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Resumo

Neste trabalho efectuou-se a separacé@o e identificagao
dos componentes volateis presentes em agulhas numa
amostra compésita do éleo essencial de 11 espécies dife-
rentes de pinheiros (Pinus spp), apds destilagdo-extracgdo
simultanea. Foram utilizadas técnicas de cromatografia
gas-liquido, uni e multidimensionais compreensivas
(GCxGC), hifenadas a analisadores de massa de tempo de
voo (TOF-"time-of-flight”). Demonstrou-se neste trabalho
a potencialidade da utilizagdo de técnicas uni e multidi-

mensionais na separagdo e desconvolugao espectral dos
analitos, conduzindo a identificagbes mais seguras, in-
cluindo de compostos desconhecidos.

A caracterizacdo do 6leo essencial da matriz referida sera
uma ferramenta importante na descodificacdo do proces-
so da escolha das arvores hospedeiras, por insectos her-
bivoros mediante comunicagao olfactiva, nomeadamente
pela “processionaria ou lagarta do pinheiro” Thaumeto-
poea pityocampa.

1. Introducao

A analise de compostos volateis em ma-
trizes naturais, origina frequentemente
cromatogramas complexos compostos
por dezenas de picos, que em condi-
cOes ideais devem ser separados. No
entanto o desafio que se coloca ao ana-
lista perante uma anélise de compostos
volateis ndo se limita apenas ao proble-
ma da capacidade cromatogréafica, mas
prende-se ainda com as semelhancgas,
quer estruturais quer das propriedades
fisico-quimicas de muitos dos compo-
nentes destas misturas. Estes factos séo
0s principais responsaveis pelas dificul-
dades de separacédo encontradas, que
se traduzem nas conhecidas e muito
frequentes co-eluicdes. As co-eluicdes
dos componentes da mistura sdo im-
possiveis de detectar e identificar atra-
vés de cromatografia-gas liquido de alta
resolucdo-deteccao por ionizagao de
chama (GC-FID — “flame ionisation de-
tector’) e em varios casos mesmo por

cromatografia-gas liquido unidimensio-
nal-espectrometria de massa (1D-GC-
MS), onde apesar do uso de complexos
processos de desconvolucdo, muitas
das co-eluigdes permanecerdo invisiveis
para o operador. Um problema adicional
resulta da vastissima gama de concen-
tracdes em que os compostos volateis
se encontram presentes nas variadas
matrizes. Consequentemente os compo-
nentes vestigiais podem nunca vir a ser
detectados, se co-eluirem com compos-
tos de concentracdo mais elevada, nao
sendo mesmo raro, que compostos pre-
sentes numa concentracdao reduzida
constituam os compostos activos do
ponto de vista biolégico para uma dada
matriz. Neste contexto, a caracterizagéo
do 6leo essencial de diferentes espécies
de pinheiros constitui uma ferramenta
importante na descodificacdo do pro-
cesso da escolha das arvores hospedei-
ras, por insectos herbivoros mediante
comunicagdo olfactiva, nomeadamente

pelo desfolhador muito comum em Por-
tugal “lagarta do pinheiro” Thaumeto-
poea pityocampa.

Os 06leos essenciais, sao amostras com-
plexas, que possuem na sua constitui-
cao desde compostos muito volateis
(menos de 100 unidades de massa) até
compostos semi-volateis (300 unidades
de massa). Estas amostras sdo funda-
mentalmente constituidas por compos-
tos terpendides, um grupo de compos-
tos com muitas estruturas isémericas
que originam espectros de massa, em
Impacto Electronico (EI), muito seme-
Ilhantes ou idénticos, associados geral-
mente, do ponto de vista cromatografi-
co, em conjuntos complexos dentro de
janelas estreitas de tempos de retencéo
[1]. Estas caracteristicas ditaram a ana-
lise por GC de alta resolugao como a téc-
nica analitica de eleicdo, dado o seu
forte poder separativo.
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Quando se pretende efectuar a sepa-
ragdo e a identificacdo analiticas, em
amostras complexas como o0s 6leos es-
senciais, € importante observar, além da
técnica separativa, a adequagao da fase
estaciondria (seleccao da “coluna
certa”) onde essa separacéo podera re-
sultar mais eficaz, e ainda da instru-
mentagdo analitica (por exemplo selec-
cao do sistema de injeccado) e sistemas
de deteccéo [2]. Como exemplo, a hife-
nacdo com infravermelho-transformada
de Fourier (GC-FTIR “gas chromato-
graphy — Fourier transform infrared”)
constitui uma técnica de identificacdo
poderosissima. No entanto esta técnica
exige elevadas concentragbes de solu-
to/analito e separacdes cromatograficas
ideais a fim de se obterem espectros
limpos com boas intensidades e assim
se evitarem co-eluigbes indesejaveis [3].
Estas condicdes tornam muito dificil a
obtengdo de bons espectros de FTIR, e
inviabilizam uma aplicagdo efectiva
desta técnica na identificacdo em amos-
tras complexas, visto as condi¢oes
enunciadas serem dificilmente alcanca-
das em simulténeo.

A GC-MS € hoje a técnica hifenada mais
utilizada para fins de caracterizagao e
identificacéo de 6leos essenciais. Porém,
apesar do continuo desenvolvimento dos
equipamentos, técnicas e métodos anali-
ticos, uma separacéo total de todos os
constituintes da mistura € hoje ainda,
com frequéncia, pratica e fisicamente
inalcangéavel, devido a complexidade
das amostras a analisar (elevado niumero
de componentes, semelhancas estrutu-
rais, formas isoméricas e gamas largas
de concentragéo dos analitos). Sdo assim
expectaveis fortes semelhangas entre in-
dices de retencédo de muitos dos analitos,
independentemente da fase estacionaria
utilizada, levando a sua co-eluigdo. O
emergir de novas técnicas de analise que
maximizem a separac¢do dos analitos,
constituiu sempre uma evolucdo, que
pode ser exemplificada através da cro-
matografia capilar como progressao na-
tural da cromatografia de empacotamen-
to, ou do surgimento das cromatografias
gas-liquido em fases multiplas, por aco-
plamento de colunas (MP-GC), multidi-
mensional (MD-GC) e compreensiva
(GCxGC) como extensao da cromatogra-
fia gas-liquido unidimensional. Qualquer

um destes avancos teve como proposito,
conseguir mais “espaco cromatografico”
para se alcancar a adequada separagao
de todos os analitos presentes nas
amostras [4,5]. Esta pretenséo &, na pra-
tica, para separacgoes realizadas em sis-
temas de uma dimensao, limitada fisica
e estatisticamente pelo nimero maximo
de pratos teéricos de uma coluna
[6,7,8]. Assim, a capacidade de uma co-
luna capilar padrao (50 m x 0,25 mm,
df = 0,25um) poderéa ser estimada pela
equacdo 1.
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Na eq.1 [6], em que n é o factor de ca-
pacidade da coluna, N € o numero de
pratos tedricos efectivos da coluna, R a
resolugdo e t, e t; sdo a janela de reten-
cdo considerada, se R = 1, e admitindo
que t,/ t; é 10, sabendo que um tempo
morto tipico de uma coluna de 50 m é
de 100 s, onde esta coluna consegue
separar, em 60 minutos, em condi¢oes
ideais, 260 compostos (note-se que
nestas condi¢bes o primeiro pico a ser
eluido, sem perturbacdo do solvente,
tem pelo menos um k — factor de capa-
cidade — de 3 e logo um tempo de re-
tencdo de 400 s). [8,9,10]

Esta limitagdo, da cromatografia unidi-
mensional, é ainda mais evidente se
aplicarmos a teoria estatistica da sobre-
posicdo de componentes (statistical
theory of overlap - STO) [5,8,11,12]. Na
eq. 1 o factor de capacidade (n) de uma
coluna constitui apenas o niimero méxi-
mo dos constituintes de uma amostra
que o sistema cromatogréafico podera hi-
poteticamente separar. Estatisticamente
este valor é manifestamente reduzido
atendendo a que os analitos estarao
aleatoriamente, e ndo discretamente,
distribuidos ao longo do cromatograma
final. Atendendo a elevadissima comple-
xidade de determinadas amostras, como
as de 6leos essenciais, que facilmente
atingem uma centena de compostos
numa muito variada gama de concen-
tracdes, sera inevitavel a co-eluicdo de
alguns dos componentes. A utilizagao
da STO (equagdo 2) permitiu mostrar
como numa analise cromatogréafica o
nudmero de picos separados (S) esta re-
lacionado com o factor de capacidade

(n) da coluna e com o numero total dos
componentes (m) presentes na amostra
[5,8,111:

S=m exp[— E]

i
2
A probabilidade P, que um dado com-
ponente tem de se apresentar no cro-
matograma final como um pico indivi-
dual ¢ igual a,

P= exp(— ij)
3

A aplicagao desta expressdao conduz a
necessidade teorica de se utilizarem co-
lunas com capacidade para 290 anali-
tos, de forma a garantir a separacédo de
metade dos componentes presentes em
amostras com 100 analitos [8]. Fica
assim clara a limitagao da cromatografia
unidimensional, apesar do seu poder
separativo, admitindo sempre condigdes
ideais de separacgao, ou seja, inexistén-
cia de picos sem arrastamento (“tail-
ling”), ruido do sistema e diferentes
magnitudes de concentracdo dos anali-
tos, que a STO néo prevé [5].

A introdugdo das colunas capilares qui-
rais para GC veio promover a necessida-
de da utilizagédo da cromatografia multi-
dimensional, na andlise de o6leos
essenciais, pois revelou-se necessaria a
simplificacdo dos cromatogramas resul-
tantes. A separacao dos analitos agora
também nos seus enantibmeros, condu-
ziu ao aumento do nimero total de picos
e a uma maior complexidade dos cro-
matogramas obtidos. Assim, surgiram
sistemas de “heart-cut” (corte) como a
“live-T piece” que permitem o isolamen-
to do pico desejado, por transferéncia
parcial da fracgao de interesse de uma
pré-coluna para uma segunda coluna,
esta quiral, onde apenas os analitos alvo
sdo cromatografados, promovendo a se-
paragao dos enantiomeros de um dado
composto e eliminando as potenciais
co-eluicbes protagonizadas pelos com-
postos rejeitados (ndo transferidos)
[4,5]. Ndo obstante a sua comprovada
eficacia, a MD-GC associada, ou nao, a
colunas quirais, € um método muito mo-
roso com tempos de analise sempre
muito elevados, o que nédo se compade-
ce com as necessidades de rotina. Adi-
cionalmente ndo sdo aconselhaveis



transferéncias consecutivas numa jane-
la estreita de tempos de retengao, ja que
os diferentes componentes a separar
podem vir a co-eluir na segunda coluna.

Outro problema que se coloca na anali-
se de amostras complexas contendo ter-
pendides, é o facto de serem muitas as
formas isoméricas possiveis. E portanto
expectavel uma forte semelhanga de es-
pectros de massa e indices de retengao,
para compostos distintos, o que dificulta
seriamente o trabalho da identificagao.
A obtencao de espectros de elevada
qualidade exige que o operador assegu-
re que nenhuma co-eluicdo ocorra, e
mesmo assim, a analise dos espectros
obtidos deve ser prudente e rigorosa. A
disponibilizagdo comercial de bibliote-
cas de espectros cada vez mais comple-
tas e especificas, associadas a melhores
algoritmos de calculo, permitiram que a
GC-MS seja actualmente a técnica, mais
difundida na identificagdo de compos-
tos. No entanto, sdo muitos os compos-
tos néo descritos nas bibliotecas comer-
cialmente disponiveis, sendo por isso
aconselhavel cada laboratério construir
a sua propria biblioteca de acordo com
as condicdes do equipamento e tipo de
detector de massa que utiliza. A conju-
gacdo destes dados espectrais com indi-
ces de retencdo obtidos para colunas de
polaridade diferentes, constitui em 1D-
GC-MS um instrumento muito valioso na
identificagdo de compostos [13,14].

Os espectrometros de massa sdo geral-
mente classificados com base nos seus
analisadores de massa, sendo os instru-
mentos de GC-MS de mais comum utili-
zacao os quadropolos e os de armadilha
de ides (“ion-trap”) seguidos dos de
sector magnético. Recentemente tém
vindo a conquistar adeptos os GC-MS
com analisador de massa de “time-of-
flight” (GC-TOF-MS). Nas aplicagbes em
GC o processo pelo qual a informacéo
espectral é obtida, em relacdo ao eixo do
tempo, pode ser classificada em “pro-
cessos de varrimento” e “processos de
array”. Os instrumentos de sector ma-
gnético e de quadropolo, armadilha de
ides sdo instrumentos de varrimento que
produzem espectros de massa medindo
sequencialmente a intensidade de cada
m/z individual, na gama de massas se-
leccionada. Os analisadores de TOF, ba-

seados no facto de que apds acelaracédo
uniforme na fonte iénica, os ides vao
chegando ao detector numa razao inver-
samente proporcional a sua massa, sao
instrumentos com detectores multicanal
que medem a intensidade de todos os
m/z, na gama de massas seleccionada,
simultaneamente. A introducdo do TOF-
MS veio permitir a obtencédo de espec-
tros de massa, que independentemente
da regido do pico, se mantém de perfil
constante durante toda a sua eluigdo,
devido a eliminacdo dos efeitos de dis-
tor¢do dos espectros de massa coleccio-
nados em analisadores de massa de
varrimento, consequentes da elui¢éo di-
namica dos analitos. Devido a sua eleva-
da taxa de extracgao de ides que pode
gerar até 500 espectros por segundo e a
detecgdo simultdnea de todos os ibes,
que garante a auséncia de deformacdo
espectral ao longo do pico, o TOF-MS
permite, mesmo em perfis de co-elui-
¢ao, a utilizacdo com sucesso de algorit-
mos de desconvolugdo espectral e de
detecgdo de picos e assim introduzindo
uma verdadeira resolucao espectral
[15]. Estes algoritmos permitem resol-
ver, com precisdo, cada um dos com-
postos presentes na amostra em anali-
se, mas nado obstante, a variavel
operador € ainda mais importante do
que anteriormente, no sentido de provi-
denciar uma correcta utilizagdo desta
potente ferramenta. O TOF-MS permitin-
do uma maior velocidade de aquisicdo
de dados potenciou finalmente a utiliza-
gao de “fast” GC (GC em modo rapido)
como metodologia analitica para amos-
tras complexas em rotina, e abriu as
portas a utilizagao de um novo modo de
cromatografia multidimensional, chama-
da cromatografia compreensiva bidi-
mensional (GCxGC) [15]. Um processo
cromatografico é considerado “com-
preensivo” se respeitar as seguintes
condig0es: a transferéncia quantitativa e
qualitativa de toda a amostra a analisar
da primeira para a segunda coluna cro-
matografica e o principio da ortogonali-
dade, isto é, a independéncia total da
separagao entre os dois sistemas sepa-
rativos [16]. Em GCxGC duas colunas di-
ferentes estdo conectadas em série, me-
diante uma interface apropriada,
passando a amostra na sua totalidade
pelas duas colunas ao longo da analise.
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A interface entre as duas colunas é,
regra geral, um modulador térmico
[17,18]. O modulador em GCxGC reco-
Ihe a amostra que vai eluindo, apos se-
paragao, da primeira coluna, e liberta-a
rapida e sequencialmente, em pulsos
curtos, na direccao da segunda coluna a
um ritmo que permita a preservacao e o
fraccionamento (“heart-cut”) total da se-
paragdo original obtida na primeira di-
mensdo. A este conjunto de tarefas
chama-se modulagdo. Nesta operacdo
cada pico eluido da primeira coluna é
“partido” em diferentes segmentos (com
a conservacdo da massa do pico origi-
nal, mas com intensidades maiores que
este), que focados em bandas estreitas,
por ac¢do do modulador, séo injectados
na segunda coluna, onde irdo gerar um
segundo cromatograma. O conjunto dos
cromatogramas gerados na segunda co-
luna para cada segmento da amostra
modulado constitui o cromatograma de
GCxGC. O cromatograma de contornos
(“contour plot”) assim obtido, resulta da
reconstrugcdo através de software ade-
quado dos cromatogramas lineares pro-
jectados na 2.2 dimensédo em cada mo-
dulagao. Estes sdo alinhados num plano
bidimensional em que o eixo do X repre-
senta a separagao na primeira coluna, o
eixo do Y representa a separacéo na se-
gunda coluna e o eixo do Z a intensida-
de de cada pico. Visto de cima, este cro-
matograma reconstruido apresenta-se
ao observador na forma de contornos
[18,19,20].

Os mecanismos de separagdo em
ambas as colunas deverdo ser sempre
baseados em mecanismos de retengao
diferentes e independentes (ex. volatili-
dade vs. polaridade), ou seja ortogonais,
conduzindo a maximizacédo das capaci-
dades separativas individuais [16-20]. A
segunda coluna de separacdo em
GCxGC-TOFMS ¢, idealmente, de “fast”
GC, com reduzidas dimensdes de com-
primento, didmetro e espessura de
filme, pelo que o tempo adicional de
cromatografia em relacdo a cromatogra-
fia 1D n&o ultrapassara alguns segun-
dos. O resultado final é, ndo s6 um au-
mento da sensibilidade, dada a focagem
sucessiva a que os analitos estdo sub-
metidos, como também a um poderoso
sistema de resolucdo, permitindo sepa-
rar e identificar compostos de matrizes
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figura 1 Cromatogramas obtidos para a
amostra compoésita do dleo essencial de
agulhas de pinheiro. 1A: Cromatograma
obtido por GC-TOF-MS (condiges ver texto).
1B: Cromatograma de contornos resultante da
andlise por GC x GC (condicbes ver texto).

complexas sem prejuizo do tempo de
analise [18,20].

Neste trabalho as técnicas de 1D-GC-
TOFMS e de GCxGC-TOF-MS foram apli-
cadas no estudo da caracterizagao de
uma amostra composita de 6leos essen-
ciais provenientes da extraccao-destila-
¢ao simultdnea de agulhas de 11 espé-
cies de Pinus. Sdo apresentados alguns
dos resultados obtidos demonstrativos
do poder de separagéo, identificacdo e
resolucao espectral destas técnicas (GC-
TOFMS e GCxGC-TOFMS).

2. Materiais e Métodos

2.1 Padrdes. A excepcdo do dissulfure-
to de isopropilo, todos os padrdes dos
compostos identificados nas figuras,
foram adquiridos a Aldrich (Deisenho-
fen, Alemanha), Fluka (Neu-Ulm, Ale-
manha) e Kasei (Tokyo, Japéo).

2.2 Material em estudo. As agulhas
foram obtidas de 11 diferentes espécies
de pinheiros, P. pinea, P. pinaster, P.
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brutea, P. elliottii, P. halepensis, P. kens-
yia, P. radiata, P. patula, P. sylvestris, P.
nigra and P. taeda, plantados num ta-
Ihdo experimental no distrito de Abran-
tes (N39° 26'; W8° 04'), Portugal, em
1991. Apos a recolha as amostras foram
armazenadas e transportadas sob con-
dicoes de refrigeracao até ao laboratério,
em sacos de plastico hermeticamente
fechados. Todas as amostras foram ex-
traidas por SDE (destilacéo e extracgao
simultaneas) nas 48 horas seguintes.

2.3 Destilacao e extracgao simultaneas
(SDE). Cerca de 25 g de agulhas, nao
cortadas, de cada uma das espécies de
pinheiro, foram colocadas num baldo de
0.5 L com 350 mL de agua bidestilada
(Milli-Q RG™, Millipore, Molsheim, Fran-
ca), acoplou-se um aparelho de extrac-
cdo “Veith and Kiwus” para destilacdo
por arrastamento de vapor e extracgao
por solvente simultdneos. A extracgao
foi efectuada durante 2 horas com 10
mL de 2:1 v/v pentano / éter etilico (p.a.
E. Merck, Darmstadt, Alemanha). O re-

siduo foi seco sobre sulfato de magnésio
(E. Merk, Darmstadt, Alemanha) e con-
centrado até um volume final de 1 mL
sob uma suave corrente de azoto (Air Li-

quide, Lisbon, Portugal). Uma aliquota
de 1 pL de um composito das 11 varie-
dades de pinheiro foi utilizada para a
analise cromatogréfica.

2.4 GC-TOFMS. A cromatografia gas-li-
quido foi realizada utilizando um croma-
tégrafo Agilent 6890N (Agilent Technolo-
gies, Palo Alto, CA, EUA) acoplado a um
espectrometro de massa Leco Pegasus
[l TOFMS (Leco Corp., St. Joseph, MI,
EUA). A injeccdo de 1 mL foi realizada
com particéo de fluxo de 1:50 a 250 °C.
O géas de arrastamento foi hélio a 1,0
mL/min a fluxo constante. Os espectros
de massa foram obtidos por ionizacdo
por impacto electronico, com uma ener-
gia da fonte i6nica de 70 eV, com a fonte
a 220 °C e interface a 280 °C A veloci-
dade de aquisi¢ao de dados foi de 7 Hz.
Os equipamentos foram controlados
pelo software ChromaTOF (Leco Corp.,



St. Joseph, MI, EUA) que efectuou tam-
bém o processamento dos dados. A co-
luna foi uma DB-5MS de 15 m x 0,25
mm x 0,25 um (J&W Scientific, Folsom,
EUA), sendo a programacado do forno
inicial de 30 °C durante 2 minutos se-
guindo de uma rampa a 4 °C/min até
aos 250 °C onde se mantém durante 10
minutos.

2.5 GC x GC - TOFMS de monoterpe-
nos. A cromatografia gas-liquido com-
preensiva (GC x GC) foi realizada utili-
zando um sistema Leco Pegasus 4D GC
x GC — TOFMS (Leco Corp., St. Joseph,

MI, EUA) , constituido por um cromato-
grafo Agilent 6890N (Agilent Technolo-
gies, Palo Alto, CA, EUA), equipado com
um forno secundério e um modulador
dual-stage jet e acoplado a um espec-
trometro de massa Leco Pegassus |l
TOFMS. A injeccao de 1 mL foi realiza-
da com uma particao de fluxo de 1:100
a 250 °C. O gas de arrastamento foi hélio
a 1,0 mU/min a fluxo constante. Os es-
pectros de massa foram obtidos por io-
nizagdo por impacto electrénico, com
uma energia da fonte i6nica de 70 eV,
com a fonte a 220°C e a interface a
280 °C. A velocidade de aquisicdo de
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dados foi de 125 Hz. A temperatura de
modulagdo foi colocada a 20 °C, e o
ciclo de modulagéo foi de 3 s (com 0,6
s de pulso de aquecimento). Os equipa-
mentos foram controlados pelo software
ChromaTOF (Leco Corp., St. Joseph, M,
EUA) que efectuou também o processa-
mento dos dados. As colunas utilizadas
foram uma DB-5MS de 15 m x 0,25 mm
x 0,25 mm (J&W Scientific, Folsom,
EUA) para a 1.2 dimensdo e uma coluna
BPX-50de 1 mx 0,1 mmx 0,1 um (Agi-
lent, Michigan, EUA) para a 2.* dimen-
sdo. O programa de temperaturas foi o
seguinte: forno principal 35 °C durante 2
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figura 2 Detalhe de zona com co-eluigdo do
cromatograma da figura 1A, apés aplicagdo
dos algoritmos de desconvolugdo espectral e
detecgdo de picos. Indicam-se as identidades
afectadas a cada um dos componentes
detectados com os respectivos espectros de
massa.
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minutos seguido de uma rampa de
4 °C/min até 250°C, mantendo-se a
essa temperatura durante 2 min. O forno
secundario: temperatura inicial 40 °C, 2
min, seguido de uma rampa de 4 °C/min
até 255 °C onde se mantém 2 min.

Cromatografia quiral: Na 1.7 dimenséo foi
utilizada uma coluna de 23 m x 0,25 mm
i.d. revestida com 0,25 um de espessu-
ra de filme de 15% de heptaquis (2,3-di-
O-metil-6-0-terc-butildimetilsililo—B-ci-
clodextrina sobre SE 52 (DiMe)); na 2.2
dimensao foi utilizada uma coluna Su-
pelwax de 2,5 m x 0,1 mm x 0,1 um (Su-
pelco, Belfonte, EUA). O programa de
temperaturas foi o seguinte: forno princi-
pal 40 °C durante 1 minuto seguido de
uma rampa de 2 °C/min até 200 °C,
mantendo-se a essa temperatura duran-
te 2 min. O forno secundario: temperatu-
ra inicial 50 °C, 1 min, seguido de uma
rampa de 2 °C/min até 210 °C onde se
mantém 2 min. Os espectros de massa
foram obtidos por ionizagdo por impacto
electronico, com uma energia da fonte
i6nica de 70 eV, com a fonte a 220 °C e
a interface a 250 °C. A velocidade de
aquisicdo de dados foi de 100 Hz. A

temperatura de modulacéo foi colocada
a 30 °C, e o ciclo de modulacéo foi de 5
s (com 1,75 s de pulso de aquecimento).

3. Resultados e Discussao

A amostra sob caracterizacéo, foi uma
amostra composita obtida a partir de 11
extractos individuais de ¢leo essencial
de 11 espécies de pinheiro no sentido
de obter uma amostra representativa da
composicdo total das espécies de pi-
nheiro em estudo. Esta amostra foi su-
jeita a dois tipos de analise: Analise por
1D-GC-TOF-MS e GCxGC-TOF-MS. As fi-
guras 1A e 1B ilustram os cromatogra-
mas tipo obtidos para uma amostra de
Pinus (spp), depois da analise em 1D-
GC-TOF (cromatograma de corrente iéni-
ca total) e GCxGC (cromatograma de
contornos). Na figura 1B o eixo dos X re-
presenta os tempos de retencao da se-
paragdo na 1.* dimensdo, em minutos
(na pratica a separagao da figura 1A). O
eixo dos Y representa os tempos de re-
tengao da separagao, em segundos, na
segunda coluna (fast GC) ou 2.2 dimen-
sdo (ver materiais e métodos), obtida
para cada fraccdo modulada de 5 se-

gundos do cromatograma 1A. A separa-
¢ao exibida no cromatograma de contor-
nos reflecte a natureza das duas dimen-
sbes de separagao e é essencialmente
uma representacdo dos componentes
da amostra nas coordenadas volatilida-
de versus polaridade (DB-5 versus PBX-
50). Uma das caracteristicas importan-
tes do TOF-MS é mostrada na figura 2
que exibe o resultado da aplicagédo dos
algoritmos de desconvolucdo espectral e
de detecgdo de picos (“mass spectral
deconvolution” e “peak find”) em 1D-
GC-TOF-MS, numa zona de co-eluicdo
do cromatograma da figura 1A. Néo
obstante a simetria do pico selecciona-
do, os algoritmos sao capazes de reco-
nhecer variacbes minimas em espectros
sobrepostos, detectar a co-eluicdo de
quatro compostos e assim proceder a
sua separacado. A desconvolugéo espec-
tral, executada pelo algoritmo, permite
identificar 3 dos 4 compostos (como se
indica na figura 2). A figura 3 exibe a
mesma zona de co-elui¢do, da figura 2,
apos analise por GCxGC, confirmando-
se a presenca dos 3 compostos anterior-
mente observados, sendo que o quarto
composto ndo identificado, resulta na

. 1) diclorobenzeno

' 2) 1,4-cineol

. 3) a-terpineno

4) disulfureto de
isopropilo
CBHMSz

_ 5) o-cimeno

_| B) trimetilbenzeno
(pseudocumene)

figura 3. Detalhe da zona de co-eluicdo apds aplicacdo de GC x GC (condicdes
ver texto). Indicam-se as identidades afectadas a cada um dos componentes
detectados com os respectivos espectros de massa.




realidade da co-elui¢do de 3 compostos,
em concentragoes vestigiais, detectaveis
agora por GCxGC em virtude do aumen-
to da sensibilidade (apdés modulacéo),
do poder de separacgao analitico e da re-
solucdo espectral. Noutro exemplo, em
analise quiral, a figura 4 mostra o cro-
matograma de contornos obtido por
GCxGC na anélise quiral de monoterpe-
nos, estando os picos identificados na
legenda da figura. Os picos de 3 a 8
apresentam em 1D-GC, total ou parcial
co-elui¢do, sendo apenas possivel a sua
separagao nestas condi¢Bes cromato-
graficas por GCxGC.

Utilizando GCxGC-TOF-MS separou-se e
identificou-se uma grande variedade de
compostos, entre monoterpenos, ses-
quiterpenos, terpendides oxigenados, e
volateis inferiores — fundamentalmente
alcoois, aldeidos e ésteres de baixa
massa molecular ou “volateis verdes”
(“green volatiles”), muitos dos quais nao
seriam directamente visualizados e iden-
tificados por 1D-GC-TOF-MS sem o re-
curso dos algoritmos de desconvolugao.

Com a utilizacdo do GC-TOF-MS foi pos-
sivel uma resolugéo espectral tal, que
permitiu, em casos de co-eluicdo, a ob-
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figura 4 GC x GC com a primeira coluna quiral (condi¢bes ver texto). Pico 1:
a-terpineno, pico 2: (-)-carvomenteno; pico 3: (-)-carvomenteno; pico 4: 1,8-
cineol; pico 5: cimeno (isémero); pico 6: acetato de hexen-2-ilo; pico 7:
1,2,4-trimetilbenzeno; pico 8: (-)-limoneno; pico 9: (-)-B-felandreno; pico 10.
trans-ocimeno; pico 11: (+)-limoneno; pico 12: (+)-B-felandreno.

tencéo de espectros viaveis, passiveis
de identificagé@o e quantificacéo. A utili-
zacdo de GCxGC permitiu incrementar a
separagdo analitica dos componentes
da amostra em estudo. A sua hifenacdo
com TOF-MS reuniu as duas vantagens,
resolucdo espectral e maximizacéo se-
parativa, resultando uma poderosissima
ferramenta para a caracterizagdo de
6leos essenciais.

A aplicagdo destas técnicas a analise de
6leos essenciais permitira, néo so alcan-
car os objectivos tradicionais desta area
como a caracterizacdo, o controlo de
qualidade, e os estudos de taxonomia
quimica entre outros, mas também
avangar, na investigacdo das relacoes
entre niveis tréficos, designadamente
entre insectos fitéfagos e plantas hospe-
deiras. E possivel acoplar a um GC um
aparelho de electro-antenografia (que
regista a resposta sensorial dos insectos
aos estimulos dos compostos volateis
que vdo sendo separados), e descodifi-
car assim com exactidao quais os sinais
com efeito biolégico.

Os campos de aplicagao da GC-TOF-MS
e da GCxGC-TOF-MS sdo multiplos, nao
se esgotando nos 6leos essenciais, po-

dendo estender-se a analise de outros
tipos de amostras complexas, no ambito
ambiental, alimentar, forense, petroqui-
mico e biolégico.
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Actualidades Cientificas

O Processo GASLESS

Investigadores da Universidade de Not-
tingham, Inglaterra, desenvolveram um
novo processo continuo de hidrogenacéo
que ndo necessita de gases para que a
reaccdo ocorra (processo GASLESS). A
tecnologia proposta consiste na decom-
posicdo de 4acido formico liquido
(HCO,H), a 450°C, usando um catalisa-
dor de platina ou de paléadio num primei-
ro reactor, obtendo-se H, e CO, supercri-
tico. Os produtos da decomposi¢éo sao
misturados com o substrato a hidrogenar
e enviados a um segundo reactor, con-
tendo um catalisador metalico.

A mistura H,/CO, produzida no proces-
S0 GASLESS no primeiro reactor, permite
hidrogenar substratos como o ciclohexe-
no ou o 1-octeno no segundo reactor. A
decomposicdo do HCO,H produz H, e
CO, numa razdo 1:1. Alimentando for-
mato de etilo liquido (HCO,C,Hs) no pri-
meiro reactor, obtém-se CO, e etano. A
decomposicdo paralela de HCO,H e
HCO,C,Hs permite controlar a concen-
tracdo de H, na mistura supercritica
CO,/CyHs.

A decomposicdo de HCO,C,Hs na au-
séncia de HCO,H abre possibilidades
para a realizagao de outras reacgdes em
fluidos supercriticos. Os mentores do
processo (Professor Martin Poliakoff e o
pos-doc Jason Hyde), demonstraram,
por exemplo, que o equipamento pode
ser usado para alquilagoes Friedel-Craft
catalisadas em meio acido.

Este processo iréa certamente revolucio-
nar a industria da quimica fina, uma vez
que permite reduzir os riscos inerentes a
manipulacdao de recipientes contendo
gas a alta pressdo. Existem no entanto
alguns problemas por resolver. Por
exemplo, a decomposi¢cdo do HCO,H
conduz a geragao de pequenas quanti-
dades de mondxido de carbono e agua.
Se esta decomposicdo néo for controla-
da, a concentracéo de CO nos gases ge-
rados ira aumentar. Os investigadores
procuram agora estudar como é que a
presenga de CO na mistura H,/CO, pode
ser aproveitada em reacgbes de hidro-
formilagdo em meio supercritico (adap-
tado de Chemical & Engineering News
(2004) 82 (24), 12).

Helder Gomes

Novo Material para a Separacao de
Hidrogénio

O Professor Jerry Atwood e o Dr. Agos-
ton Jerga da Universidade de Missouri,
EUA, em colaboracdo com o Professor
Leonard Barbour da Universidade de
Stellenbosch, Africa do Sul, descobriram
que cristais nao porosos de um dimero
calixareno absorvem e retém selectiva-
mente CO, CO, e outros gases, rejeitan-
do H, (Atwood et al., Angew. Chem. Int.
Ed. (2004), 43, 2948). O fenémeno ob-
servado permite que os cristais organi-
cos possam ser usados para purificar hi-
drogénio em células de combustivel, a
semelhanca do carvao activado e dos
zeolitos.

Em trabalhos anteriores com calixare-
nos, os investigadores observaram que o
p-tert-butilcalix-4-areno forma uma fase
cristalina na qual moléculas em forma
de chavena dimerizam. Os lados abertos
das “chavenas” juntam-se através de in-
teracgBes de van der Waals, formando-
se uma cavidade. Descobriram que 0s
cristais podiam absorver liquidos como
o brometo de vinilo, confinando as mo-
|éculas nas cavidades.

Em novas experiéncias, os investigado-
res observaram que os cristais também
absorvem gases quando armazenados
em ar. Descobriram esta caracteristica
quando os cristais de calixareno foram
submersos em nitrobenzeno, libertando-
se ar. Estudos posteriores revelaram que
o0s cristais expostos a cerca de 1 atm de
CO, absorvem o gés até a sua pressdo
baixar a cerca de 0.05 atm. Os cristais
absorvem também CO, N, e O,, mas
ndo tao rapido ou tanta quantidade
como o observado para o CO,. Mas, o
fen6meno mais interessante que a equi-
pa observou foi que os cristais de calixa-
reno absorvem CO, de uma mistura
CO,/H,, rejeitando o H,.

O hidrogénio produzido a partir de dgua
e CO na reacgao de “water-gas shift” é
contaminado com CO e CO,, sendo a
separagdo do H, complicada e cara.
Embora ainda ndo se compreenda como
0s calixarenos ndo porosos absorvem
gases, 0 material € promissor para a pu-
rificacéo do H,.
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