carvi), sendo desta planta a origem de seu nome carvona. O outro

enantiomero, a d-carvona é o constituinte majoritario do 6leo essencial de hortela.

InvestigacOes biossintéticas tém demonstrado que o (-)-4S-limoneno (9) € o
precursor mais comum de ambas as séries oxigenadas citadas anteriormente. O
limoneno, hidrocarboneto monociclico presente nas cascas de frutas citricas, pode
ser exclusivamente convertido em carvona utilizando cloreto de nitrosila ou através
do uso da enzima limoneno-6-hidroxilase, conforme Figura 4. Boa parte do
limoneno produzido, atualmente, € utilizado para a producdo de carvona devido a

demanda crescente por este composto, conforme Kjonaas e Croteau (1983).

Figura 3 — Estrutura quimica da carvona.

H,
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Além das mentas ja citadas, existem também mentas hibridas como a bem
conhecida horteld-pimenta ou Mentha piperita, uma espécie hibrida da Watermint
(menta aquatica) e da Spearmint (menta espicata), segundo Kokkini et al (1995).

A Mentha piperita é nativa da Europa, mas se desenvolve também no Japéo e
nos Estados Unidos, que hoje constituem seus maiores produtores. Ainda assim, 0
melhor tipo de horteld-pimenta é o cultivado na Inglaterra, pois a planta prefere clima

Umido.

As diversas mentas se distinguem umas das outras devido aos teores dos

principais componentes que apresentam, como 0s terpenos, carvona, mentol e etc.

Outro 6leo essencial muito importante € o do cravo-da-india. A arvore
produtora de cravo-da-india (Syzygium aromaticum) é originaria da Indonésia, tendo
sido disseminada pelos alemaes para outros paises. Hoje, Zanzibar, Madagascar e
Indonésia sdo os principais produtores de cravo-da-india, de acordo com Wengiang
et al (2006).

O Cravo-da-india € a gema floral seca utilizado principalmente como
condimento na culinaria devido ao seu aroma e sabor fortes. Estes sdo conferidos
pelo eugenol, composto fendlico volatil. Nas folhas, ele chega a representar
aproximadamente 95% do Oleo extraido,de acordo com RAINA et al. (2001) No
cravo também é o principal componente do 0Oleo, podendo chegar a 85%. Outros
componentes desta fracdo sdo o acetoeugenol que pode chegar a 15% e o B-
cariofileno ficando entre 5 a 12%, de acordo com Mazzafera (2003). Juntos, estes

trés componentes podem somar 99% da composi¢éo do dleo.

Alguns trabalhos tem mostrado que o eugenol ou o extrato de Sygyzium
aromaticum tem efeito nematicida antiviral, inseticida), bactericida e fungicida.O
eugenol é utilizado na Odontologia como componente de seladores e produtos
antissépticos de higiene bucal, devido ao seu efeito bactericida, conforme Myint
(2997).

A obtencao do eugenol para os diversos fins em que pode ser utilizado é feita
principalmente a partir do cravo-da-india. Além das aplica¢des citadas, o eugenol
tem sido utilizado para a producdo de outros fenodlicos, como a vanilina, como
afirmou Priefert et al. (2001)
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Figura 4 — Atividade enzimatica observada na menta espicata. As enzimas

numeradas sao: (1) limoneno-6-hidroxilase, (2) limoneno-3-hidroxilase, (3)

terpenona-A-epoxidase. A reacao € catalisada pelo mentofurano (4).
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Figura 5 — Eugenol, Acetoeugenol e Cariofileno, respectivamente.
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Figura 6 — Intermediarios preparados a partir do eugenol.
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Assim como os 0leos citados anteriormente, o 6leo essencial do lim&do é de extrema
importancia. Este Oleo essencial tem como componente quimico predominante,
apresentando em torno de 65%, um aldeido chamado d-limoneno. Sua estrutura quimica &
mostrada na Figura 7. Mas o Oleo volatil de limao é, na verdade, uma mistura natural de
diversos monoterpenos, entre eles, cerca de 10-20%, de pinenos e, aproximadamente, 10%
de gama-terpineno. Com relacéo aos aldeidos também presentes ha o predominio do citral
ao qual se atribui algumas propriedades aroméaticas do 6leo essencial. Os alcoois presentes
como o linalol, geraniol e citranelol podem encontrar-se também na forma de ésteres

(acéticos, capricos, lauricos).

Figura 7 — d-limoneno, componente principal do 6leo essencial de limao.
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2.2 TECNICAS ANALITICAS MAIS UTILIZADAS PARA A DETERMINACAO DOS
COMPONENTES DE CHA

2.2.1 Cromatografia a gas acoplada a espectrometria  de massas

A Cromatografia a Gas (GC- do inglés Gas Cromatography) € uma das

técnicas analiticas mais utilizadas devido ao seu excelente desempenho.

Trata-se de um método de separacdo de componentes de uma mistura
através da distribuicdo destes componentes em duas fases: a fase mével (gés) e a

fase estacionaria (liquida ou sélida).

A fase estacionaria, pode ser um filme liquido, imobilizada em um suporte
sélido e inerte — tubo capilar. A fase movel trata-se de um gas inerte, também

conhecido como gas de arraste.

Na cromatografia a gas, a amostra a ser analisada € entdo injetada em um
cromatégrafo e os componentes da mistura sao arrastados para dentro da coluna,

pela fase mével.

Através de interacdo entre a fase estacionéria da coluna e os componentes
da mistura ocorre a separacdo destes. Assim, componentes com maior afinidade
pela fase estacionaria, permanecem nela retidos por um tempo maior, enquanto que

componentes que possuem menor afinidade, ficam pouco tempo retidos.

O detector é o sistema responsavel por identificar a presenca dos
componentes da amostra. Este sistema funciona através de uma diferenca de sinais
entre 0 que a fase movel gera — passando constantemente no detector — e 0s

componentes da amostra geram.

Cada detector funciona de distintas maneiras € podem ser universais ou
especificos, ou seja, podem detectar qualquer tipo de componentes de misturas ou

podem ser especificos para uma classe de compostos.

Além disso, a Cromatografia a gas € uma técnica que permite identificar e
guantificar espécies quimicas, sozinha ou acoplada a outras técnicas. O

acoplamento de um cromatdgrafo a gas com um espectrometro de massas combina
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as vantagens da cromatografia a gas de alta resolucdo — boa seletividade e
eficiéncia de separacdo — com as vantagens da espectrometria de massas —

informacgdes estruturais, massa molar e aumento da seletividade.

Os constituintes da amostra chegam ao detector, que se encontra em alto
vacuo, e sao ionizadas em uma fonte de ions em um filamento incandescente. Esta
ionizacdo pode ser realizada de duas maneiras: por impacto de elétrons (El —
Electron Impact) ou por ionizacdo quimica (CI — Chemical lonization). No modo El,
as moléculas sdo bombardeadas em um feixe de elétrons provenientes do filamento,
obtendo-se moléculas ionizadas positivamente. No modo Cl, um gas ionizante é
utilizado — geralmente metano — para ionizar positiva ou negativamente as
moléculas, gerando assim uma ioniza¢do mais suave e fazendo com que a molécula

se fragmente menos.

No modo El, utilizado durante o periodo de estagio, as espécies ionizadas no
filamento incandescente séo aceleradas para dentro do corpo da fonte por uma lente
repulsora que empurrara estes através ao longo desta fonte até chegar ao filtro de
massas: 0 quadrupolo. Este quadrupolo é um conjunto de quatro barras que formam
um campo eletromagnético capaz de deixar passar apenas massas que Sao
interessantes para a analise, de acordo com as especificacdes selecionadas para o
método. Apds passar pelo quadrupolo, os ions chegam a um diodo de alta energia
gue transforma as moléculas ionizadas positivamente em elétrons e os desvia para o

detector do sistema do espectrometro de massas: a multiplicadora de elétrons.

Esta multiplicadora de elétrons ira aumentar o sinal gerado pelos elétrons
vindos do HED (High Energy Dinode). O sinal € enviando a um transdutor de sinal
gue gerara o fragmentograma de cada composto que chegou ao detector. Como
estamos utilizando um sistema acoplado de GC-MS, o fragmentograma estara

associado ao cromatograma. Ou seja, cada pico gerara um fragmentograma distinto.

O cromatograma contendo todos os ions produzidos pelo MS sera chamado

de cromatograma de ions totais (TIC).
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Figura 8 — Esquema geral de um Cromatégrafo a Gas com Espectrometro de

Massas acoplado.
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Fonte: Amaral, 2009.

O MS, no Impacto de Elétrons, pode adquirir os dados pelo modo SCAN ou

pelo modo SIM (Single lon Monitoring).

No modo SCAN, uma varredura € realizada. As barras que formam o
guadrupolo geram um campo eletromagnético tal que as massas passam em uma
determinada faixa de aquisicdo. Por exemplo, de 40 a 300 u.m.a. Assim, as barras
se posicionam de maneira que somente as massas que estao dentro desta faixa de

aquisicao que seguirdo para o detector, as demais serdo descartadas.

Ja no modo SIM, através do método escolhemos determinadas massas que
gostariamos monitorar. Quando estas massas chegam ao quadrupolo, seu campo
eletromagnético se posiciona de maneira que somente estas massas sigam para o
detector e as demais sejam descartadas. Isso provoca um grande aumento na
sensibilidade do método, pois neste momento o sistema esta focado apenas em um

determinado numero de massas.

Para os métodos de andlises de aclucares e componentes de esséncias
utiliza-se, com frequéncia, a Cromatografia a Gas com Espectrometria de Massas
(GC-MS do inglés, Gas Cromatography — Mass Spectrometry) acoplada utilizando-se

o0 modo SCAN para a identificacdo tentativa dos componentes.
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2.3 METODOS ATUALMENTE UTILIZADAS PARA A DETERMINACAO DE
ESSENCIAS E ACUCARES EM CHAS

Na bibliografia, encontram-se diversas metodologias referentes a extracdo
dos componentes de esséncias e subsequente separacéo para identificacao.

A utilizacdo do GC-MS para estas analises € comum devido a vantagem de
se poder identificar tentativamente os compostos sem a utilizacdo de padrées. No
caso dos componentes de esséncias, como se tratam de componentes volateis -
Oleos volateis principalmente — o uso da cromatografia a gas torna-se mais

econdmico e facil frente a utilizacdo de outras técnicas.

As principais diferencas entre as metodologias para separacdo dos
componentes de esséncias encontram-se no preparo de amostra, que ora
praticamente ndo sdo exigidas, como no caso do Microextracdo em Fase Solida
(SPME - do inglés Solid Phase Microextraction) em Headspace (HS) ou que ora
exige um preparo mais trabalhoso como a extracdo em solventes, de acordo com
Chun et al. (2010)

As metodologias utilizando extracdo em solvente também usam como auxiliar

0 aquecimento, a sonica¢ao ou a agitacao.

Ao utilizar a extracAo em solventes €& necessario estudar ndo sO a
metodologia utilizada, mas também a interacdo solvente/ compostos extraidos. O
solvente deve ter afinidade com 0s componentes aos quais se quer extrair. Ja o
como estas substancias serdo extraidas pelo solvente, dependera da eficiéncia do
sistema de extracdo. Todos estes apresentam suas vantagens e desvantagens. A
utilizacdo de temperaturas mais altas pode acabar decompondo ou volatilizando
componentes que se deseja extrair, dependendo da temperatura utilizada. Ja a
agitacdo, geralmente necessita de volumes de amostra e solvente maiores devido a
utilizacdo de agitadores de bancada. O sistema de sonicagdo (ultrassom) € um
sistema eficiente, mas que pode, assim como a agitacdo, nao desprender
componentes que necessitem de temperaturas mais altas para passarem a fase do

solvente.
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J& no caso dos aguUcares, que sdo moléculas pouco volateis e de altas
massas moleculares, a utilizacdo da cromatografia a gas jA € um pouco mais
dispendiosa, porém ainda mais econdmica frente a cromatografia liquida de alta
resolucdo (CLAE — Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia ou HPLC — do inglés
High Performance Liquid Cromatography) devido a grande utilizagdo de solventes
envolvida na CLAE. Assim, dependendo do tipo de amostra utiliza-se a GC-MS para
a determinacdo de acucares, porém com 0 uso de agentes derivatizantes a fim de
aumentar o desempenho dos compostos pouco volateis. Porém, esta derivatizacao
apresenta diversas dificuldades. Primeiramente, existe um grande namero de grupos
funcionais na molécula , depois a presenca de diversas formas tautoméricas na
solucdo aumenta a complexidade dos cromatogramas. Além disso, a fragmentacéo
em espectrometria de massas dos isdbmeros e muito similar e, em alguns casos, 0

tempo de retencéo torna-se decisivo para a identificacdo dos compostos.

“Metil éteres, acetatos, trifluoroacetatos e trimetilsilil (TMS) éteres sao 0os mais
comuns derivados usados para a determinacdo de carboidratos”, conforme Knapp
(1979). A volatilidade e estabilidade caracteristicas dos derivados formados fazem
dos TMS éteres 0s mais populares utilizados para analises de Cromatografia a Gas
de sacarideos e polialcoois. Para obter os TMS éteres, uma reacdo de sililacdo
ocorre entre 0 agente derivatizante e o carboidrato. Agentes como
hexametildisilazano (HMDS), o trimetilclorosilano (TMCS), trimetilsililacetamida
(MSA) e o N,O- bis(trimetilsililtrifluoroacetamida (BSTFA) sao os mais utilizados
para a sililagao em diferentes temperaturas e diferentes tempos de reacéo, conforme
indica Knapp (1979).

A utilizacdo destes agentes derivatizantes leva ao emprego de solventes
aproticos, devido a quantidade de derivatizante que deveria ser utilizado caso
empregassemos solventes proéticos. O solvente protico seria derivatizado pelo
agente e, provavelmente, nao haveria derivatizante para o analito, ou a quantidade
a ser utilizada deste agente deveria ser muito grande. Devido a solubilidade, a
piridina € o solvente mais utilizado para analises de acucares. Ainda assim, a
utilizacdo de solventes proéticos pode ocorrer para a extragcdo, porém devem ser

eliminados para a subsequente sililagéo.
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A estratégia de derivatizagdo e a maneira como a reagdo é conduzida para

reduzir os interferentes para analise.

2.4 MOAGEM DE FOLHAS

Cada etapa dentro de um processo que tem principios fundamentais
independente das substancias envolvidas e de outras caracteristicas do sistema

pode ser considerada uma operacgao unitaria.

As operacdes unitarias podem ser classificadas, por exemplo, de acordo com
sua finalidade dentro do processo ou levando em conta o tipo de operagéo
envolvida: operagbes mecanicas, operacdes envolvendo transferéncia de calor e

operacdes envolvendo transferéncia de massa.

As operagcbes mecanicas ainda podem ser subdivididas em operacdes
contendo solidos granulares, operacdes com sistemas solido-fluidos e operacoes

envolvendo sistemas fluidos.

“Muitos materiais solidos encontram-se em tamanhos muito grandes para a
utiizagdo a que serdo destinados e devem ser reduzidos” , de acordo com
Geankoplis (1978).

Operacdes unitarias que envolvem a fragmentacdo de sélidos, a analise
granulométrica € essencial para determinar o sucesso da operacdo. Esta analise
consiste em caracterizar as particulas solidas com relacdo a forma, tamanho,

densidade, volume e etc.

A moagem € uma operacao unitaria de fragmentacao ou reducéao de tamanho,
onde a aplicacdo de forcas de impacto, compressao e abrasdo fazem com que as
particulas sejam fragmentadas. Esta operacdo aumenta a area superficial do sélido,

uniformizando tamanhos e aumentando a eficiéncia de etapas posteriores.

A moagem é uma operagao unitaria frequentemente utilizada com gréos, para

reduzi-los a farinha ou po.
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A moagem pode ser considerada muito ineficaz do ponto de vista energético.
Somente uma pequena parte da energia € empregada realmente para a
fragmentacao do soélido. A maior parte se dirige para a deformacao desse solido e a
criacdo de novas linhas de sensibilidade que pode produzir a ruptura sucessiva dos
fragmentos. O resto da energia se dissipa em forma de calor. Conforme a finalidade
da moagem sado usados diferentes tipos de moinhos.Entre o0s equipamentos
utilizados para esta operacdo estdo os moinhos de disco, de rolos, de facas e

martelos, de bolas e trituradores de mandibulas.

ApoOs a colheita, faz-se inicialmente a limpeza e retirada de impurezas e em
seguida inicia-se um processo de transformacdo da folha, que passa pelo
murchamento, a enrolagem, a oxidacdo e a secagem. Depois de concluido esse

processo € que se inicia a sele¢ao.

O cha vendido em sachés ja passou por um processo de separacdo, onde se
retiram flores e talos maiores. A seguir, o cha passa por um processo de trituracao,
onde a granulometria do cha acaba sendo diminuida para entdo ser levado a
embalagem. A granulometria diminuida facilita o processo de extracdo dos

componentes da folha na utilizacdo do cha como bebida.
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3 SITUACAO ATUAL

3.1 DETERMINACAO DE COMPONENTES DE ESSENCIAS EM CHAS

A determinagdo de componentes de esséncias ocorre através da extracéo
destes componentes na folha. Esta, conforme ja foi abordado, pode ocorrer de

diversas formas.

O método existente tem o objetivo de avaliar qualitativamente a presenca de
compostos que conferem o odor caracteristico, que podem ser da propria folha ou
adicionadas na forma de esséncias. Estes compostos, geralmente, sdo oriundos dos

6leos essenciais.

O processo de extracdo dos 6leos essenciais das folhas para uso externo é
realizado através de arraste do material vegetal por vapor de agua. Estes Oleos
possuem componentes, em sua maioria, de caracteristicas polares. Assim sendo, o

uso de um solvente polar para a extracdo destes componentes torna-se necessario.

O ché é retirado do saché e 200 mg +20 mg pesados em balanc¢a analitica em
um recipiente de 4 mL. A esta quantidade de chéa adiciona-se 2 mL de metanol. O
metanol é um liquido incolor e inflamavel e também conhecido como alcool da
madeira é um solvente polar prético utilizado para a extracdo de compostos que, por
exemplo, ndo sdo extraidos pelo etanol, outro solvente muito utilizado. A extracéo

ocorre em chapa de aquecimento durante 30 minutos a 80°C.

Apds, o extrato é resfriado a temperatura ambiente e filtrado com membrana
de celulose regenerada. O filtrado € passado a um vial de 2 mL e analisado em GC-

MS de acordo com o método cromatografico que consta no anexo 1.

Na Figura 9 é possivel visualizar o fluxo que a amostra de cha segue até
chegar ao GC-MS.
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Figura 9 — Fluxograma geral para anélise de Componentes de Esséncias em chas.
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3.2 DETERMINACAO DE ACUCARES EM CHA

Este método visa avaliar qualitativamente a presenca de acucares em

matrizes sélidas e complexas como o cha.

O cha é retirado do saché e posteriormente passa por um processo de
moagem desta matriz, a fim de aumentar a superficie de contato do cha com os

reagentes e assim manter a uniformidade da amostra.

Apods o processo de moagem, 50 mg + 3 mg deste cha moido é pesado em
balanca analitica em frasco de vidro de capacidade de 4 mL. Adiciona-se 500 pL de
dimetilformamida para extracdo dos acucares presentes no cha. O DMF, como é
comumente conhecido, € um solvente polar aprético sendo caracterizado como um
liguido incolor e de odor caracteristico fraco e muito utilizado como solvente em
reacfes de moléculas com alto peso molecular, como o0s acgUcares. A extracao é
realizada a quente, em chapa de aquecimento, a temperatura de 80°C durante 30

minutos.

Apos resfriamento do extrato, a este adiciona-se 500 pL de agente
derivatizante, o BSTFA e leva-se mais uma vez a aguecimento em chapa a 80°C,

por 30 minutos.
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Na Figura 10, € possivel visualizar uma reacdo geral de derivatizacdo

geneérica.

Figura 10 — Reacéo geral para a derivatizacao.
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Na maioria dos casos, a derivatizacdo em Cromatografia a Gas é usada para
converter os grupos polares -OH, -NH,, -SH, -COOH, =NH em grupos nao polares
e/ou com ponto de ebulicdo menores. Isto ocorre porque, geralmente as ligacdes
contendo atomos de hidrogénio favorecem outras interacbes com o sistema
cromatografico e matriz que podem aumentar o ponto de ebulicdo da molécula,
como as ligacdes de hidrogénio. Desta maneira, trocando o atomo de hidrogénio por
atomo da molécula de derivatizante teremos moléculas mais volateis e mais

estaveis.

Os métodos de derivatizacdo em GC sao classificados em trés grupos de

acordo com os reagentes usados para as reacgoes:

Sililacéo;

Acilacéo;

Alquilacéo;

Esterificacao e transestericacao.

A derivatizacdo que se faz uso na determinacdo de aclUcares em chas, tem
por objetivo a substituicio do atomo de hidrogénio pelo grupo Trimetilsilil (TMS)

gue segue ao seguinte mecanismo de reacao, conforme mostra a Figura 11.
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Figura 11 — Reacé&o de Derivatizagéo de sililagéao
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A reacdo de sillacdo ocorre através do ataque nucledfilo ao radical silil,
obtendo-se um estado de transicdo bimolecular (SN2). O TMS, entdo, abandona o
grupo X, ligando-se ao atomo de oxigénio da amostra que queremos derivatizar,

formando-se éteres.

O grupo de saida X deve ter baixa basicidade sendo capaz de estabilizar a
carga negativa no estado de transicdo e ndo deve apresentar tendéncias a se lugar

novamente ao grupo silil.

Geralmente, ao utilizar a sililacdo ndo se requer uma etapa de purificacéo,

podendo-se injetar o extrato derivatizado diretamente no GC-MS.

ApOs a reacao ocorrer, a mistura é resfriada a temperatura ambiente e filtrada
com membrana de celulose regenerada. O filtrado € transferido a um vial para

analise em GC-MS de acordo com o método cromatografico que consta no anexo 2.

Figura 12 — Fluxograma geral para analise de Aclucares em cha.

Pesagem de 50mg de amostra
moida

!

Adicdo de 500uL de DMF

— 80°C/30min
v

Adicdo de500uL BSTFA

— 80°C/30min
v

Filtracdo

!

Analise por GC-MS




33

4 OBJETIVO

4.1 OBJETIVO GERAL

Otimizar os processos de andlise qualitativa de esséncias e de agucares em
chés através da retirada da etapa de moagem e unificacdo do solvente utilizado para

a extrag;éo destes componentes nas amostras.

4. 2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Através das otimizacdes que se pretende realizar, propdem que 0s seguintes

objetivos sejam atingidos:
e Diminuir o tempo do processo de preparo da amostra para analise;

» Evitar contaminacdes cruzadas que podem ocorrer devido ao uso de

recipientes intercalados no moinho de bolas;

* Melhorar a homogeneidade e integridade da amostra, modificando menos a

estrutura da amostra;

* Fazer apenas uma pesagem de amostra e através de extracdo Unica, obter

amostra para realizacao de dois ensaios;

* Reduzir os custos das andlises a partir das modificagdes implementadas.
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5 PROPOSTA TECNOLOGICA

Através do estudo e conhecimento profundo das analises que se efetuam no
dia-a-dia de um laboratorio e buscando a otimizacdo de processos, foi possivel

identificar que alguns ensaios possuem semelhanca de procedimentos.

No desenvolvimento de analises, muitas vezes, ndo se consideram 0s
ensaios que ja existem no laboratorio a fim de aproveitar os recursos ja disponiveis e
muitas vezes “criam-se” novos ensaios e novas analises para atender demandas ao

invés de utilizar os ja existentes, aprimorando-os.

Foi assim que se propds esta otimizagdo em dois ensaios do laboratorio para
analise de agucares e esséncias em chas. Por se tratar de duas classes de
compostos muito polares e que poderiam ser extraidas da matriz através do mesmo
solvente, se propds a unificacdo da extracdo e se estudou qual solvente

proporcionaria uma melhor resposta dos componentes analisados.

Além disso, a eliminacdo de procedimentos desnecessarios torna o processo
mais produtivo e menos dispendioso. Com este objetivo analisou-se 0 processo
como um todo e a fim de avaliar etapas que pudessem ser retiradas. O processo de
moagem de uma matriz € de extrema importancia a fim de manter a homogeneidade
e proporcionar uma maior superficie de contato da amostra com o solvente. Porém,
algumas matrizes j& possuem uma granulometria adequada para a extracdo dos
compostos de interesse, ndo necessitando passar por mais um processo de
moagem. O processo de moagem podera ser uma fonte de contaminacdo das
amostras devido ao uso de recipientes que nao foram bem entre as moagens, tem-
se a certeza de se estar excluindo uma etapa que poderia agregar ao cha

compostos que ndo fazem parte de sua composi¢céo, mas sim que vem de outro cha.

Este trabalho propde a retirada do procedimento de moagem para efetuar os
ensaios de acucares e componentes de esséncias em chas e visa também a
unificacdo da etapa de extracéo, utilizando um mesmo solvente para retirar da fase

sélida (matriz) os compostos a serem analisados.
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Para cada amostra que ndo for moida, aproximadamente 20 minutos serao
economizados no preparo da amostra para analise. Além disso, a eliminacdo de
uma etapa de pesagem e de adicdo de um dos solventes tornard o processo ainda
mais rapido — o ganho provavel, na eliminacdo de mais estes dois processos, € de
aproximadamente mais 15 minutos por amostra.

Assim, pode-se chegar a um tempo economizado total de 35 minutos para
cada amostra, aumentando a produtividade destes ensaios.

Também deve-se considerar o impacto ambiental relacionado a eliminagéo
destas etapas no processo. A quantidade de residuos gerados por uma analise
guimica pode ser grande, dependendo do nimero de amostras a serem analisadas.
Ao excluirmos a etapa de moagem estaremos também eliminando etapas de
limpeza efetuadas nos recipientes utilizados, utilizando menos solvente para isto.
Vale ressaltar que a unificacdo da etapa de extracdo traz o ganho de utiliza menor
volume de solventes para efetuar dois ensaios, gerando assim menor quantidade de
residuos.

A inovagcdo desta proposta encontra-se em eliminar os procedimentos
desnecessarios — que ndo acarretem mudanca significativa nos resultados. Nao se
tem conhecimento de nenhum laboratério que utilize a metodologia unificada de

extracdo destes compostos e nem bibliografia que faca uso desta.

Se implantada, esta metodologia tende a trazer um grande ganho
principalmente em produtividade, pois o0 operador podera efetuar mais amostras em
menos tempo. Ou ainda liberard o operador para exercer outras atividades enquanto

estaria executando dois procedimentos de extracao ou o procedimento de moagem.

Além das questbes de produtividade abordadas, a ergonomia e a seguranca
no desempenho dos processos dentro de uma organizacdo sdo de suma
importancia e deve ser considerado no desenvolvimento de qualquer atividade.
Eliminando-se as etapas de moagem e a manipulagdo de diferentes solventes, a

proposta também visa estes valores.



36

6 METODOLOGIA

Para o desenvolvimento da proposta tecnoldgica, trés amostras de cha foram
utilizadas. Selecionaram-se chéds de diferentes sabores a fim de poder utilizar
compostos distintos de cada cha como seus marcadores. Ou seja, compostos que
fossem caracteristicos apenas de determinada amostras seria um marcador desta

amostra. Os sabores escolhidos foram Horteld, Cravo e Limao.

A metodologia para se obter a otimizacao final do processo foi dividida em

trés etapas.

* Determinacdo e avaliacdo de marcadores em cada cha, avaliando o

processo de moagem;
» Avaliacdo cha moido x cha desfiado (sem moer);
* Avaliagéo do solvente de extragéo.

Apds levantamento bibliografico, foi realizada andalise detalhada dos
componentes presentes em cada cha através de ensaio utilizando a técnica de
microextracdo em fase solida (SPME — do inglés Solid Phase Microextraction) em
Headspace (HS) e GC-MS.

A analise via SPME visa identificar os compostos volateis presentes no cha,
até mesmo aqueles que estdo em baixas concentracbes. O SPME é uma
microtécnica em que 0s processos de extracdo e pré-concentracdo ocorrem numa
escala dimensional que ndo é das mais usuais , de acordo com Valente e Augusto
(1999). A analise é realizada através da extracdo dos componentes que estdo no
headspace por um dispositivo chamado fibra. A fibra € um recobrimento de material
adsorvente ou polimérico, onde a interacao fibra/moléculas é mandatério para que a
extragdo ocorra. “Numa extracdo por SPME, as moléculas do analito tem de se
deslocar da matriz e penetrar no recobrimento”, de acordo com Valente e Augusto
(1999), até que se estabeleca um equilibrio de particAo ou adsorcdo entre o
headspace e a fibra. O principal objetivo da técnica € concentrar analitos que estao

em baixas concentracdes para que possam ser identificados / quantificados via GC.
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A préxima etapa do estudo realizado diz repeito a determinagdo de
marcadores de cada cha. Assim, efetuou-se o ensaio de Componentes de Esséncias
em cada um dos chas escolhidos moendo-se as amostras em recipientes novos
(virgens), assim se teria a certeza de que as amostras ndo foram contaminadas por

estes recipientes.

As amostras foram moidas nos recipientes e pesou-se em vial de 4 mL a
guantidade de 200 mg + 20 mg de cha moido, em balanca analitica. A este se
adicionou 2 mL de metanol e levou-se a chapa de aquecimento para extracdo a 80
°C durante 30 minutos. Apds, o extrato foi resfriado a temperatura ambiente e
posteriormente filtrado com membrana de celulose regenerada. O filtrado foi
passado a um vial de 2 mL e analisado em GC-MS.

Para todos os chas efetuou-se o mesmo procedimento e determinou-se
através de comparacdo dos cromatogramas obtidos os componentes marcadores de
cada amostra. Para cada cha, seria necessario a obtencdo de pelo menos um
marcador, ou seja, uma substancia que estivesse presente apenas naquele cha, que
fosse uma identidade Unica. Para isso, 0s picos presentes no cromatograma de cada
amostra, foram tentativamente identificados por comparacdo dos espectros de

massas obtidos, com a biblioteca NIST do software do GC-MS.

Para estudar se realmente as amostras podem ser contaminadas umas pelas
outras utilizando-se 0s mesmos recipientes para 0 processo de moagem, estes
apenas passando por uma higienizacdo, moeu-se amostras de cada cha no

recipiente onde outro cha havia sido moido anteriormente.
e Chade limdo: Moido ap0s o recipiente ter moido cha de cravo;
e Chéade limao: Moido apds o recipiente ter moido cha de hortel§;
* Chade hortela: Moido ap6és o recipiente ter moido cha de cravo;
* Chade hortela: Moido apoés o recipiente ter moido cha de liméo;
» Ché de cravo: Moido ap0és o recipiente ter moido cha de liméao;

* Ché de cravo: Moido ap06s o recipiente ter moido cha de hortela.
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As amostras moidas foram analisadas por GC-MS e os marcadores do cha

gue foi moido antes naguele recipiente foi investigado.

Por exemplo, o cha de limao que foi moido apds o cha de cravo foi analisado
em GC-MS e os marcadores do cha de cravo foram procurados para determinar se
houve a contaminacdo através da moagem simultdnea das amostras no mesmo
recipiente. Efetuou-se esta analise em todas as amostras que foram moidas depois
de algum outro cha, totalizando seis amostras, sendo duas de cada cha — uma apos

cada cha diferente.

Como a proposta trata de eliminar a moagem, a préxima etapa deste estudo
sera comparar a analise de componentes de esséncias em chas e de aglucares com
a matriz moida e a matriz desfiada, isto é, a matriz retirada do saché sem passar por
processo de reducdo da granulometria. As amostras utilizadas como chd moido
foram as mesmas que foram moidas nos recipientes novos para identificacdo dos
marcadores. Assim teria-se a certeza de que nao houver contaminacdes atribuidas a
esta etapa. Efetuaram-se os ensaios de componentes de esséncias e aglcares em

amostras desfiadas e nas moidas.

A comparacao foi realizada verificando se todos os componentes de
esséncias que estavam na amostra de cha moido, também estavam presentes no

chéa desfiado. A abundancia dos compostos também foi avaliada.

Por fim, a ultima etapa desta proposta foi a unificacdo da etapa de extracao
de aclcares e componentes de esséncias do cha - que desdobrou-se em mais duas

etapas, para avaliar os solventes.

Como o solvente metanol j& era utilizado para a extracdo de componentes de
esséncias, o primeiro teste foi utilizar o metanol também para extrair os agucares.
Trata-se de um solvente polar prético. Assim, conforme abordado no capitulo
anterior, este solvente devera ser eliminado da matriz antes do processo de
derivatizagdo dos acuUcares. Isto, torna o método um pouco mais demorado, pois
estaremos retirando uma etapa de extracdo ( unificando as duas analises), porém
teremos que inserir uma etapa de eliminacdo deste solvente para que se faca a
sililacdo dos acucares. Utilizando-se o metanol para a unificacdo da extracdo destes

dois ensaios, o processo seguira o fluxograma mostrado na Figura 13.



Figura 13 — Esquema para avaliagdo do processo

metanol como solvente extrator.
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de extracao utilizando

Como neste caso, 0 processo ganhara uma etapa, também avaliou-se outro

solvente ja utilizado no processo, com a extracdo dos acucares: a dimetilformamida

(DMF). Assim, a etapa de eliminacdo do solvente para a derivatizacdo dos acucares

ndo seria necessaria, pois o DMF é um solvente aprotico. Como trata-se de um

solvente também bastante polar, pode ser avaliado para a extragdo de componentes

de esséncias. O fluxograma da unificacdo da extracdo utilizando-se o DMF como

solvente encontra-se na Figura 14.
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Figura 14 - Otimizacdo do processo de extracdo utilizando DMF como solvente

extrator.
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Neste processo é possivel perceber que a etapa de eliminacdo de solvente foi
retirada, tornando-o menos dispendioso e ainda mais produtivo. Testando os dois
solventes foi possivel estabelecer qual deles era analiticamente melhor e

considerou-se também a produtividade e o custo envolvido.

Através destes processos foi possivel estabelecer as otimizacbes que se

pretende.
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7 RESULTADOS E DISCUSSOES

7.1 DETERMINACAO DE MARCADORES DE CADA CHA

Para a andlise dos resultados e determinacdo dos marcadores de cada
amostra, sobrepbs-se os cromatogramas obtidos para o cha de limao, cha de cravo
e cha de horteld. Sobrepondo-se estes cromatogramas, identificaram-se
tentativamente através do GC-MS o0s picos que se encontravam somente em uma

das amostras, que foram considerados seus respectivos marcadores.

Na Figura 15, tem-se a sobreposi¢cdo dos cromatogramas das trés amostras

visando a identificagdo dos marcadores, na anélise de componentes de esséncias.

Figura 15 — Cromatogramas dos trés chas na analise de componentes de essencias
— ldentificacdo de marcadores. Os picos numerados representam os marcadores

para cada caso.
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Na Tabela 1, estdo os marcadores encontrados, o tempo de retencédo e 0s

ions selecionados para o monitoramento de ions.
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Tabela 1 — Marcadores selecionados para cada cha, mostrando o tempo de
retencdo e os ions selecionados para o monitoramento de ions que avaliardo a

possibilidade de contaminacao através do processo de moagem das amostras.

Amostra. |ID | Marcador fons (m/z) Tempo de retencéo
Quantificador | Qualificador | (min)
Hortela 1 Pulegona 81 152 6,322
Horteld 2 Carvona 82 150 8,065
Horteld 3 trans-Carveol 84 134 11,480
Limé&o 4  Acetato de Geraniol 69 136 8,400
Lim&o 5 3-metdxi-1,2-benzenodiol 140 125 34,800
Limao 6 Escopoletina 192 164 63,594
Cravo 7 Eugenol 164 137 21,878
Cravo 8 Acetato de eugenol 164 149 25,430
Cravo 9 Chavicol 134 133 28,634

7.2 RESULTADOS DA PRESENCA DOS CONTAMINANTES DO PROCESSO DE
MOAGEM

Utilizando-se métodos no modo SIM, é possivel maximizar a sensibilidade do
sistema, pois o0 analisador de massas fica focado em monitorar apenas algumas
razbes massa/carga. Assim, compostos presentes em baixa quantidade podem ser
percebidos por estes métodos.

Sempre que o cromatograma no modo SIM indicasse a presenca de um
composto contaminante, varredura no modo SCAN foi realizada para identificar o
fragmentograma completo e identificar tentativamente o composto. Este
fragmentograma foi comparada com o da biblioteca acoplada ao software do GC-
MS.

Na Figura 16, o cromatograma do cha de limao moido ap6s o cha de hortela
apresente uma seta no tempo em que identificou-se a presenca do marcador do cha

de hortela carvona, indicando a contaminacédo pelo processo de moagem.
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Figura 16 — Cromatograma do cha de limdo moido ap6s moagem do cha de

horteld (sinal em vermelho) sobreposto ao cromatograma do cha de limao sem moer

(sinal em preto). A seta indica a presenca do marcador do cha de hortela carvona

presente no cha de limdo, mostrando a contaminag&o do processo.
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Tabela 2 — Apresentacdo do resultado obtido em cada cha para a analise de

contaminacao através do processo de moagem. Séo identificados o marcador que

foi buscado no cromatograma e se este estava presente ou ausente nos métodos no

modo SIM e no modo SCAN
legenda abaixo.

. A identificagdo de cada simbolo pode se vista na

Chéa de Chade Chade
Marcadores analisados cravo lim&o hortela
Eugenol X A o
Chavicol X -- --
Acetoeugenol X o .
Acetato de Geraniol - X --
3-met6xi-1,2-benzenodiol - X --
Escopoletina == X --
Pulegona - ® X
Carvona A A X
trans-Carveol - ® X

X — Marcador original do cha.
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-- - Marcador ausente: nao foi possivel identificar o marcador no método no modo SIM.

A - Marcador presente através de contaminacao: ions identificados em método no modo SIM e
fragmentograma confirmado em método no modo SCAN.

- Marcador identificado apenas em método no modo SIM. Fragmentograma obtido em método no
modo SCAN néo confirmou a presenca deste.

A Figura 17 apresenta os cromatogramas do cha de cravo moido depois do
cha de horteld e do cha de cravo sem moer. A identificacdo tentativa através de GC-

MS efetuada mostrou que o pico indicado pela seta pode ser a carvona.

Figura 17 — Cromatogramas do cha de cravo sem moer (sinal em preto) e do cha de
cravo moido apdés moagem do cha de horteld (sinal em vermelho). Seta identifica a

presenca de um composto contaminante do processo: a carvona.
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Na Figura 18 estdo os cromatogramas do cha de hortelda moido apds o cha de
cravo e do cha de horteld retirado diretamente do sache. O pico indicado pela seta
trata-se do eugenol, marcador do cravo, mas que se encontra também em baixas
guantidades no cha de horteld ja que pode-se verificar que 0 mesmo pico encontra-
se também no cha de hortela sem moer. Assim, conclui-se que o0 eugenol, na
verdade ndo é um marcador do cha de cravo. Com isto, ndo se pode considerar uma
contaminacdo advinda do recipiente de moagem, ja que as areas dos picos,

aparentemente, sdo muito parecidas.
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Figura 18 - Cromatogramas do cha de hortela sem moer (sinal em preto) e do
cha de hortela moido apés o cha de cravo (sinal em vermelho). A seta indica o
eugenol, que neste caso nao foi considerado um contaminante de processo por

estar presente também no cha de hortela sem moer.
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7.3 COMPARACAO DOS RESULTADOS OBTIDOS EM AMOSTRAS DE CHA
MOIDO E DESFIADO

A fim de excluir o processo de moagem, efetuou-se analises de comparacéo
entre amostras de chd sem moer e moidas. As amostras utilizadas como moidas
foram as mesmas que foram moidas em recipientes novos (virgens) para que nao
houvesse contaminacéo. Efetuaram-se os ensaios de componentes de esséncias e
de acucares. Estas amostras foram extraidas da mesma forma e ao mesmo tempo,
utilizando-se 0s mesmos equipamentos, reagentes e métodos. Apés analise em GC-

MS, realizou-se comparacgéo entre as amostras.

A comparacdo foi realizada através de identificacdo dos principais
componentes e picos que as amostras continham e comparacgéo visual entre suas
areas, nao quantitativamente. Como trata-se de um ensaio qualitativo, o que é

relevante é a presenca dos picos. Os ensaios foram realizados em triplicata.

Realizou-se sobreposicdo dos cromatogramas com o objetivo de evidenciar a
presenca de todos 0s componentes nas duas amostras, mas principalmente
assegurar que todos os componentes presentes no chd moido (situacdo atual)

estavam também presentes na analise de uma matriz sem moer (situacao proposta).
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Figura 19 — Cromatogramas dos ensaios de componentes de esséncias no cha de
cravo moido e do cromatograma cha de cravo sem moer. Os picos numerados
representam os compostos mais significativos da amostras que fora tentativamente
identificados e comparados.
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Figura 20 — Cromatogramas dos ensaios de componentes de esséncias no
chad de limdo moido e do cromatograma cha de limdo sem moer. Os picos
numerados representam 0s compostos mais significativos da amostras que foram
tentativamente identificados e comparados.
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Nas Tabela 4 estdo os compostos que foram tentativamente identificados com
auxilio da biblioteca acoplada ao software do GC-MS e o comparativo entre as duas
matrizes de diferentes granulometria para as trés amostras de cha. Constatou-se
gue todos os compostos que foram identificados no cha moido também foram no
chd sem moer e em abundéancia satisfatéria. De acordo com 0s cromatogramas

também € visto que alguns picos de interesse estdo em maior abundancia no chéa
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sem moer do que no cha moido, como 0 acetoeugenol, um importante componente

do 6leo essencial de cravo.

Figura 21 — Cromatogramas dos ensaios de componentes de esséncias no
chad de limdo moido e do cromatograma cha de limdo sem moer. Os picos
numerados representam 0s compostos mais significativos da amostras que foram

tentativamente identificados e comparados.
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E possivel determinar entdo que o ensaio de componentes de esséncias pode

ser realizado tanto com o cha moido quanto com o cha sem moer.

Tabela 3 - Comparacdo entre os compostos tentativamente identificados
através de GC-MS no ensaio de acglcares para os chas moidos e os chas sem moer.

A presenca do composto € indicada pelo simbolo “x” marcado.

D-Frutose, D-Glicose, 2,3,4,5,6-pentaquis - | d-(+)-Xilose,
Identificagcdo 1,3,4,5,6- O-TMS- ou Glicopiranose, |tetraquis TMS
pentaquis-O-TMS | pentaquis-O-TMS éter
Moido X X X
Cha de Cravo
Sem Moer X X X
) Moido X X X
Cha de Liméo
Sem Moer X X X
Moido X X X
Cha de Hortela
Sem Moer X X X
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Comparacdo entre os compostos tentativamente identificados através de GC-MS no ensaio de componentes de

esséncias para os chas moidos e os chas sem moer. A presenca do composto € indicada pelo simbolo “x” marcado.

Chéa de Cravo

Chéa de liméo

Chéa de Hortela

Identificacdo  Composto
Moido | Sem moer | Moido | Sem moer | Moido | Sem moer

1 Cariofileno X X

2 Pulegona X X
3 Carvona X X
4 Acido 2-propil pentanoico X X X X X X
5 Oxido de cariofileno X X

6 (-)-Espatulenol X X
7 Eugenol X X X X
8 Acetileugenol X X X X
9 2,3-dihidro-3,5-dihidroxi-6-metil - 4H-Piran-4-one X X X X X X
10 Glicerol X X
11 Neofitadieno X X

12 Fitol X X X X X X
13 Terreina X X
14 Acido n-hexadecanoico X X X X X X
15 Esqualene X X X X

16 Cafeina X X X X

17 Acido Linoleico X X X X X X
18 Acido Linolénico X X X X X X
19 1,2,3-Benzenotriol X X

20 Teobromina X X X X X X
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Cha moido e chd sem moer foram analisados concomitantemente para 0s
ensaios de acucares, empregando 0s mesmos equipamentos e reagentes para o0s
ensaios. Na Tabela 3, estdo os compostos que foram tentativamente identificados
nos cromatogramas dos ensaios de acucares. E importante lembrar que todos os
compostos encontram-se em sua forma sililada, pois passam por processo de

derivatizagdo com BSTFA.

Figura 22 - Cromatogramas dos ensaios de acuUcares no cha de cravo sem
moer e do cha de cravo moido. Os picos numerados representam os acucares das

amostras que foram tentativamente identificados e comparados.
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Figura 23 - Cromatogramas dos ensaios de acucares no cha de limao sem
moer e do cha de limdo moido. Os picos numerados representam os acguUcares das

amostras que foram tentativamente identificados e comparados.
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Figura 24 - Cromatogramas dos ensaios de acucares no cha de horteld sem moer e
do cha de hortelda moido. Os picos numerados representam 0s acucares das

amostras que foram tentativamente identificados e comparados.
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Como pode ser visto nas Figuras 22, 23 e 24, a frutose e a glicose aparecem

em dois picos. Ja a xilose ndo segue este principio.

Segundo Medeiros e Simoneit (2007), quase todos os monossacarideos
(pentoses e hexoses) apresentam dois picos em analises de GC devido a suas
configuragbes 1a-OH e 1B-OH nos anéis pirano e furano, como apresentados nas
estruturas abaixo. E comum que estes isdmeros aparecam sob a forma de dois
picos em GC, mas que se reporte apenas um valor de concentracdo através da

soma de suas areas.

Figura 25 — Formas da glucopiranose (glicose) que se apresentam em analises de

GC, caracterizando dois picos: Forma a e Forma [3, respectivamente.
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Fonte: Medeiros e Simoneit (2007)
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O espectro de sacarideos que contém o anel pirano, com cinco carbonos, é
caracterizado pela presenca da razdo massa/carga 204 m/z como o0 da
glicopiranose apresentado na Figura 26 . Enquanto que a fragmentacdo do anel

furano produz o ion 217 m/z, como pode ser visto no fragmentograma na Figura 27.

Figura 26 — Espectro de massas da a-D-Glicopiranose — TMS
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. Fonte: Medeiros e Simoneit (2007).

Figura 27 — Espectro de massas da a-D-Frutofuranose — TMS

ra o-D-Fructofuranose — TMS
(Fruciose)
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. Fonte: Medeiros e Simoneit (2007).
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Os fragmentos 204 m/z e 217 m/z sdo geralmente utilizados quando se
analisa acucares por GC-MS, especialmente quando se trata de monossacarideos

na forma sililada, de acordo com Medeiros e Simoneit (2007).

De acordo com os resultados obtidos e que estdo comparados na Tabela 5,
chad moido e cha sem moer apresentam todos os acucares analisados (glicose,
frutose e xilose) e em abundancias semelhantes, corroborando a hipétese de que o
chd sem moer apresenta resultados praticamente iguais aos resultados do cha
moido. Além disso, o perfil de aglcares também nédo se altera: sendo a frutose a

predominante no cha moido, esta também o sera no cha sem moer.

Assim, pode-se concluir que o uso do cha moido ndo € necessario para
efetuar o ensaio de agucares e nem de componentes de esséncias. Entdo, a etapa
de moagem pode ser eliminada do processo sem causar alteracdes significativas

nos resultados.

7.4 COMPARACAO DOS RESULTADOS OBTIDOS PARA ANALISE DE
ACUCARES E COMPONENTES DE ESSENCIAS OBTIDOS COM UNIFICACAO DE
SOLVENTE

O proximo passo de otimizacdo dos processos foi a unificacdo da etapa de
extracdo dos ensaios de acucares e de componentes de esséncias. Como trata-se
de compostos com polaridade semelhante, a ideia de utilizar o mesmo solvente
surgiu e assim pesar a amostra de chd uma Unica vez e através de seu extrato

efetuar os dois ensaios.

Dois solventes séo utilizados no processo atual: metanol e dimetilformamida.
O DMF é adotado para o ensaio de acucares e foi verificado no ensaio de
componentes de esséncias. O metanol que é o solvente empregado para a extracao
no ensaio de componentes de esséncias foi verificado no ensaio de aglcares. O cha
foi extraido no solvente verificado ao mesmo tempo em que também foi extraido no
seu solvente original para comparacdo. Os ensaios foram efetuados em triplicata,

utilizando cha sem moer. Os chas que foram analisados com solvente DMF,
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utilizaram o procedimento descrito no capitulo 6 Metodologia, na Figura 14 e os que

foram analisados com o emprego do metanol utilizaram o da Figura 13.

Tabela 5 - Comparativo entre 0os compostos tentativamente identificados
através de GC-MS no ensaio de componentes de esséncias para 0s chas extraidos
com Metanol (MeOH) e com dimetilformamida (DMF). A presenca do composto é

indicada pelo simbolo “x” marcado.

Chéa de Cravo Cha de limao Chéa de Hortela

Composto
MeOH DMF MeOH | DMF | MeOH | DMF

B-Linalool X

a-Bergamoteno X

trans-p-Menta-2,8-dienol

Mentol
B-Citral X

a-Terpineol X

Acetato de nerol

X | X[ X| X| X[ X| X| X

a-Citral X

Cariofileno X X

Pulegona X X

Carvona X X

Acido 2-propil pentanéico

Geraniol acetate X X

Oxido de cariofileno

(-)-Espatulenol X X

Eugenol X X

Acetileugenol X X
2,3-dihidro-3,5-dihidroxi-6-

metil - 4H-Piran-4-one X X X X

Glicerol X X

Neofitadieno X X

Fitol

x
x
x
x

Terreina X X

Acido n-hexadecanoico

Esqualene

Cafeina

X | X| X| X
X | X| X| X

Acido Linoleico
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Acido Linolénico X X X X

1,2,3-Benzenotriol

Teobromina X X X X X X

Os picos foram tentativamente identificados com auxilio da biblioteca acoplada ao software do GC-
MS .

Para o cha de cravo ndo houveram alteracdes expressivas, ao contrario disso,
€ possivel perceber que o DMF extrai alguns compostos em maior quantidade do
gue o metanol, como é o caso do acetoeugenol, em tempo de retengdo proximo aos
24,800 minutos. Os picos que aparecem nos tempos iniciais da corrida de analise
em DMF ( até proximo de 10,000 minutos) s&o apenas sujidades da amostra nédo
sendo considerados compostos significativos para os resultados de analise de

componentes de esséncias.

Figura 28 — Cromatogramas de componentes de esséncias do cha de cravo em

DMF e em metanol.
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Além disso, este ensaio mostra que a extracdo realizada com metanol ou
DMF é bastante eficiente. Pode-se comparar a extracdo do cha utilizando-se
solvente com outras extracdes do Oleo essencial de cravo realizadas atualmente.
Weigiang et al (2007) efetuaram a comparacao de trés métodos tradicionais de
extracdo do 6leo essencial do cravo com a extragcdo em fluido supercritico ( do
inglés SFE — Supercritical Fluid Extraction). Os métodos comparados além da
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extracdo com dioxido de carbono supercritico foram hidrodestilacdo e destilagédo por

arraste a vapor e extracdo por solvente utilizando-se o solvente etanol.

Weigiang et al (2007) identificaram através de GC-MS ao todo 21 compostos
no oleo essencial de cravo utilizando estes quatro tipos de extracdo. Apenas dez
destes 21 compostos foram identificados pela extracdo em solvente etanol. Assim
também executou Miynt et al (1996), utilizando o etanol como solvente de extracdo
de componentes do cravo, porém buscando especialmente o eugenol.

Na extracdo realizada no cha de cravo com DMF e metanol a fim de identificar
compostos, foi possivel encontrar pelo menos quatro dos 21 analitos encontrados
por Weigiang et al (2007) em altas abundancias: cariofileno, 6xido de cariofileno,
eugenol e acetoeugenol. Ja Miynt (1996) identificou através de comparacdo com
padrdo em GC-FID (do inglés Flame lonization Detector), quatro compostos, sendo

estes exatamente, os obtidos também pelo método da proposta tecnoldgica.

7z

Assim, é mostrado que para a identificacdo dos principais componentes de
esséncias do cha o método que emprega a extracdo por solvente € bastante

eficiente.

Na Figura 29, estd o cromatograma de analise de componentes de esséncias
do cha de limdo em metanol sobreposto ao cromatograma do cha de limédo em DMF.
Pode-se verificar que grande parte dos compostos significativos eluiram no tempo

inicial de corrida.

Figura 29 — Cromatogramas de componentes de esséncias do cha de limao

em DMF e em metanol.

Abundancia
3500000 Lim3o em DMF
Liméo em MeOH

3000000

2500000

2000000

1500000

1000000

500000

Tempo de Retengéo
T T T T
Ann RN Fnnn 750N (min)




56

Como é possivel verificar através da Figura 29, o DMF extrai mais compostos
do que o metanol. Os compostos que sao extraidos pelo metanol apresentam
abundancia menor do que os extraidos com DMF. O Oleo essencial de limao é
mistura natural de diversos monoterpenos, entre eles 0s pinenos e gama-terpinenos.
Ha o predominio do citral, em termos de aldeidos, ao qual se atribui algumas das
principais propriedades arométicas do Oleo essencial. Como alcoois, estao
presentes o linalol, o geraniol e o citranelol, podendo estes também serem

encontrados na forma de ésteres (acéticos, capricos, lauricos).

Como os principais compostos estao eluidos em uma espécie de “cluster’” no
inicio da corrida, na Figura 30 efetuou-se um aumento da imagem do cromatograma
para melhor visualizar os picos obtidos nesta regido, ja que tratam-se de compostos

gue fazem parte do Oleo essencial de limdo como pode ser visualizado na Tabela 8

Tabela 6 — Principais compostos identificados tentativamente através de GC-MS no

cha de limao extraido com DMF.

Cha de Liméo

Identificagao Composto
1 B-Linalool

a-Bergamotene

trans-p-Menta-2,8-dienol

Mentol
B-Citral

a-Terpineol

Nerol acetate

a-Citral

©| 0 N| O O] A W N

Geraniol acetate
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Figura 30 — Cromatograma de analise de componentes de esséncias do cha
de limdo com extracdo em DMF, ampliando a imagem nos minutos iniciais do
cromatograma. Os picos numerados representam 0S principais compostos da

esséncia de limao e estdo referenciados na Tabela 8.
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Figura 31 — Cromatogramas de analise de componentes de esséncias do ch&
de lim&o com extracdo em DMF e extracdo em metanol, ampliando a imagem nos

minutos iniciais do cromatograma para visualizar as diferencas significativas.
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Analisando a Tabela 5 em conjunto com os cromatogramas do cha de liméo é
possivel constatar que a grande maioria dos picos sédo obtidos pelos dois solventes,
com excecdo de mentol, trans-p-Menta-2,8-dienol e acetato de nerol que sé&o
identificados apenas em DMF. No cha de limdo foi onde percebeu-se a variacao

mais significativa em relacdo a presenca de compostos. Deste modo, pode-se
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concluir que o DMF seria um melhor solvente para extracdo dos componentes de

esséncias do limao.

Figura 32 — Cromatogramas de componentes de esséncias do cha de hortela

em DMF e em metanol.
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De acordo com a Tabela 5 e com a visualizagcdo do cromatograma na Figura
32 pode-se afirmar que todos 0s picos que estdo presentes no cromatograma de
componentes de esséncias empregando metanol aparecem também no
cromatograma que utilizou o DMF. Alguns picos de interesse aparecem em maior
abundancia na extragdo com DMF, porém, nos minutos iniciais da corrida, é possivel
perceber que ha um deslocamento de picos utilizando-se este solvente. N&o e
possivel identificar cafeina nas amostras extraidas com metanol. Porém as xantinas
nao sdo o foco deste experimento. Sendo assim, tanto o metanol quanto o DMF
podem ser utilizados para este ensaio onde visa-se principalmente os componentes

de esséncias, isto €, os componentes dos 6leos essenciais.

Telci et al (2010) efetuou ensaios de caracterizacdo e quantificacdo de
compostos do Oleo essencial de menta espicata utilizando GC-MS e GC-FID. A
extracdo do 6leo da planta foi realizacdo através de destilacdo de refluxo
empregando-se dgua como solvente. Apos isolar o Oleo, este foi diluido em acetona
e analisado em GC-FID para quantificagdo e em GC-MS para qualificagdo dos
compostos. 31 compostos foram identificados por Telci et al (2010) pelo menos dois

destes sdo muito importantes: a carvona e a pulegona, monoterpenos oxigenados. A
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carvona € o principal componente da menta espicata e a pulegona, o principal

componente da Mentha pulegium.

Os dois compostos foram identificados empregando-se o metanol, porém em
DMF estes apresentam uma abundancia ainda maior, mostrando que o DMF
consegue extrair maior quantidades destes compostos do que o metanol. Deste
modo, pode-se afirmar que o DMF €& melhor solvente para extragdo dos
componentes de esséncias de hortela do que o metanol.

Para o processo de extragdo de acucares foi realizada a mesma comparacao,
desta vez, empregando-se o metanol como solvente verificado, jA que o DMF é o

solvente utilizado na metodologia atual.

Medeiros e Simoneit (2007) efetuaram analise de acglUcares em amostras
ambientais utilizando GC-MS, empregando uma mistura 2:1 de diclorometano e
metanol e extraindo por ultrassom. Parte do extrato foi evaporado em corrente de
nitrogénio e posteriormente foram ressuspendidos em piridina e sililado com BSTFA
sob aquecimento. Isto mostra que diversas combinacfes de solventes polares
podem ser utilizados para a extracao e analise de acucares em diferentes matrizes.
Podendo-se utilizar apenas um solvente ou uma mistura deles como Medeiros &
Simoneit (2007) fizeram.

Devido ao metanol tratar-se de um solvente protico e como 0s agucares
devem passar por processo de derivatizacdo para serem analisados por GC-MS,
este solvente deve ser totalmente eliminado da amostra antes de ocorrer a sililacéo
com BSTFA.

E possivel verificar que todos os aglicares que se encontram no ensaio
realizado com DMF também estdo no ensaio realizado com metanol em todos os

chas.

No cha de limao identificou-se apenas um pico de frutose-TMS utilizando o
metanol como solvente. Na verdade, os dois picos de frutose-TMS estédo presentes,

porém um deles apresenta-se em abundancia muito baixa.
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Tabela 7 — Comparativo entre 0s compostos tentativamente identificados

através de GC-MS no ensaio de acUcares para os chas empregando metanol e

DMF. A presenca do composto € indicada pelo simbolo “x” marcado

D-Fructose, D-Glucose, 2,3,4,5,6 - d-(+)-Xylose,
\dentificacéo 1,3,4,5,6- pentaquis-O-TMS- ou tetraquis
pentaquis-O- Glucopyranose, pentaquis- TMS ether
TMS O-TMS
MeOH X X X
Cha de Cravo | DMF X X X
MeOH X X X
Cha de Limdo | DMF X X X
MeOH X X X
Chéa de Hortelda | DMF X X X

Figura 33 — Cromatogramas do ensaio de acucares do cha de limdo em DMF

e em metanol.
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No cromatograma do cha de horteld, na Figura 34, percebe-se que o DMF

mais uma vez extrai melhor os acucares do que o metanol,

abundancias .

alcancando maiores

E de fundamental importancia que a abundancia dos compostos estejam

suficientemente altas para que possam ser identificados pelo GC-MS. Como alguns

ions gerados pela fragmentacdo dos compostos que chegam ao filamento s&o

decisivos no processo de identificacdo que um espectro de massas gera, €
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necessario que uma maior quantidade destes ions cheguem ao detector. Assim
sendo, o processo de extracdo deve ser o mais efetivo possivel para que mais

analito chegue a fonte de ions para ser fragmentado e gerando um bom sinal.

Deste modo, o DMF se torna uma melhor opcao para a extracado de acucares
nos chas.

Figura 34 — Cromatogramas do ensaio de acucares do cha de limdo em DMF

e em metanol.
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8 ANALISE DE CUSTOS

Para efetuar a proposta tecnoldgica nao foi necessario investimento inicial, ja
gue todos os equipamentos, operador (es) e reagentes ja eram utilizados para estes

procedimentos.

Os seguintes custos estdo envolvidos nos processos que foram otimizados,

conforme Tabela 8.

Tabela 8 — Custos de cada recurso que sera utilizado para o célculo de custo das

analises de determinacdo de acucares e de umectantes.

Custos dos recursos utilizados
Operador R$ 14,00/ h
Metanol R$ 14,75/ L
DMF R$ 156,25/ L
BSTFA R$ 1261,00 / 100 mL

Para comparar 0s custos entre a situacao atual dos dois ensaios e das da
proposta tecnolégica que é dividida em duas partes, uma empregando o metanol
como solvente de extracdo e outra o solvente DMF como extrator, utilizou-se a
Tabela 9.

Os ganhos com a implementacao da otimizacdo podem chegar a mais de R$

4,00 por amostra, dependendo dos resultados obtidos e o solvente que foi escolhido.

Além disso, nesta tabela estdo apresentados apenas 0s tempos em que 0
operador estara envolvido com o processo. Por exemplo, cada etapa de moagem
além de manter o operador envolvido com o procedimento durante
aproximadamente 12 minutos, a amostra também € moida durante mais 8 minutos,

totalizando em um tempo economizado de processo de 20 minutos.

As etapas de pesagem e extracado também tem seu tempo reduzido atraves

da unificagéo.
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Vale salientar que o0s custos com energia devido a utilizacdo dos
equipamentos ndo foram contemplados neste estudo devido ao valor muito baixo,

nao acarretando diferencas significativas nos resultados.

Tabela 9 — Apresentacdo do tempo gasto pelo operador por atividade,
reagentes e custos relacionados com cada item para cada processo efetuado:
situacao atual, proposta tecnoldgica utilizando o metanol e o DMF como solventes
extratores. Também é mostrado o custo total envolvido para cada situacéo.

Comparativo de Custos entre a Situacdo Atual e a Pr  oposta Tecnolbgica
Proposta
Situag&o Tecnoldgica
Custos envolvidos Atual Metanol | DMF
Custo Operador
Atividade Tempo (min)
Abertura de sachés e separacdo da amostra 1 1 1
Colocacdo de amostras no moinho e moagem 12 0 0
Limpeza recipientes do moinho 7 0 0
Pesagem 4 2 2
Adicdo de Metanol 1 1 0
Adicdo de DMF 1 1 1
Tempo de ambientacdo 1 10 10 10
Retirada de aliquota 0 0,5 0,5
Secagem em N, 0 2 0
Adicdo de BSTFA 1 1 1
Tempo de ambientacéo 2 10 10 10
Filtracdo 4 2 2
Preparo vial para injecdo 2 2 2
Total de tempo (min) 53 32,5 29,5
Total por amostra (R$) 12,36 7,59 6,89
Custo Reagentes
Custo por quantidade
utilizada (R$)

DMF 0,08 0,08 0,31
BSTFA 6,31 6,31 6,31
N, 0,00 0,15 0,00
Metanol 0,03 0,03 0,00
Total reagentes (R$) 6,42 6,57 6,62
Total Final - reagentes e operador (R$) 18,78 14,16 13,51
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9 CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos conclui-se que é possivel realizar os ensaios
de determinacdo de componentes de esséncias e aglcares em cha sem que seja
necessaria a realizagcdo do processo de moagem das amostras. A utilizacdo de
amostras sem moer forneceu resultados muito semelhantes aos resultados obtidos
nas amostras moidas. Além disso, alguns componentes de esséncias foram
identificados em maior abundéancia nas amostras sem moer do que nas moidas,

como o aceto-eugenol no cha de cravo.

A eliminagdo do processo de moagem foi de grande importancia devido as
contaminacdes que podem ocorrer com a utilizagdo dos mesmos recipientes de

moagem, apenas efetuando uma higienizacéo.

J& para a etapa de unificacdo do solvente de extracdo dos acucares e dos
componentes de esséncias pode-se constatar que o dimetilformamida apresentou
melhores resultados para os dois ensaios do que o metanol. O DMF extrai mais
componentes de esséncias e em maiores quantidades do cha do que o metanol, o
gue pode ser constatado principalmente pelos resultados obtidos pelo cha de limé&o.

Além disso, a unificagdo da extragdo utilizando o DMF como solvente é o
processo mais rapido e mais econémico comparado a situacao atual e a proposta de
utilizar o metanol como solvente extrator. Apesar de o DMF ser um solvente muito
mais caro do que o metanol, o processo obtido através de seu uso é mais produtivo,

pois envolve um nimero menor de etapas.

Este trabalho apresentou-se satisfatorio na demonstracdo da possibilidade de
utilizar um método para determinacdo de componentes de esséncias e agucares em
chas, sem reducdo do tamanho de particula do cha comercial, o que evita
contaminacdes de processo, e, empregando um mesmo solvente para a extragao

destes compostos a um baixo custo e alta produtividade.
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ANEXOS

ANEXO A

Parametros cromatograficos utilizados no modo SCAN de aquisis¢ao de dados
para Componentes de Esséncias

(CE_SCAN.M)

 Coluna DB — WAX — Comprimento: 30 m; Diametro interno: 320 pm;
Espessura de filme: 0,5 um — Fase estacionaria: Polietilenoglicol (PEG) —
Marca: J & W; Temperatura Maxima: 250°C;
Injetor:
e Temperatura do Injetor: 250°C,;
* Pressédo: 5 psi- Modo: Pressdo Constante.
* Modo de Injecédo: Splitless;
e  Fluxo da purga: 0,5 mL/min;
* Gas Carreador: Hélio.
Forno:
* Programa de temperatura: 40°C (Omin) — 120°C/min — 120°C (Omin) —
2°C/min — 250°C;
Informacdes do MS:
* Solvent Delay: 3,00 min;
e Temperatura Quadrupolo: 150°C,;
» Temperatura da fonte de ions: 230°C;

e Temperatura do auxiliar: 270°C.

Parametros do SCAN:
* Low mass: 40.0 um.a.;
e High mass: 350 u.m.a.;
* Threshold; 150.

e Volume de Injecao: 1 uL.
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ANEXO B

Parametros cromatograficos utilizados no modo SCAN de aquisiscao de dados

para Aclcares
(DS_SCAN.M)

 Coluna HP- PONA — Comprimento: 25 m; Diametro interno: 250 um;
Espessura de filme: 0,25 uym — Fase estacionaria: Polidimetilsiloxano
(PDMS) — Marca: J & W; Temperatura Maxima: 350°C;
Injetor:
e Temperatura do Injetor: 260°C,;
* Pressédo: 10 psi - Modo: Presséao Constante.
* Modo de Injecdo: Split — Razao de split: 30:1;
* Gas Carreador: Hélio.
Forno:
* Programa de temperatura: 100°C (Omin) — 5°C/min — 240°C (Omin) —
3°C/min — 270°C - 10°C/min — 300°C ;
Informacdes do MS:
* Solvent Delay: 2,00 min;
e Temperatura Quadrupolo: 150°C,;
» Temperatura da fonte de ions: 230°C;

* Temperatura do auxiliar: 270°C.

Parametros do SCAN:
* Low mass: 40.0 um.a.;
e High mass: 350 u.m.a.;
» Threshold; 150;

e Volume de Injecao: 1 uL.



