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RESUMO

A BGW S.A. é uma empresa, situada em Alvaiazere, no centro de Portugal, pioneira na
Europa no total aproveitamento de materiais e energia, na produgado de carvao vegetal. Apro-
veita na integra todos os gases resultantes do processo de carbonizagdo, nomeadamente os
gases condensaveis para a producdo de subprodutos e dos gases ndo condensaveis como
energia, garantindo assim zero desperdicios. Esta a desenvolver uma unidade de producédo de
carvdo através da destilacdo de madeira de eucalipto, tornando todo o processo totalmente
inovador e Unico. De modo a contribuir para a maxima da organizacao, incluiu-se uma unidade
de extragdo de 6leo essencial de modo a valorizar a folhagem do eucalipto.

O oleo essencial de eucalipto tem varios beneficios e aplicagcdes e € produzido a partir
das folhas e pequenos ramos que nao sdo utilizados para a producao de carvdao. Com o obje-
tivo de perceber o processo ideal para extracao a nivel industrial, fez-se varios testes a partir
de uma técnica amiga do ambiente, destilacdo por arrastamento de vapor, que utiliza agua
para extrair os compostos volateis da planta.

Depois de extraido o OE, este é caracterizado por GC-MS, técnica hifenada que tem a
capacidade de qualificar e quantificar os compostos volateis presentes no OE. Com esta técnica
é possivel identificar compostos relevantes no OE de eucalipto, como o a - pineno, limoneno,
1,8-cineole, acetato de a- terpinilo, entre outros.

O método mais adequado foi utilizando folhas inteiras, apos 15 dias de colheita, obtendo
cerca de 70% de 1,8-cineole, composto maioritario de interesse, num ensaio com cerca de 1

hora e com caudal 1,74 mL/min.
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De acordo com varios estudos realizados, conclui-se que dentro desses parametros, o
melhor ensaio utilizara apenas folhas apos 5 dias da sua colheita, um caudal de vapor de agua

entre 5 e 8 mL/min e no maximo com 70 minutos.

Palavras-chave: Oleo essencial, Eucalipto, Caudal de vapor de agua, 1,8-cineole, GC-MS.



ABSTRACT

BGW S.A. is a company, located in Alvaidzere, in the center of Portugal, a pioneer in
Europe in the total use of materials and energy, in the production of charcoal. It makes full use
of all the gases resulting from the carbonization process, namely condensable gases to pro-
duce by-products and non-condensable gases as energy, thus guaranteeing zero waste. It is
developing a charcoal production unit through the distillation of eucalyptus wood, making the
entire process completely innovative and unique. In order to contribute to the organization’s
maxim, an essential oil extraction unit was included in order to value eucalyptus foliage.

Eucalyptus essential oil has several benefits and applications and is produced from leaves
and small branches that are not used for charcoal production. With the aim of understanding
the ideal process for extraction at an industrial level, several tests were carried out using an
environmentally friendly technique, steam distillation, which uses water to extract the volatile
compounds from the plant.

After extracting the EO, it is characterized by GC-MS, a hyphenated technique that could
qualify and quantify the volatile compounds present in the EO. With this technique it is possible
to identify relevant compounds in eucalyptus EO, such as o - pinene, limonene, 1,8-cineole, a
- terpinyl acetate, among others.

The most appropriate method was using whole leaves, after 15 days of harvesting, ob-
taining around 70% of 1,8-cineole, the main compound of interest, in a test lasting around 1
hour and with a flow rate of 1.74 mL/min.

According to several studies carried out, it is concluded that within these parameters, the
best test will only use leaves after 5 days of harvesting, a water vapor flow rate between 5 and

8 mL/min and a maximum of 70 minutes.
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INTRODUCAO

1.1 Contextualizagao

Esta dissertacdo foi realizada no ambito do mestrado de Quimica Bioorganica e desen-
volvida na empresa BGW S.A., empresa esta que me acolheu simultaneamente para estagio
profissional. O trabalho aqui apresentado incide num dos processos que estava a data a ser
implementado a nivel industrial na empresa, mas que ainda carecia de diversas informagoes, a
serem ditadas por ensaios em pequena escala.

A BGW S.A. (Figura 1.1.1), € uma empresa portuguesa fundada em 2005 cuja atividade
econdmica incidia na exportacao de bens e servicos, sobretudo produtos alimentares, de higi-
ene e limpeza. Contudo, na Ultima década, os responsaveis da empresa identificaram uma
oportunidade de mercado com elevado potencial, assente na construcao de bio refinarias
avancgadas na proximidade da matéria-prima. A transi¢ao na estratégia empresarial passou por
uma forte aposta em atividades de investigacdo e desenvolvimento (I&D), as quais culminaram
recentemente na edificacdo de uma unidade de demonstracdo a escala industrial de valoriza-
¢ao da biomassa florestal, por pirdlise lenta. Esta unidade apresenta um conceito inovador, de
integracao de correntes de energia e de matéria, a qual permite quer a validagdo conceptual

da tecnologia desenvolvida internamente, quer a continuidade de atividades de I&D.



Figura 1.1.1 - Fabrica da BGW S.A. situada em Alvaiazere. (Adaptado de Bio Green Woods VIl | Goparity, n.d.)

Tal como referido acima, o processo central da empresa é a pirélise lenta de biomassa
florestal, do qual resulta o carvao vegetal, que apresenta aplicagdes imediatas, como por exem-
plo carvao para churrasco. Por norma, este é o produto principal de qualquer unidade de pi-
rélise. Contudo, na BGW, a maximizacdo do valor de todos os produtos e subprodutos é uma
das maximas da empresa. Assim, durante o desenvolvimento da sua tecnologia de pirélise a
empresa apostou também fortemente na valorizacdo de todos os subprodutos do processo. A
titulo de exemplo, os subprodutos da pirdlise dividem-se entre os gases nao condensaveis e
condensaveis (vinagre de madeira e alcatrao vegetal). No caso dos primeiros, estes sdo rea-
proveitados para produzir energia para alimentar o processo, e no caso dos segundos, estes
sdo condensados e fracionados para posterior valorizagdo dos compostos organicos de inte-
resse. Ainda assim, a integracao de correntes na BGW nao termina aqui, estendendo-se a mon-
tante e jusante do processo.

A atividade central foca-se no processamento de biomassa florestal, mais concreta-
mente, no eucalipto. De referir que a unidade industrial da BGW se encontra numa zona de

plantagdes de eucalipto, isto é, encontra-se o mais proxima possivel da matéria-prima a



processar. Assim, tendo a empresa como missdo a politica dos “Zero desperdicios” e sendo o
seu objetivo principal o aproveitamento de toda a matéria-prima usada no processo industrial,
esta integrou, no seu processo central, um processo paralelo o qual tem como objetivo a va-
lorizacdo das folhagens do eucalipto. Assim, na pirdlise sao utilizadas as fracdes de madeira,
restando as folhagens, as quais serdo utilizadas primeiramente para a producdo de 6leo es-
sencial de eucalipto e seguidamente serdo reaproveitadas para producao de energia para con-
sumo interno nos restantes processos. Este é um exemplo perfeito da maximizacdo de um
recurso e da sua valorizacdo em cascata (Figura 1.1.2) (Moore et al, 2017; Potschin-Young et

al, 2018; Ruggerio, 2021).
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Figura 1.1.2 - Valorizagcdo em cascata na BGW S.A. a partir do Eucalyptus globulus. (Cortesia de BGW S.A))

E entdo na valorizacdo das folhagens que incide este trabalho, nomeadamente na pro-
ducéo de o6leo essencial de eucalipto. A producdo de 6leo essencial de eucalipto ndo € um
processo novo, contudo a sua producao integrada numa unidade de pirdlise tem sim caracter
unico, sendo que de acordo com o nosso conhecimento a data, ndo se conhece nenhuma
empresa de pirdlise de biomassa que produza simultaneamente qualquer éleo essencial. Os
desafios residem sobretudo na variabilidade da matéria-prima, uma vez que neste caso, a pro-

ducdo ocorrera durante todo o ano e ndo em épocas especificas como ocorre em unidades



unicamente dedicadas a este processo. Também o estado da matéria-prima constituiu um de-
safio porque, mais uma vez, a BGW pretende maximizar toda a matéria-prima que recebe,
diminuindo o impacto no processo de sele¢do. Assim a data, a empresa ja tinha efetuado um
levantamento do estado da arte e efetuado validagdes em pequena escala que lhe permitiu
validar o processo de extracao a implementar, sendo que a extracao por arrastamento de vapor
de agua parece constituir a tecnologia com maior alcance, facil aumento de escala e com me-
nores custos, garantindo as propriedades dos principais compostos do éleo de eucalipto. Con-
tudo, existiam ainda algumas duvidas sobre o impacto de diversas varidveis, as quais foram

entdo estudadas ao longo desta dissertacao.

1.2 Valorizagao da folha de eucalipto

Todo este trabalho ira incidir sobre o 6leo essencial de eucalipto, subproduto da fabrica
proveniente da espécie Eucalyptus globulus, que pode ser cultivado numa variedade de con-
dicbes climaticas e modificagdes ambientais, sendo preferencialmente encontrada em paises
com o clima mais quente (Hayat et a/, 2015). Em Portugal, esta é a espécie proeminente, que
pertence ao reino Plantae, considerada invasora pelo seu rapido e descontrolado crescimento

(Manuel & Fabiao, 2014).

Figura 1.2.1 - Mata de Eucaliptos, em Alvaiazere. (Cortesia de Raul Fonseca)



A Floresta Nacional tem uma grande importancia para o nosso pais, refletindo-se eco-
ndémica, ambiental e socialmente, com a criacao de varias industrias. Essas industrias, tal como
a BGW, contribuem para a criagdo de valor e, também, contribuem para o controlo do euca-
lipto. Esta arvore origina varios produtos, como é o caso do 6leo essencial bastante utilizado
em diferentes areas, dai ser muito procurado (Tongnuanchan & Benjakul, 2014). Existem varios
estudos sobre a sua eficacia antimicrobiana, anti-inflamatéria, etc, mas sdo poucos os estudos

que caracterizam e quantificam os compostos volateis presentes no 6leo.

1.3 Técnicas de extracao de OE

Em varias espécies de plantas que contém compostos volateis é possivel extrair o seu
OE, separando-o do material vegetal, através de diferentes métodos. A histéria dos OE remonta
civilizagdes egipcias e chinesas, onde conheciam as suas propriedades utilizando-os na medi-
cina e na cosmética (Kubeczka, 2020). Sdo entdo definidos como produtos ou misturas de
substancias perfumadas, devido aos compostos quimicos presentes. Os OE variam consoante
a planta, mas também consoante fatores externos, como o clima e origem geografica (Rios,
2016). Existem varios métodos de extracdo do OE como a hidrodestilacdo, hidrodestilacdo as-
sistida por micro-ondas sem solvente, hidrodestilacao assistida por micro-ondas, extragdo com
solvente, prensagem a frio, enfleurage, extragdo com CO; supercritico, destilagdo por arrasta-
mento de vapor, entre outras (Cassel et a/, 2009; Kant & Kumar, 2022). Por exemplo, o OE de
café é extraido através da técnica de prensagem a frio enquanto o OE de alecrim pode ser
realizado por hidrodestilagdo ou por destilacdo por arrastamento de vapor. Assim, depen-
dendo, da matéria vegetal em causa e dependendo da aplicacdo do 6leo a obter, o método
de extragao a utilizar deve ser ponderado.

A hidrodestilacao consiste num processo de destilacdo com agua, onde se aquece a ma-
téria vegetal que esta completamente mergulhada na agua, onde é levada a fervura e, assim,
sdo arrastados os compostos volateis incluindo o 6leo que, quando condensa, forma uma mis-
tura heterogénea com a agua (devido a diferenca de densidade e polaridade agua/éleo) (Kate-

kar et al, 2022).



No caso da hidrodestilagdo assistida por micro-ondas, tal como o nome indica, acres-
centa-se ao processo ondas eletromagnéticas de alta frequéncia, as quais promovem o aque-
cimento rapido e, consequentemente, economiza energia na obtencdo de OE. J4 a hidrodesti-
lacdo assistida por micro-ondas sem solvente projeta a agua /n situ das células vegetais como
solvente, onde a evaporacdo dessa agua ira danificar as paredes celulares e as glandulas seba-
ceas, permitindo uma alta eficacia na extracao do OE (Peng et a/, 2022). Relativamente a ex-
tracdo com solventes, é largamente utilizado o hexano, pelos seus variados atributos, como a
facil recuperacado, natureza polar e baixo calor latente de vaporizacdo. Contudo, este apresenta
também desvantagens como a polui¢do do ar, toxicidade e nocividade. Para ultrapassar estas
desvantagens, ja existem alguns estudos, que apresentam solucdes recorrendo a solventes
verdes, como terpenos e liquidos idnicos, sendo que esta técnica é mais adequada para mate-
riais vegetais com baixa quantidade de 6leo (matérias resinosas ou aromaticas) e sensiveis ao
calor (S. P.J. Kumar et al, 2017). Todos estes processos de extracao apresentam desvantagens
comuns como o baixo rendimento, perdas de compostos volateis ao longo do processo, lon-
gos tempos de extracdo, residuos de solventes toxicos e degradagdo de compostos insatura-
dos, pelo que podem nao ser os mais adequados em contexto industrial e, no caso da extracao
por solventes, esta ndao é sustentavel (Khajeh et a/, 2004).

Para além das diferentes vertentes da hidrodestilacao, existem outras técnicas utilizadas
para diferentes tipos de matérias vegetais, assim como a prensagem a frio, enfleurage e a
extracdo com fluidos supercriticos.

A prensagem a frio € uma técnica utilizada em espécies citricas onde as cascas das frutas
sdo esmagadas e pressionadas entre dois cilindros rotativos que produz a mistura de agua
com oleo, isto porque as glandulas sebaceas, que estao localizadas na casca, sdo quebradas
(Ghasemy-Piranloo et a/, 2022).

A técnica de enfleurageja nao é utilizada nos dias atuais pois consistia em espalhar gor-
dura animal sobre placas de vidro e sobrepor o material vegetal. Depois, a matéria vegetal era

pressionada durante dias ou semanas, podendo ser realizado a frio ou quente. Esta técnica foi



descontinuada pela morosidade e baixos rendimentos, mas principalmente pela utilizacao de
gordura de origem animal (Ghasemy-Piranloo et a/, 2022).

A extracdo com fluidos supercriticos tornou-se um método inovador utilizado para ex-
trair e isolar o 6leo essencial de plantas aromaticas por fornecer uma extracao rapida e eficaz,
com temperaturas moderadas, ndao necessitando de etapas de limpeza e evitando o uso de
solventes nocivos. Normalmente recorre-se ao didxido de carbono (CO;) por ndo ser explosivo
nem toxico e por ser facilmente eliminado dos produtos extraidos, pois € usado no seu estado
supercritico (a uma pressao de 72,9 atm e temperatura de 31,2 °C modela a densidade). Neste
processo, faz-se entdo passar o CO; liquido pelo material vegetal, arrastando o OE (della Porta
et al, 1998; Yousefi et al, 2019).

Existem alguns estudos que comparam as técnicas de hidrodestilagdo com a extracéo
com CO; supercritico. De forma qualitativa, a hidrodestilagdo é mais eficaz na extracdo de mo-
noterpenos enquanto a extracdo com CO; supercritico é mais eficaz a extrair os sesquiterpe-
nos. Portanto, de acordo com os objetivos pretendidos é possivel selecionar a técnica mais
adequada (Herzi et al, 2013; Rahimi-Nasrabadi et a/, 2012; Zhao & Zhang, 2014)

Por fim, a destilagdo a vapor é uma técnica parecida com a hidrodestilagdo, mas, em vez
de ferver a planta juntamente com agua, ferve-se a agua num recipiente separado conduzindo
0 vapor para o recipiente da planta, onde aplica a lei de Dalton (a pressao total numa mistura
é igual a soma das pressdes parciais dos gases componentes). Ou seja, a agua é transformada
em vapor através de uma fonte de calor, que posteriormente passa no recipiente do material
vegetal rico em OE. Desta forma, apenas os compostos volateis séo arrastados e, depois con-
densados (Elguea-Culebras et a/, 2022).

Pela diferenca de densidades entre o 6leo e a agua formam-se duas fases (fase organica
e fase aquosa) (Mejri et a/, 2018). O OE contéem entdo uma fragdo volatil (entre 90 e 95% do
OE) e outra ndo volatil (entre 1 e 10% do OE). A fracao volatil é constituida por monoterpenos
e sesquiterpenos, tal como derivados oxigenados (aldeidos alifaticos, alcoois e ésteres). A outra
fracdo de 6leo contém hidrocarbonetos, acidos gordos, esterdis, carotenoides, ceras e fla-
vonoides (K. S. Kumar, 2010). Comparativamente a hidrodestilagdo, a destilagdo a vapor é pre-
ferencialmente escolhida para folhas e materiais mais duros como raizes, ramos e sementes

(Boutekedjiret et al, 2003; Lainez-Cerdn et al, 2021).



Ainda de maneira a criar alternativas ao sistema convencional da destilacdao por arrasta-
mento de vapor, Afzal et al. desenvolveram um sistema hibrido de destilagdo que agrega a
energia solar ao processo, obtendo rendimentos de OE semelhantes aos obtidos pela destila-
cao convencional (Afzal et a/, 2017). Ja anteriormente, Munir et a/. utilizaram a energia solar
no processo de extracao de OE por destilagdao a vapor em diferentes materiais vegetais, avali-
ando parametros como o rendimento, produtividade, eficiéncia e consumo de energia, onde

obtiveram valores semelhantes ao esperado (Munir et a/, 2014).

1.4 Oleos essenciais no geral e de eucalipto

Inicialmente, os OE no geral tinham principal aplicacdo na industria da perfumaria. Con-
tudo, atualmente, devido ao seu conhecido potencial como agentes terapéuticos, os OE sdo ja
largamente utilizados em varios ramos da medicina, como a farmacologia, mas também nou-
tros produtos, tais como inseticidas (Can Baser & Buchbauer, 2015; Gonzalez-Guifiez et al,
2016; Pateiro et al, 2018). A atividade farmacolégica do OE de eucalipto esta, atualmente,
muito bem estudada, incluindo a atividade anti-inflamatdria, antioxidante, microbiana, entre
outras. A titulo de exemplo, a atividade anti-microbiana do OE, de algumas espécies de euca-
lipto, foi estudada por varios autores contra bactérias como E. coli e S. aureus, onde se obtive-

ram bons resultados no tratamento das mesmas (Chen et a/, 2022; Dhakad et a/, 2018).



Propriedades anti-
microbianas, anti-
inflamatdrias, fungicidas e
anti-virais

Totalmente naturais,
encontrados em diferentes
partes da planta

Podem entrar na corrente
sanguinea em apenas 30
segundos

Atravessam a barreira
hematoencefalica

Figura 1.4.1 - Curiosidade sobre os Oleos Essenciais.

A arvore de eucalipto compreende cerca de 900 espécies diferentes, sendo que, em mais
de 300 espécies, as folhas contém OE volatil. Dentro destas, 20 espécies de eucalipto tém um
elevado teor de 1,8-cineole, que confere ao OE propriedades antimicrobianas, antisséticas, an-
tioxidantes, entre outras, fazendo deste o principal composto ativo do OE (Dhakad et a/, 2018;
Garcia et al, 2017).

A espécie de arvore do género Eucalyptus mais comum em Portugal € o £ucalyptus glo-
bulus, que tem um cheiro fresco e um sabor picante, constituida maioritariamente por celulose
vegetal. Esta arvore esta inserida na lista de 20 espécies de eucalipto com mais teor de 1,8-
cineole, que é dos principais compostos no OE de eucalipto. Este, por sua vez, tem origem nas
folhas, sendo incolor com sabor e odor distintos (Alfian et a/, 2019). O OE de eucalipto apre-
senta uma volatilidade tipica e é altamente inflaméavel devido a mistura de compostos organi-
cos volateis que inclui hidrocarbonetos, alcoois, aldeidos, cetonas, acidos, éteres e ésteres. O
produto ainda contém calcio, nitrogénio, fosforo, ferro, manganés, zinco, boro e cobre (Nasr

et al, 2019; Pombal et a/, 2014).



Figura 1.4.2 - Espécie Eucalyptus globulus e o seu 6leo essencial. (Cortesia de Raul Fonseca)

O OE pode ser obtido a partir das folhas, ramos, flores e frutos maduros, mas alguns
autores afirmam que o composto principal (1,8-cineole) existe em maior quantidade nas folhas
(Hayat et al/, 2015; Silvestre et al, 1997). A composicdo dos OE varia consoante a sua espécie
(Maciel et al, 2010), sendo que, no Eucalyptus globulus, os compostos mais comuns e abun-
dantes no OE sao: a - pineno, limoneno, 1,8-cineole, aromadendreno e acetato de a - terpinilo.
Outros também muito comuns, mas em menor concentragdo sdo: p - cimeno, pinocarvone,
alloaromadendreno, trans-pinocarveol e globulol (Rodrigues et al, 2021; Surbhi et al, 2021).

Normalmente, o corte dos ramos e folhas para produzir o OE é feito aquando do corte
das arvores. As condi¢cbes ambientais 6timas para o corte dos ramos sao baixas temperaturas
com alta percentagem de humidade relativa, de modo a ndo perder muita agua (Fabrowski et
al, 2002). As baixas temperaturas reduzem todos os processos fisiolégicos, como a respiragao
e a producao de etileno (Pacifici et a/, 2007). Estes parametros, assim como a morfologia das
folhas difere de espécie para espécie, onde a espécie Eucalyptus globulus apresenta uma fo-
lhagem com forma caracteristica, entre 8 e 15 cm de comprimento (Adnan & Mohd Adnan,

2019; Silvestre et al, 1997).



Figura 1.4.3 - Folhas de Eucalyptus globulos em destaque.

Existem algumas variaveis que influenciam a quantidade e qualidade do 6leo, como
a preparacao do material vegetal, ou seja, se sdo apenas folhas ou também incluem ramos, o
corte das folhas, o caudal de vapor, o teor de humidade do material vegetal, etc. Todas estas
variaveis também irdo influenciar o rendimento em OE (Guerrero et al, 2022). Em alguns estu-
dos anteriores foi observada a diferenca da quantidade dos componentes em relagdo a folhas,
casca e ramos, mas nao ha indicios de nenhum estudo que compare os compostos predomi-
nantes do OE de eucalipto com as diferentes partes da planta (Doutora Paula Pinto José Miguel
Loureiro, 2013; Forrester et a/, 2004; Jones et al, n.d.). Ainda ndo ha informacao sobre o corte
das folhas e nenhuma comparagao entre folhas inteiras ou cortadas, assim como alguns dos
outros parametros sobre o OE especifico de eucalipto ndo € explicito na literatura.

Na extracao do OE esta acoplado o hidrolato, com propriedades semelhantes ao
OE, mas de uma forma bastante diluida composto maioritariamente por agua derivado da
condensa¢ao com uma pequena por¢ao dos componentes maioritarios do OE (Pérez-lzquierdo

et al, 2022).
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1.5 Cromatografia gasosa acoplada a espetrometria de massa

A cromatografia € uma técnica analitica que permite a separagao, identificagdo e purifi-
cagao dos componentes de uma mistura para analise qualitativa e quantitativa (Coskun, 2016;
Hibbert, 2012), podendo ser liquida ou gasosa (Coskun, 2016).

Particularmente, a cromatografia gasosa (GC) é uma das técnicas analiticas mais impor-
tantes da quimica moderna que veio ajudar a analise composicional, mas também se alargou
para outras areas, tal como a quimica e a bioquimica (Bartle & Myers, 2002). O equipamento
do GC é constituido pelo gas de arrastamento inerte, que estd contido numa garrafa, sequen-
cialmente ligada ao regulador de fase e a valvula de controlo do fluxo conectada a coluna
dentro do equipamento. No caso de um GC simples, depois da coluna existe um detetor, mas
como sera referido mais a frente, o GC acoplado a espetrometria de massa (MS) injeta a amos-
tra da coluna para um novo componente (Hibbert, 2012; Scott & Perry, 1998).

A coluna do GC é a peca fundamental para que o equipamento desempenhe a sua fun-
cao (Rahman et al, 2015), tendo sofrido alteracdes e melhorias ao longo dos anos. O emprego
de gas como faze mével permitiu obter algumas qualidades, tais como melhor resisténcia me-
canica e térmica, inerte, capacidade de separacao e sensibilidade analitica (Mametov et a/,
2019).

No GC, a amostra é vaporizada e injetada na coluna, onde é arrastada pelo fluxo de um
gas inerte empregado como fase movel e os seus componentes sdo separados de acordo com
as suas diferengas nas propriedades quimicas e fisicas e também nas interagdes com a fase
estacionaria (Rahman et a/, 2015). Quanto maior a interacao entre os analitos e a fase estaci-
onaria, maior sera seu tempo de retencdo na coluna, dando origem a ordem de elui¢do dos
analitos. (Abraham et a/, 1999; Li et a/, 2002; Rotzsche, 1991).

As colunas podem ser capilares ou empacotadas, sendo que existem diferentes tipos de
colunas capilares, cada uma com fungdes e especificacdes diferentes: quiral, extremamente
polares, altamente polares, polares intermediarias, ndo polares e PLOT. Um dos tipos de coluna
utilizado para analisar os OE e o hidrolato ¢ a capilar ndo polar, pois apresenta uma excelente

relacdo sinal-ruido para aplicacdes analiticas, proporcionando melhor sensibilidade e



integridade espetral em massa (Rahman et a/, 2015). Por exemplo, a TG-WAX MS é uma coluna
polar enquanto a TG-5 MS é uma coluna nao polar (Rogers et al, 2004).

E a coluna que faz a conexdo do GC para a MS, pelo que estas técnicas acopladas per-
mitem a determinacao da estrutura do analito e a identificacao inicial das substancias encon-
tradas numa amostra que nunca tenha sido testada. (Majchrzak et a/, 2018). Esta jungdo de
técnicas permite analisar compostos volateis e semi volateis alcancando a separagdo dos com-
postos presentes numa amostra com base no principio da retencao seletiva (Carmona & Pico,
2018), que consiste no diferente comportamento dos componentes de uma mistura sobre um
suporte especificos e uma fase gasosa que flui através do suporte (Coskun, 2016).

A primeira contribuicdo da MS para a ciéncia foi demonstrar a existéncia de is6topos
(Griffiths, 2008), sendo que atualmente é capaz de identificar e quantificar compostos através
da sua relagdo massa/carga, como também elucidar propriedades quimicas e estruturais de
uma molécula.

Os espetrometros de massa sdo constituidos por trés componentes principais: fonte de
ides (produz ides gasosos a partir da substancia que esta a ser analisada), analisador de massas
(agrupa os ides consoante as suas caracteristicas de acordo com a sua relagdo massa/carga) e
detetor (deteta e regista a abundancia relativa de cada espécie iénica envolvida), onde a amos-
tra é injetada da coluna diretamente para a fonte de ides (McPherson et al, 2021). Embora a
fonte de ides seja importante para ocorrer a ionizacao do analito e ser possivel uma posterior
contagem no detetor, o analisador de massa, devido a sua funcao de determinar a relacdo
massa/carga dos ides, torna-o imprescindivel no equipamento. Alguns dos analisadores sao:
quadrupolo, FT-ICR e Orbitrap. (Haag, 2016).

O analisador de massa quadrupolo oferece vantagens como a flexibilidade, simplicidade,
facilidade de interligagcdo ao GC e velocidade de digitalizacao entre picos para monitorizacao
de ides multiplos. O analisador quadrupolo consiste em quatro hastes paralelas eletricamente
conectadas em pares diagonalmente opostos e assim é alcancada a separagao da massa. Os
quadrupolos oferecem uma varredura muito rapida limitada apenas pelo impedimento
aquando da mudanca de potenciais elétricos e, portanto, sdo adequados para integrar técnicas

acopladas como o GC-MS (Welham, 2005).
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Figura 1.5.1 - Esquema de funcionamento do GC-MS (Adaptado de Wu et a/, 2012)

O GC-MS tem diversas aplicagdes (Hilbschmann, 2008; Huebschmann, 2015), desde sim-
ples até acoplada com outras técnicas de analise ou extracao, tendo sido, neste trabalho, uti-
lizado para caracterizar as amostras de OE e hidrolato produzidos no laboratério extraidos da

espécie de Eucalyptus globulus.

Figura 1.5.2 - GC-MS utilizado na realizacdo deste trabalho



PROBLEMAS E OBJETIVOS

2.1 Problema

A histéria dos OE remonta os primoérdios das civilizagdes chinesas e egipcias que conhe-
ciam muito bem as plantas aromaticas e as propriedades dos seus OE, sendo considerada uma
das formas mais antigas de medicina e cosmética (Kubeczka, 2020).

De acordo com o IFN (Inventario da Floresta Nacional), a maior parte da area florestal,
cerca de 26% equivalente a 845 mil hectares, é ocupada por eucaliptos (Floresta Portuguesa -
PEFC Portugal, 2022). O eucalipto é considerado uma arvore invasora, pelo que é utilizada em
varias industrias, como é o caso da BGW que utiliza o eucalipto para produzir carvao e éleo
essencial.

Atualmente, os OE tém vindo a crescer devido aos seus variados beneficios e diferentes
aplicagbes, como também a procura de produtos mais naturais. Associado a um estilo de vida
mais saudavel, a sociedade tem vindo a implementar alguns conceitos, como a sustentabili-
dade, que tem varias definicdes, mas todas remetem para a capacidade de interacdo com o
mundo, preservando o meio ambiente de modo a ndo comprometer os recursos naturais (Mo-
ore et al, 2017). A BGW, que tem esta preocupacao, esta a criar formas de utilizar toda a ma-
téria vegetal transformando-a noutros produtos de interesse, tal como é o caso do OE. O OE
deriva das folhas e pequenos ramos do eucalipto, que até entdo seriam esquecidos na natu-
reza, que seguem num processo de destilacdo a vapor. Esta técnica € limpa e sustentavel pois
apenas utiliza H.O e uma fonte de calor, o que torna o processo simples e ideal, visto que

outras indUstrias a grande escala recorrem a outros métodos menos sustentaveis, prejudicando
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o meio ambiente. O composto 1,8-cineole confere bastantes propriedades, o que faz com que
a procura do OE de eucalipto seja mais seletiva, de modo a encontrarem OE quimiotipados
com elevada percentagem deste composto e, ainda, elevando o seu valor comercial.

O problema a ser ultrapassado é chegar a um OE com elevada concentragdo de 1,8-
cineole através desta técnica, a destilagdo por arrastamento de vapor, em contexto industrial,

destacando-se pela qualidade e sustentabilidade.

2.2 Obijetivo geral

O principal objetivo é a producdo em pequena escala de OE tendo o 1,8-cineole como
composto maioritario e a sua caracterizacdo por GC-MS de modo a compreender o processo

ideal para a produgao a escala industrial.



2.3 Objetivos especificos

Conhecer e compreender:

« A importancia econdmica e farmacolégica dos OE.

« Protocolos experimentais de técnicas basicas de laboratério (CQO, Titulagdo Karl Fis-
cher, GC-MS).

 Produgbes em pequena escala de processo de destilacao a vapor.

* Principais fungdes dos compostos presentes no OE.

« Diferentes técnicas de extracao de OE.

« Caracterizacao de amostras qualitativa e quantitativamente.

Dar valor:
« A fundamentos sobre os diversos métodos na execugéo de procedimentos.
» Aos cuidados de manuseamento e seguranga dos reagentes, equipamentos e materiais
utilizados.

« As regras de seguranca relativos aos reagentes e ao manuseamento dos equipamentos.

Aplicar:
* Técnicas de extracdo de OE e métodos para a sua caracterizacao.
« Conhecimentos previamente adquiridos sobre manuseamento do material, das regras
de seguranga, realizacdo dos protocolos experimentais e tratamento/analise de dados e

discussao de resultados.
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METODOLOGIA

Esta dissertacao foi realizada no laboratério da BGW S.A,, situado em Alvaiazere, sendo
financiado por verbas proprias da empresa. A realizacao deste trabalho teve duragdo de 6 me-
ses e utilizou-se folhas da espécie de Eucalyptus globulus, colhidas em dezembro e janeiro. Os
ensaios previstos eram de folhas inteiras, folhas trituradas, folhas e ramos triturados, ao longo

do tempo e com variagdes das condi¢bes de ensaio.

3.1 Materiais

Os ensaios de extracao de 6leo essencial de eucalipto foram realizados utilizando mate-
rial vegetal proveniente de Alvaiazere, da espécie Eucalyptus globulus, tendo o corte sido feito
com menos de 48 horas de antecedéncia.

Relativamente a todos os materiais quimicos e equipamentos utilizados neste trabalho,

estes encontram-se enumerados na Tabela 3.1-1 e 3.1-2, consecutivamente.
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Tabela 3.1-1 - Lista de reagentes utilizados com respetiva pureza e marca (N/D - Nao disponivel; N.A - Ndo aplicavel)

Composto
Isopropanol
Butanol
Eucaliptol
a-Pineno
dl-Limoneno
Acetato de a-terpinilo
H>O

Pureza
99,9%
99,8%
99,0%
98%
N/D
<15%
N.A

Marca
Carlo Erba
Carlo Erba

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Carlo Erba

Tabela 3.1-2 - Lista de equipamentos utilizados, e respetivas fun¢des.

Equipamentos

GC-MS

Karl-Fischer

Estufa

Mantas de aqueci-

mento

Modelo e Marca

Modelo ISQ (MS)
7000 (MS)
Trace 1300 (GQ),

Thermo Scientific

Modelo 870 KF Ti-

trino Plus, Metrohm

Modelo SLW 53 sim-
ple, Pol-EKO

Modelo Heating
mantle Series 658, nahita
blue

Modelo Fibroman

HT-W, P selecta

Funcao

Caracterizacao das

amostras de OE quantitati-

vamente e qualitativa-
mente, assim como do hi-
drolato
Permite, de forma
rapida, aferir o teor de
agua presente nas amos-
tras por oxidacao-reducao
Auxilia na determi-
nacao da percentagem de
agua presente nas folhas
Fonte de calor esco-
lhida para fazer evaporar a
agua do sistema de extra-
cdo de OE



Placa de aqueci-

mento

Balanca

Triturador

Bloco de aqueci-

mento

Fotometro

Medidor de pH

Banho termostati-

zado com circulagdo

Modelo Arex digital
pro, Velp Scientifica

Modelo ALJ310-4A,
Kern
Modelo GC-KS2540,
Einhell
Modelo Nanocolor
Vario-Mini, Macherey-Na-
gel

Modelo PF-12 Plus,
Macherey-Nagel

Modelo edge, Hanna

Modelo Digiterm
TFT, P selecta

3.2 Preparacao do Material Vegetal

Apos a recolha do material vegetal, este foi acondicionado em ambiente controlado de
forma a tornar-se possivel o estudo de diversas variaveis que podem afetar o processo, sobre-
tudo o efeito do tempo no material vegetal. Previamente a cada ensaio, as folhas foram sepa-
radas dos ramos, tendo estas sido usadas inteiras ou trituradas. Foi também estudado o efeito
da presenca dos ramos, tendo-se para tal feito variar a proporcdo de folhas/ramos nos ensaios

de extragdo (Figura 3.2.1). Nos ensaios de folhas/ramos, o material vegetal foi utilizado na

forma triturada.
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Figura 3.2.1 - llustracdo das diferentes amostras de material vegetal a serem estudadas (folhas e ramos).

3.3 Destilagdo a Vapor a Escala Laboratorial

A montagem de equipamentos de laboratério utilizados nos ensaios de destilacdo a va-
por, realizados no laboratério do departamento de I&D da BGW, encontra-se representada na
Figura 3.3.1. A montagem é constituida por 2 ou 3 baldes de 3 tubuladuras unidos entre si,
sendo que um deles se encontra imediatamente abaixo do vaso onde se da a extracdo. Os
baldes sdo carregados com agua destilada previamente a cada ensaio, sendo fornecida energia
utilizando-se mantas de aquecimento. O processo de aquecimento é controlado por meio da
utilizagdo de termopares integrados nas mesmas mantas de aquecimento. O vaso de extracao
(~ 4850 cm®) tem a forma cilindrica e o mesmo é previamente carregado com material vegetal
a cada ensaio. Imediatamente apds o vaso de extracdo estdo conectados dois condensadores,
por onde ira passar o vapor, que em contacto com o fluido frio condensa, dando origem a
mistura de OE e hidrolato. A recolha desta mistura da-se numa bureta, a qual permite, em fluxo
continuo, a separagao de fases (entre o OE e hidrolato — Figura 3.3.2), acumulando-se assim

OE na mesma, e permitindo a saida continua de hidrolato pelo fundo da bureta (usando-se a



torneira para acertar este fluxo). A utilizagdo da bureta permitiu ainda a monitorizagdo do cau-

dal de vapor utilizado em cada ensaio.

Figura 3.3.1 - Montagem laboratorial utilizada nos ensaios de destilacdo a vapor. (1) — Mantas de aquecimento
(fonte de calor). (2) — Bales de 3 tubuladuras com agua. (3) — Vaso de extracdo com material vegetal. (4) — Pecas
de ligagdo. (5) — Condensador. (6) — Condensador de bolas. (7) — Funil. (8) — Bureta. (9) - Recipiente. (10) - Banho

termostatizado.

Figura 3.3.2 - Separacdo das duas fases, organica (1) e aquosa (2), visivel na bureta.
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No momento de cada ensaio, a biomassa carregada no vaso de extragdo é previamente
semi quantificada e caracterizada em termos do seu teor em agua. Para tal, recorreu-se a cerca
de 60 g de amostra representativa do que era introduzido no vaso, e a mesma foi colocada na
estufaa 105 + 2 °C, durante 7h e/ou até peso constante. Apos esse tempo, retirou-se a amostra
da estufa e deixou-se a temperatura ambiente num exsicador, tendo sido pesada quando a
temperatura estabilizou. Considerou-se o peso final seco apds atingir massa constante, onde
o teor em agua (%sgua, m/m) do material vegetal foi definido pela seguinte equagao:

MBiomassa Himida — MBiomassa seca

Yosgua = x 100

Mpiomassa Himida

A determinacdo do teor em agua do material vegetal, no momento da extracdo, é de
suma importancia no que toca ao estudo do impacto de diversas variaveis, uma vez que desta
forma é possivel normalizar o rendimento de todos os ensaios para posterior comparacao.
Apos terminado cada ensaio de extragdo, procedeu-se a semi quantificacdo do hidrolato e do
OE. Considerando a quantidade de OE obtida em cada ensaio e considerando a quantidade de
matéria vegetal utilizada no mesmo ensaio, procedeu-se a determinagdo do seu rendimento.
Este foi determinado em base total (7 bt), e base seca (7 bs), de acordo com as seguintes

equagoes:

Mog

Npe = ——— %100
Mpiomassa
MoE
T]bs = X 100
Mpiomassa X %égua
Mpiomassa — 100

A fracao de OE foi caracterizada via cromatografia gasosa, de forma a caracterizar a
mesma qualitativamente e também de forma a semi quantificar os compostos de interesse (a

- pineno, DL- limoneno, 1,8-cineole e acetato de a - terpinilo). Esta foi ainda analisada em



termos de teor em agua por meio de titulagdes. No caso da fracdo de hidrolato, esta foi carac-
terizada em termos de carga organica, recorrendo-se a determinacao da caréncia quimica em

oxigénio (CQO), e pH.

3.4 Métodos Analiticos / Instrumentacao

Neste trabalho, a analise qualitativa e quantitativa do OE foi realizada, em grande parte,
via cromatografia gasosa (GC Trace 1300) acoplada a espectrometria de massas (MS ISQ 7000),
tendo-se recorrido a uma coluna capilar polar TG-WAX (30 m x 0,25 mm x 0,25 um). Foi utili-
zado Hélio como gas de arrastamento, com um fluxo de 1 mL/min. O volume injetado foi de
0,50 pL, trabalhando em modo split, com um racio de 50 mL/min, e a temperatura do injetor
foi mantida a 200 °C. O programa de temperatura do forno iniciou-se a 50 °C, durante 4 min,
depois aumentou-se até aos 180 °C, a 4 °C/min, onde se manteve nesta temperatura durante
1 min. A temperatura da interface e da fonte de ionizacdo mantiveram-se a 220 °C, trabalhando
por ionizagao eletronica (El), em que a aquisi¢do de dados foi em modo General entre 29 e 400
DA. A caracterizacdo qualitativa dos compostos foi levada a cabo através da comparagédo do
seu espetro idnico com as bibliotecas disponiveis, utilizando o software XCalibur. A caracteri-
zacgao incidiu sobretudo nos seguintes compostos de interesse: « -pineno, dl-Limoneno, 1,8-
cineole e acetato de « -terpinilo, tendo estes os seguintes tempos de retencao: 3,49; 8,18; 8,45
e 24,13 minutos, respetivamente. J& no caso da caracterizacdo quantitativa, procedeu-se a de-
terminagao prévia de curvas de calibragdo externa para os mesmos compostos de interesse,
tendo-se utilizado o butanol como padrdo interno e isopropanol como solvente. De referir que
as curvas de calibracdo foram determinadas recorrendo a seis pontos, tendo-se obtido R?
acima de 0,99 para todos os compostos (Anexo A.1).

A identificagdo dos compostos, para além de ser feita a partir do GC-MS, agrega-se ao
calculado do indice de Kovats. Este indice descreve o comportamento da retencdo de cada
composto analogamente ao de alcanos equivalentes, fornecendo informacédo acerca da se-

quéncia da eluicdo dos compostos (Anexo A.2).
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A titulagdo Karl Fischer automatica foi utilizada de forma a determinar o teor em agua
presente na fracao de OE. As titulagdes foram realizadas para cada tipo de ensaio, de modo a
verificar a constancia de valores obtidos para os diferentes ensaios, bem como nas amostras
de hidrolato.

A caréncia quimica do oxigénio (CQO) do hidrolato foi determinada recorrendo a testes
de CQO, os quais permitem uma determinacao rapida recorrendo a uma analise fotométrica.
Para tal, recorrendo aos kits da marca Macherey-Nagel, a amostra foi previamente digerida
(Digestor COD 4000 - Dicromato de potassio), e a CQO imediatamente determinada através
da leitura no fotometro.

O valor de pH dos hidrolatos foi determinado recorrendo ao medidor de pH de modo a

controlar a sua acidez.



4

RESULTADOS E DISCUSSAO

Tal como referido anteriormente, este trabalho centrou-se essencialmente no estudo da
extragdo de 6leo de eucalipto, utilizando vapor de &gua como meio de arrastamento, tendo-
se, para tal, feito variar as condig¢des de extragcdo. Ainda salientar que este trabalho se enfocou,
também, na composicado do 6leo de eucalipto e do hidrolato, algo que por regra ndo é tido

em conta na literatura, aquando da analise de um processo deste tipo.

4.1 Influéncia da fracdo vegetal utilizada

Tendo em conta a literatura, é percetivel que, por regra, os estudos focam-se apenas na
folha. Contudo, e tendo em conta o interesse industrial do processo, é importante perceber
primeiramente a nivel laboratorial qual o impacto da presenca de outros materiais que ndo
folhas, como é o exemplo dos ramos. Adicionalmente, estudou-se também o impacto no pro-
cesso de extragdo utilizando folhas inteiras e folhas trituradas.

Assim, apo6s a colheita do material vegetal, realizaram-se primeiramente ensaios com
folhas inteiras, folhas trituradas, folhas e ramos triturados e apenas ramos triturados. Os ramos
utilizados tinham em média 1,1 cm de diametro, sendo que o diametro maximo foi de 1,7 cm.
A relacao entre ramos e folhas acondicionados na coluna foi de, aproximadamente, 1:1. Todos
estes ensaios foram realizados nas mesmas condicdes, com recurso a 2 mantas de aqueci-
mento na sua poténcia maxima, durante 90 minutos, tendo-se registado em média um caudal

de 9,5 mL/min de vapor de agua.
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Tabela 4.1-1 - Dados relativos aos ensaios de extragdo utilizando folhas inteiras, folhas trituradas, folhas e ramos
triturados e ramos triturados. Os ensaios foram realizados nas mesmas condi¢bes, em duplicado (dados apresenta-
dos sdo a média dos ensaios), tendo-se para tal realizado ensaios com 90 minutos, com recurso a 2 mantas de
aquecimento na sua poténcia maxima. Os resultados relativos a composicdo do éleo, obtidos para os compostos
em estudo em GC-MS, sdo apresentados em percentagem de fragdo massica.

Folhas e Ramos

Folhas Inteiras ~ Folhas Trituradas ) Ramos Triturados
Triturados
Massa Vegetal (g) 900 1025 883 524
Caudal de vapor
- . 9,7 9,5 9,2 9,9
médio (mL/min)
OE (g) 16,0 16,1 12,1 44
Rendimento base
1,8 1,6 1,1 0,8
total (%)
Rendimento base
1.9 1.7 1.4 1,5
seca (%)
a - Pineno (%
9,9 12,5 14,5 13,9
m/m)
Limoneno (%
6,4 79 94 5,5
m/m)
1,8- Cineole (%
68,8 81,7 62,8 58,3
m/m)
Acetato de a -
3,3 50 57 6,2

terpinilo (% m/m)

Analisando os resultados obtidos para os diferentes cenarios em estudo, é facilmente
percetivel, pela tabela 4.1-1, que a presencga de ramos afeta o rendimento do processo, o que,
como ja era esperado vem confirmar que esta fracao vegetal € menos rica em 6leo e por sua
vez também apresenta uma menor concentracao de 1,8-cineole. Contudo, ainda assim, conse-

guimos um rendimento cerca de 0,8 %, quando utilizados sé ramos.



O triturado de folhas e ramos indica uma elevada concentracdo de a - pineno, sendo
este mais elevado do que nos restantes ensaios, proximo ao valor indicado para o ensaio ape-
nas com ramos. Isto sugere que 0s ramos possuem mais o - pineno do que os restantes com-
postos em estudo e por isso os valores sao mais elevados. Ja a concentragéo de 1,8-cineole é
ligeiramente mais elevada do que no ensaio anterior, visto que se utilizaram folhas trituradas.
Comparando estes dois ensaios, podemos apontar que as folhas sao a fracdo vegetal que con-
tém mais teor de 1,8-cineole e o rendimento também é melhor.

Por outro lado, no ensaio das folhas trituradas vemos que se obteve a maior concen-
tracdo de 1,8-cineole no OE, possivelmente devido ao facto das folhas estarem trituradas e,
portanto, a sua extracdo é favorecida em detrimento dos restantes compostos. Em comparagéo
com o ensaio com folhas inteiras, todos os compostos caracterizados apresentaram menor
concentragdo, mas o rendimento foi ligeiramente superior do que no ensaio com folhas tritu-
radas.

O ensaio apenas com folhas inteiras demonstra 6timos resultados com pouca prepa-
racao do material vegetal, onde apenas se separa as folhas dos ramos. O rendimento apresen-
tado é mais elevado do que nos restantes ensaios e a composicdo do OE contém concentra-
¢Oes mais baixas dos compostos, sendo que apresenta na mesma um valor elevado de 1,8-
cineole.

Todos os ensaios demonstram uma composicao equilibrada de todos os compostos,
excluindo o 1,8-cineole, entre 3-10%, entre diferentes fracdes vegetais.

Assim, tanto o ensaio de folhas inteiras ou de trituradas sdao 6timos exemplos de extra-
cao de OE, mas devido a rapida preparacdo da fracdo vegetal, optou-se por utilizar apenas

folhas inteiras para os seguintes estudos.

4.2 Influéncia do tempo de armazenamento da matéria vegetal

Mais uma vez, tendo em conta o interesse industrial do processo, interessa perceber a
influéncia do tempo de armazenamento do material vegetal no rendimento do processo. As-
sim, apos ter-se procedido a recolha das folhas de eucalipto, as mesmas foram armazenadas

e procedeu-se a realizacdo de ensaios de extracdo ao longo de 50 dias. Nos primeiros dias
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efetuaram-se ensaios com mais regularidade, uma vez que corresponde a fase em que as fo-
Ilhas perdem a maior quantidade de agua, tendo-se posteriormente reduzido a regularidade
dos ensaios, tal como se pode verificar na Figura 4.2.1. Todos estes ensaios foram realizados
sob as mesmas condicdes, de forma a poder comparar os resultados obtidos, onde o setup
constituia 2 bales, cada um numa manta de aquecimento sempre na sua poténcia maxima.
Cada baldo continha 1 L de agua destilada, fazendo-se passar vapor de agua pelo vaso durante

90 minutos.

3,00%

2,50%

2,00%

1,50% L

Rendimento (%)

1,00%

0,50%

0,00%
Dias
® Rendimento em base total (%) Rendimento em base seca (%)

Figura 4.2.1 - Rendimento em base seca e rendimento em base total de OE ao longo dos varios ensaios de extracdo
realizados ao longo do armazenamento da matéria vegetal. Todos os ensaios foram realizados nas mesmas condi-
¢oes. O tempo de armazenamento esta representado em dias na Figura, correspondendo aos dias de intervalo a
partir do corte do material vegetal (5 dias apds o corte, 10 dias apds o corte, etc), de modo a haver uma estabilizacdo
no peso das folhas com a perda de &dgua. Ensaios realizados apenas com folhas inteiras (em média cerca de 950 g
de folhas contidas no vaso) durante 90 minutos, recorrendo a 2 mantas de aquecimento na sua poténcia maxima,

obtendo um caudal de vapor médio de 9 mL/min.



Através da Figura 4.2.1, é possivel perceber que, de forma geral, inicialmente o rendi-
mento do processo de extragdo aumenta com o tempo de armazenamento do material vegetal
e que, rapidamente, estabiliza. O melhor rendimento registou-se 5 dias apds a colheita do
material vegetal, com cerca de 2,4 % em base seca e 1,6 % em base total. Posteriormente o
rendimento do processo diminui ligeiramente, mas podemos ver que, a partir do 16° dia, este
estabiliza, o que devera estar diretamente relacionado com o processo de secagem da matéria
vegetal. De notar que no 16° dia apds colheita se obteve os rendimentos mais proximos (o
rendimento em base seca e o rendimento em base total, gragas a estabilidade da humidade).
Tendo em conta o interesse industrial, podemos assim concluir que o tempo de armazena-
mento ndo constituird uma variavel a controlar, uma vez que o rendimento do processo apenas
variou entre 1,6 e 2,4%, sendo que o valor mais baixo foi obtido no inicio do armazenamento,

algo que dificilmente ocorrerd em contexto industrial.

Tabela 4.2-1 - Informacéo detalhada auxiliar da Figura 4.2.1, relacionando os dias de armazenamento com o peso
de hidrolato, o caudal de vapor de &gua médio, rendimento em base seca, rendimento em base total e percentagem

de humidade do material vegetal.

Hidrolato Caudal de vapor  Rendimento Rendimento

Dia % Humidade
(mL) médio (mL/min) base seca (%) base total (%)
1 780 8,7 1,6 1,1 31,0
2 820 9.1 1,8 1,2 334
5 840 93 2,4 1,6 32,8
8 830 9,2 2,2 1,5 30,7
12 790 8,7 2,2 1,7 21,8
16 685 7,6 2,1 1,9 9,1
23 890 9,2 1,9 1,8 84
50 834 9,2 2,0 1,8 8,6
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Tabela 4.2-2 - Concentracdo maéssica de cada composto em estudo no OE de eucalipto em cada dia de ensaio,

durante 50 dias ap6s o corte do material vegetal.

Dia % a-Pineno % Limoneno % 1,8-cineole % Acetato de a - terpinilo

1 12,9 6,4 66,4 3,5
2 11,0 6,1 70,8 4,2
5 12,9 7,0 69,3 4,5
8 154 7,5 73,2 4,3
12 10,3 6,5 75,6 41
16 11,0 8,1 76,7 4,6
23 11,2 57 68,9 4,2

A Tabela 4.2-2 exibe a concentragdo massica no OE de cada composto em estudo, re-
lacionando os dias apds a colheita e, consequentemente, o rendimento da extragcdo de OE. O
composto de interesse, 1,8-cineole apresenta maior concentracdo no 16° dia apds colheita
(76,7 %). Este ensaio demonstrou uma subida significativa de limoneno, mantendo o a - pineno
e 0 acetato de a - terpinilo nos valores obtidos nos dias anteriores. Sabe-se que o limoneno
demonstra efeitos toxicos na membrana celular comprometendo a permeabilidade seletiva.
Através do seu mecanismo de acao, esta subida no 16° dia apds colheita pode revelar que é
produzido como defesa de saida de agua, até se esgotar.

A diferenca da concentracao de cada composto entre si ndo demonstra uma tendéncia
consistente, pelo que se pode afirmar haver oscilagdes, mas também estas oscilagdes se de-

vem, possivelmente, a erros na semi quantificacdo por GC-MS.



4.3 Estudo da variagao do caudal de vapor médio de agua

Para estudar a relagdo entre o rendimento e o caudal de vapor de agua utilizado, foram
realizados seis ensaios com diferentes caudais. O caudal de vapor de agua consiste na quanti-
dade de vapor que passa pelas folhas por minuto e, para forcar a variacdo de caudal foi neces-

sario adicionar/retirar baldes e mantas de aquecimento.
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Figura 4.3.1 - Influéncia da variacdo do caudal de vapor de agua, em diferentes ensaios, comparativamente com o
rendimento em base total (rendimento é menor com o aumento do caudal de vapor de agua).

Analisando a Figura 4.3.1, é possivel ver que existe uma tendéncia. De forma geral, com
o aumento do caudal, regista-se uma diminui¢cao no rendimento do processo. O caudal mais
baixo utilizado foi aquele que apresentou maior rendimento, o que sugere que o tempo de
contacto do vapor de agua com a matéria vegetal afeta o rendimento, possivelmente propor-
cionando também um maior contacto do vapor de agua com as folhas. Isto porque o vapor de
agua deve seguir caminhos preferenciais quando os caudais sdo muito elevados, também de-

vido ao enchimento da coluna.
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Pensando em vantagens e desvantagens, pode afirmar-se que quanto mais lento for a
extracdo de OE mais vantajoso se torna o processo, nao significando a melhor qualidade do

OE obtido, como é visivel na tabela 4.3-2.

Tabela 4.3-1 - Valores correspondentes aos ensaios apresentados na Figura 4.3.1, com durag¢des diferentes, peso
de hidrolato obtido, valor de caudal de vapor de 4gua médio, rendimento em base seca e base total e % de humi-

dade presente nas folhas.

) Rendimento Rendimento
Tempodo  Hidrolato Caudal de vapor

Ensaios base total base seca % Humidade
ensaio (min) (9) médio (mL/min)
(%) (%)
1 164 290 1,7 2,2 2,4 8,0
2 123 715 5,8 1,9 2,1 84
3 105 810 77 1,7 1,9 84
4 103 1315 12,7 1,7 1,8 5,5
5 60 910 15,1 1,3 1,4 8,6
6 71 1105 15,6 1,5 1,6 7.9

Por exemplo, no ensaio 1 obteve-se cerca de 300 mL de hidrolato, o que significa que
apenas se utilizou essa mesma quantidade de d4gua para a extracdo do OE. E de salientar que,
poderia ser possivel continuar durante mais tempo com o ensaio, mas isto acabou por nao ser
viavel devido a limitagdes operacionais. De qualquer das formas, neste ponto do ensaio, tam-
bém ja ndo se registava producdo de 6leo na fase liquida, pelo que ndo consideramos impor-
tante dar continuidade a este ensaio. O mesmo aconteceu para os restantes ensaios e, por isso,
quando chega a esse ponto da-se o ensaio por terminado.

Este primeiro ensaio também revela um rendimento muito bom, cerca de 2,2 % em base

seca, para um caudal muito baixo (1,7 mL/min).



Tabela 4.3-2 - Concentracdo de cada composto em estudo no OE de eucalipto nos diferentes ensaios referentes a
Figura 4.3.1, tendo sido obtida maior concentracdo de 1,8-cineole no ensaio 3.

Ensaios | % a - Pineno | % Limoneno | % 1,8-cineole | % Acetato de o - terpinilo
1 12,1 73 72,2 4,0
2 9,0 54 76,2 34
3 8,0 4,5 76,4 3,6
4 9.1 6,8 739 43
5 5.9 5.1 72,8 4,6
6 8,2 58 71,7 4,2

Comparativamente a semi quantificagdo dos compostos em estudo, apercebe-se que
o ensaio 1 apresenta boa percentagem de 1,8-cineole, mas nao é ideal pela sua elevada con-
centracao de o - pineno. Por conseguinte, embora o rendimento seja ligeiramente mais baixo
do que no ensaio 1, o ensaio 3 apresenta a melhor concentragdo do composto maioritario
(76,4%), com os restantes compostos numa concentragdo mais baixa.

O ensaio 4 ressalta a vista pela sua elevada quantidade obtida de hidrolato (1311,5 g) e
uma baixa percentagem de humidade, que se traduz num bom rendimento. A vista disso temos
concentragdes médias para todos os compostos quantificados, tendo o composto de interesse
uma concentracao de 73,9%.

Posto isto, tanto o caudal de vapor de agua médio, como o tempo de ensaio, devem ser
parametros a ter em conta para cumprir o objetivo pretendido.

A varia¢do do caudal de vapor de dgua permitiu averiguar algumas afirmacdes, como o
facto de caudais muito elevados ndo permitirem o contacto suficiente com as folhas de modo
a extrair mais quantidade de OE com grande concentracdo do composto de interesse. Visto
ter variado o caudal, foi necessario variar também o tempo dos ensaios para ser possivel extrair
todo o OE das folhas, devido aos equipamentos disponiveis no laboratério. Embora o caudal
de vapor de agua tenha influéncia no rendimento do ensaio, o tempo de extracdo podia ser

fixo que alterava os resultados obtidos.
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4.4 Evolugao da composicdao do OE ao longo do processo de ex-
tracao

Depois do estudo da perda de humidade nas folhas, com o mesmo lote e garantindo a
estabilidade da fracao vegetal, fizeram-se ensaios diferentes de modo a estudar outras varia-
veis. Um dado que ndo foi encontrado na literatura foi a quantidade dos diferentes compostos
do OE de eucalipto ao longo da sua extracao. De modo a entender a evolucao quantitativa dos
compostos ao longo da extracao do OE e entender o composto maioritario, fez-se um ensaio
de extracdo durante 100 minutos e um caudal de vapor de dgua médio de 12,7 mL/min. Os

dados obtidos revelaram grande interesse, como se pode observar na Figura 4.4.1.
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Figura 4.4.1 - Caracterizacdo dos compostos em estudo (a-pineno, limoneno, 1,8-cineole e acetato de a-terpinilo)
ao longo de um ensaio de extracdo de OE de 100 minutos, com auxilio de 3 mantas de aquecimento, 2 delas na sua
poténcia maxima e outra mantendo o set pointigual ao indicado. O caudal de vapor médio foi de 12,7 mL/min.

Comeca-se por observar que nos primeiros minutos de extracao existem cerca de 80
% de 1,8-cineole, 10 % de a - pineno e abaixo dos 10 % o limoneno e acetato de a - terpinilo.

Vale ressaltar que estes sdo os 4 compostos quantificados por GC-MS, durante este trabalho,



sendo que os restantes (p - cimeno, pinocarvone, alloaromadendreno, trans-pinocarveol e glo-
bulol) apenas sao qualificados (Anexo 7). Por volta dos 20 minutos, o 1,8-cineole atinge o seu
ponto maximo com cerca de 84 %, onde comeca a diminuir a sua quantidade ao longo da
extragdo. Ja os outros compostos comegam a aumentar a sua concentragao. Neste caso o en-
saio acabou com 100 minutos, tendo o OE baixa concentracao de 1,8-cineole, com 30 %, e
elevada concentracao dos restantes compostos caracterizados (aproximadamente 27 % de o -
pineno, 12 % de limoneno e 10 % de acetato de a - terpinilo). Se se continuasse o ensaio, de
acordo com a tendéncia que cada composto teve ao longo da extragdo, o esperado seria a
continuacao do decréscimo do 1,8-cineole e 0 aumento da concentracao dos restantes.

O OE obtido no final do ensaio, caracterizado como um todo, apresenta valores de con-
centragdes equivalentes ao retirado deste ensaio nos 50 minutos, onde os compostos 1,8-
cineole, a - pineno, limoneno e acetato de a - terpinilo apresentam percentagens de 60 %, 12
%, 9 % e 6 %, respetivamente. O OE ideal seria aquele ao fim de 20 minutos, embora nao seja
o ideal devido a pouca quantidade obtida, pois no fim desse tempo apenas havia cerca de 5
mL de OE e no fim do ensaio obteve-se cerca de 15 mL.

O tempo do ensaio esta condicionado pela quantidade de agua disponivel nos baldes,
portanto, quanto mais agua houver disponivel, mais tempo ha para ocorrer a extracao do OE.
Neste trabalho, uma das limitagdes foi precisamente o facto de nao existirem os equipamentos
ideais de forma a ter sempre agua disponivel. Noutros laboratorios com equipamentos de
maior capacidade, tal como baldes ou mantas maiores, ou até mesmo equipamento proprio
para extracOes de OE, seria possivel ter ensaios com maior tempo de extragdo. Assim, seria
possivel obter mais quantidade de OE, mas possivelmente com baixa concentracdo do com-
posto de interesse (1,8-cineole).

Em contexto industrial devemos ter em conta o tempo de ensaio para que haja o maior
proveito da folhagem, transpondo os resultados obtidos neste ensaio, contudo deve-se ter em
conta a qualidade do OE. Ensaios com 50 minutos ndo apresentarao boas concentra¢des de
1,8-cineole e, portanto, sera ideal utilizar uma coluna de retificagdo que funciona como um
novo ciclo de extracdo. Ainda assim, visto que em laboratério o ensaio € mais controlado, em
contexto industrial pode haver diferencas nas concentracdes em consequéncia do material

vegetal adicionado, dos equipamentos, etc.
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Com isto, é necessario refazer estes ensaios em contexto industrial de modo a otimizar
parametros importantes e, dependendo do objetivo (elevada concentragdo de 1,8-cineole ou

elevada quantidade de OE), prolongar ou ndo o ensaio.

4.5 pH, CQO e Teores de agua no OE e no Hidrolato

No final de cada estudo de extracdo, eram obtidas duas fragdes: o 6leo de eucalipto e o
hidrolato, correspondendo este Ultimo a fracdo aquosa. O hidrolato de eucalipto, ou também
muitas vezes referido como hidrossol de eucalipto ou mesmo agua floral de eucalipto, pode
também constituir um produto de interesse para a industria da cosmética. Isto porque contém
os compostos volateis também presentes no OE, que por sua vez fornece uma estabilidade
extra na formacdo de bactérias aos produtos devido ao seu valor de pH, geralmente na faixa
de 3 a 5. Sdo utilizados em varias preparagdes cosméticas, desde industrializadas como casei-
ras, com propriedades hidratantes, tonificantes e refrescantes, podendo ser utilizados direta-
mente no corpo e rosto, de criangas, jovens e até mesmo idosos. E utilizado n3o s6 como
aditivo de produtos cosméticos, como também tonico facial, spray corporal, purificador de ar
ou como spray perfumante de roupa.

Assim, interessou também ao longo destes ensaios o estudo desta fracao, tanto por in-
teresse de valorizacdo da mesma, mas também para melhor caracterizacdo da alteracéo de
cada uma das variaveis em estudo. Inicialmente, tentou-se a sua analise por GC-MS, mas uma
vez que todos os compostos organicos presentes estdo altamente diluidos, mesmo com passos
de pré-extragdo com solventes organicos, ndo se conseguiu chegar a um protocolo represen-
tativo. Ainda assim, a mesma foi analisada por GC-MS de forma qualitativa (Anexo 8).

Relativamente a uma caracterizacdo quantitativa, optou-se entdo por recorrer a deter-
minagdo da caréncia quimica em oxigénio e também ao controlo do pH, uma vez que nos
permitem ter uma rapida indicacdo se o hidrolato tem mais ou menos matéria organica dis-

solvida.



A CQO, caréncia quimica de oxigénio, € um parametro analisado principalmente para
tratamento de aguas residuais e representa todos os componentes suscetiveis de consumirem
oxigénio na agua, como por exemplo sais minerais e compostos organicos. Visto o hidrolato
ser composto maioritariamente por agua, é de grande interesse saber qual o seu valor de CQO,
bem como alteragdes que possam existir dependendo do tipo de fracdo vegetal do qual foi
extraido. Pela tabela 4.5-1, observamos que o valor varia entre 1000 e 1500 mg/L O. E de notar
que entre as diferentes fragdes vegetais ha ligeiras alteragdes de valores de CQO, em que en-
saios que contenham ramos tém valores mais baixos do que ensaios apenas com folhas, uma
vez que esses ensaios englobam concentracdes diferentes dos diversos compostos organicos
(temos como exemplo valores mais elevados que os restantes ensaios de o - pineno e o con-
trario de 1,8-cineole).

O hidrolato, embora nado tenha grande valor comercial, em consequéncia da sua facil e
elevada obtencdo, é outra das formas de valorizar todos os produtos, sendo que pode também
ser aproveitado principalmente para a indUstria cosmética, tal como foi referido anteriormente.

Tanto os valores de pH como do teor de agua devem ser constantes para as amostras
de OE e de hidrolato. Os valores de pH do hidrolato em qualquer tipo de seccdo vegetal é de
3,50. O teor de agua é necessario para entender se a humidade nao interfere na estabilidade
dos produtos, em que o hidrolato é composto maioritariamente por agua, enquanto o OE
contém uma percentagem muito baixa de agua, possibilitando a estabilidade do mesmo. Por
conseguinte, a estabilidade do OE perdura nas suas propriedades, o que aumenta a sua vali-
dade comercial. Pelos dados obtidos, os teores de agua nas diferentes fracbes vegetais, tanto
no OE como no hidrolato, quase que nao diferem, o que indica que este parametro ndo se
distingue consoante a fragdo vegetal.

Todos estes estudos sao complementares de modo a obter mais informacgao relevante
sobre o OE, estando interligados entre si, pelos compostos organicos que s6 afetam certos

parametros.
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Tabela 4.5-1 - Valores obtidos de CQO do hidrolato em mg/L O,, do teor de dgua de OE e do teor de agua de

hidrolato, em percentagem, para os diferentes tipos de fragdes vegetais em estudo (folhas inteiras apos colheita,

folhas inteiras apos 23 dias de colheita, folhas e ramos triturados e apenas ramos triturados).

CQO do Hidrolato

Fracao Vegetal
(mg/L O2)
Folhas inteiras apos
) 1214
colheita
Folhas inteiras fim dos
) 1448
ensaios
Folhas + ramos tritu-
1156

rados

Ramos triturados 1034

Teor de aguado  Teor de agua do

OE (%) hidrolato (%)
0,54 99,92
0,52 99,92
0,51 99,61
0,52 99,54



CONCLUSAO

O OE em estudo, proveniente das arvores de eucalipto, é ainda bastante utilizado para
diversas aplicagdes, sendo que a sua extragdo integrada num processo de pirélise € um fator
completamente inovador. Esta escolha é uma forma de valorizar as folhas de eucalipto,
aquando do corte das arvores, e previamente a sua utilizacdo como fonte energética.

De forma a ser um processo o mais sustentavel possivel, a extracdo do OE por destila-
¢do por arrastamento de vapor é a técnica mais adequada, devido a sua simplicidade e facili-
dade de aplicacao, tendo sido a escolhida para os diferentes casos de estudo realizados. Para
além disto, o facto de ndo existirem estudos relativamente ao OE de eucalipto com foco no
composto de 1,8-cineole, torna também este trabalho bastante apelativo e contribuiu para o
seu objetivo principal.

Todo o trabalho laboratorial envolvido possibilitou apurar diversas conclusdes relativas
ao OE e, consequentemente ao hidrolato, mas também ainda sdo necessarios mais ensaios e
testes para estudar outras variaveis, como é o caso do poder calorifico das folhas, isto &, a
quantidade de calor libertado aquando combustao das folhas depois de extraido o seu OE de
forma a ser possivel tirar o maior proveito da biomassa. Como trabalho futuro também se ira
incluir ensaios de forma a compreender a diferenga de concentragdes dos diferentes compos-
tos ao longo do ano, de modo a perceber se a temperatura ambiente e humidade do solo
influenciara na performance do OE para tornar viavel a produgdo durante todo o ano a escala
industrial. Outra questdo € a limitacdo do tempo de ensaios devido aos equipamentos exis-
tentes e, portanto, deve-se, futuramente, testar em equipamentos com capacidades de agua

mais elevadas de modo a prolongar os ensaios.
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Pode-se entdo retirar varias conclusdes. Primeiramente, as folhas sdo a fracdo vegetal
com mais quantidade de 1,8-cineole e, por conseguinte, de OE. Os ensaios posteriores a esta
verificagdo utilizaram apenas folhas inteiras devido a sua pratica preparacao. Apos escolhida a
fracdo vegetal a ser utilizada nos restantes ensaios, alcangaram-se novas conclusoes.

O estudo da humidade do material vegetal ao longo dos dias apds colheita ganhou
interesse ao demonstrar que até ao quinto dia, os ensaios nao foram totalmente representati-
vos, dado as folhas estarem muito verdes e isso leva a uma dificuldade de extracao do 6leo
das paredes celulares. As folhas ao perderem agua também perdem algum do seu OE, refle-
tindo-se no rendimento em base seca a partir do quinto dia, por conta da estabilidade da
humidade.

Com o estudo da variagao do caudal conclui-se que, caudais muito elevados nao per-
mitem a extracdo de OE com grandes concentra¢des de 1,8-cineole, ja que isso ndo permite
um tempo de contacto suficiente entre o vapor de agua e as folhas. Por sua vez, caudais mais
baixos levam a um rendimento de ensaio mais elevado, embora as concentragdes dos com-
postos minoritarios sejam mais elevadas do que o esperado.

Durante uma extracdo que se retirou varias fragdes de OE para ser analisado, chegou-
se a conclusao que os diversos compostos minoritarios aumentam no detrimento do composto
maioritario, em que o pico de 1,8-cineole é obtido aos 20 minutos de extracdo. Outro estudo
posterior que se ira realizar é a fixagdo do caudal ideal (entre 5 e 8 mL/min) e observar se o
pico do composto maioritario se mantém aos 20 minutos, de forma a otimizar a extragao.

Por fim, a fracdo vegetal escolhida ndo interfere com os parametros de pH do hidrolato
e teor de agua do OE. J& os valores de CQO dispersam dependendo da fracdo vegetal em
estudo, demonstrando mais matéria organica nas folhas inteiras com a sua humidade de agua
estabilizada.

De um modo geral, os possiveis erros que se iam encontrando devia-se a semi quanti-
ficagdo por GC-MS (é referida a semi quantificacdo por ndo ser realizado com padrdes internos
marcados isotopicamente, mas sim com um composto que ndo co eluisse com os restantes

compostos em estudo, que no caso foi utilizado o butanol), ja que é um método muito sensivel,



todavia os valores finais apresentados mostram-nos o melhor caminho a testar industrial-

mente. E dito
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ANEXOS

A.1 Curvas de Calibracao

Pinene
Y =-0.0380088+0.0708637*X R"2=0.9994 W:Equal

Anexo 1 - Curva de calibracdo do a - pineno utilizada como padrdo externo na caracterizagdo do OE, com 6 pon-

tos e um R? de 0,9994.
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Limonene
Y =-0.0337223+0.0104896"X R"2=09946 W: Equal
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Anexo 2 - Curva de calibragdo do dI-Limoneno utilizada como padrédo externo na caracterizacdo do OE, com 6
pontos e um R? de 0,9946.

1,8-cinecle
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Anexo 3 - Curva de calibragdo do 1,8-cineole utilizada como padréo externo na caracterizacdo do OE, com 6 pon-
tos e um R2 de 0,9974.
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Anexo 4 - Curva de calibragdo do acetato de a - terpinilo utilizada como padrdo externo na caracterizacdo do OE,

com 6 pontos e um R? de 0,9951.
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A.2 indice de Kovats

Anexo 5 - Tabela com valores dos indices de Kovats, tanto calculado como teéricos, retirados da base de dados

Pherobase (www.pherobase.com), para todos os compostos representados e respetivos tempos de retencao.

Tempo de Nome do composto N°de Indice de Kovats Indice de Kovats
retencao carbonos calculado tedrico
3,51 o - Pineno 10 1042,7 1034
8,22 dl-Limoneno 10 1094,8 1234
8,48 1,8-Cineole 10 10104 1214
10,73 p - Cimeno 10 1019,0 1026
20,32 Pinocarvone 10 1090,6 1575
21,31 Alloaromadendreno 15 1536,8 1461
23,01 Trans-pinocarveol 10 1059,4 1141
24,17 Acetato de a - terpinil 12 1210,7 1700

33,87 Globulol 15 1459,9 2061



A.3 Influéncia do tempo de armazenamento do material

vegetal

3,00%
2,50%
2,00%

1,50% ®

Rendimento (%)

1,00%

0,50%

0,00%
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55
Dias

® Rendimento em base total (%) Rendimento em base seca (%)

Anexo 6 - Rendimento em base seca e rendimento em base total de OE ao longo dos varios ensaios de extragdo
realizados ao longo do armazenamento da matéria vegetal. Todos os ensaios foram realizados nas mesmas condi-
¢Bes. O tempo de armazenamento esta representado em dias na Figura, correspondendo aos dias de intervalo a
partir do corte do material vegetal (5 dias apds o corte, 10 dias apds o corte, etc), de modo a haver uma estabilizacado
no peso das folhas com a perda de agua. Ensaios realizados apenas com folhas inteiras (em média cerca de 950 g
de folhas contidas no vaso) durante 90 minutos, recorrendo a 2 mantas de aquecimento na sua poténcia maxima,

obtendo um caudal de vapor médio de 9 mL/min. Esta Figura apresenta dados sobre o 50° dia apds colheita.
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A4 Cromatogramas
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Anexo 7 - Cromatograma da analise do OE por GC-MS, apresentando varios picos correspondendo aos compostos de acordo com o seu tempo de retenc¢do. o -
Pineno (RT: 3,51); dl-Limoneno (RT: 8,21); 1,8-Cineole (RT: 8,48); p - Cimeno (RT: 10,73); Pinocarvone (RT: 20,31); (+)- Aromadendreno (RT: 21,31); Alloaromadendrene
(RT: 22,42); Trans-pinocarveol (RT: 23,01); Acetato de o - terpinilo (RT: 24,16); Veridiflorol (RT: 32,40); Globulol (RT: 33,87).
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Anexo 8 - Cromatograma da analise do hidrolato por GC-MS, apresentando varios picos correspondendo aos compostos de acordo com o seu tempo de reten¢do. Metanol
(RT: 2,64); 3-Metil propanal (RT: 2,87); 2-Propanol (RT: 3,01); 1,8-Cineole (RT: 9,63); p - Cimeno (RT: 10,06); Acido acético (RT: 16,83); Furfural (RT: 17,29); Pinocarvone (RT:
18,31); 4-Terpineol (RT: 18,70); Verbenol (RT: 18,97); Trans-pinocarveol (RT: 19,21); Acido isovalérico (RT: 19,35); Didxido de limoneno (RT: 19,81); Acido pentandico (RT:
20,91); cis-carveol (RT: 22,01).
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