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1. Introducao

1.2. Aspectos Gerais

Laboratérios que desenvolvem estudos nas areas de A compra de solventes com elevado grau de pureza
Fitoquimica e Quimica de Produtos Naturais tém por (p.ex.: grau HPLC ou UV-espectroscopico, etc.)
caracteristica peculiar utilizar grandes quantidades pode inviabilizar tais atividades em funcéo do alto
de uma gama variada de solventes organicos; custo desses produtos. Como alternativa, opta-
seja na etapa inicial de preparacao dos extratos se pela compra de solventes com menor grau de
vegetais concentrados ou nas etapas subsequentes pureza e em maiores quantidades.
de purificacdo desses extratos através de técnicas
cromatogréficas distintas. Entretanto, a utilizacdo de solventes com baixo grau
de pureza na preparacao dos extratos vegetais, ou
Neste processo, boa parte do tempo € consumida nas separagdes cromatograficas, invariavelmente,
na otimizacao das condicdes cromatogréaficas de faz com que os contaminantes presentes nesses
separacao, principalmente no caso de misturas solventes sejam concentrados e incorporados
complexas como os extratos vegetais. Uma boa as amostras, podendo comprometer inclusive a
separacao é obtida quando se leva em consideracao aplicacdo das mesmas em ensaios /in vitro e in
fatores como a seletividade da fase mével e da fase vivo para avaliacdo de uma atividade biolégica de
estaciondria. No entanto, ndo podemos esquecer interesse.

o papel fundamental exercido pela qualidade dos
solventes utilizados neste processo.
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Por outro lado, além dos gastos envolvidos com a
compra dos solventes organicos, somas consideraveis
de recursos devem ser aplicadas para dar uma
destinacao final adequada (p.ex.: incineracao) aos
residuos gerados ao longo do estudo fitoquimico, ou
mesmo para promover o descarte de solventes fora do
prazo de validade especificado pelo fabricante.

Desta forma é fundamental que os laboratérios
possuam metodologias simples, rapidas e baratas
que Ihes permitam tratar e recuperar os solventes
organicos, sem que somas consideraveis de recursos
sejam destinadas a compra de solventes com maior
grau de pureza que serao aplicados, na maioria das
vezes, em atividades de rotina.

1.2. n-Hexano

O n-hexano é um hidrocarboneto volatil, inflamavel
e incompativel com oxidantes fortes (WINDHOLZ
et. al., 1983), sendo o principal componente do
éter de petrdleo. E um solvente muito utilizado

em separacdes cromatograficas em fase normal e
na purificacao de extratos vegetais para extracao
de compostos lipofilicos como lipidios, ceras
epicuticulares, esteroides, acidos graxos, etc.
(Tabela 1).

Tabela 1. Propriedades fisico-quimicas gerais do n-hexano.

Férmula quimica CgHa
Férmula molecular CH3(CH,),CH,
Massa molecular 86,18g/mol
Numero CAS 110-54-3
Densidade relativa 0,66g/mL

pH 7.0

Ponto de ebulicdo +69°C

Ponto de fulgor (flash point) -26°C
Temperatura de auto-ignicao +234°C
Pressao de vapor 132mmHg a 20°C
Threshold de odor 64 a 244ppm

Inflamabilidade

Limites de inflamabilidade no ar
Aspecto

Miscibilidade em agua

Estabilidade quimica
Incompatibilidade quimica
Toxicidade aguda (DLg, oral — rato)
CondicOes de armazenamento
Fonte: SIGMA-ALDRICH.

Em alguns casos, o n-hexano comercializado com

Liquido altamente inflamavel (Categoria Il)
Limite Superior: 7,7%; Limite Inferior: 1,2%

Liquido incolor
Imiscivel
Estavel

Agentes oxidantes, cloro, flior e perclorato de magnésio

25.000mg/kg

Locais secos, arejados, ao abrigo da luz e fontes de ignicao

presenca desses hidrocarbonetos nao interfere de

menor grau pureza pode conter outros hidrocarbonetos forma significativa no processo de separacao, por se

alifaticos em concentracGes minoritarias (Tabela 2).
No entanto, levando-se em consideracao a aplicacao
do n-hexano em separacdes cromatogréficas, a

tratar de compostos com constante dielétrica (¢°) nula
em relacao a silica, comumente utilizada como fase
estacionaria no modo normal.

Tabela 2. Ponto de ebulicdo dos hidrocarbonetos alifaticos minoritarios presentes no

n-hexano comercial.

HIDROCARBONETO
Isobutano
Butano
Isopentano
Pentano
2,2-dimetilbutano (neohexano)
Isohexano
Metilciclopentano
Ciclohexano
3-metilhexano
Heptano

PONTO DE EBULICAO (°C)
-0,50
+30
+ 36,1
+50
+62
+72
+80,7
+91
+98,4
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No entanto, outros compostos presentes no
n-hexano comercial podem interferir de forma muito
mais expressiva nas separacdes cromatograficas e
nos ensaios biolégicos com os extratos vegetais,
pois ao ser evaporado, os contaminantes presentes
no solvente ficam incorporados ao extrato vegetal.

No caso do n-hexano os ftalatos sao os
contaminantes principais, sendo provenientes

dos plastificantes utilizados no revestimento das
embalagens comerciais (p.ex.: bombonas de 20 L
ou tambores de 200 L) nas quais esse solvente é
comercializado. Juntamente com os ftalatos, outros
contaminantes como hidrocarbonetos aromaticos

e derivados de enxofre (p.ex.: tiofenos) estao
presentes na maioria das vezes.

Os métodos de purificacdao de n-hexano descritos
na literatura envolvem diferentes etapas como
destilacdo azeotrdpica, adsorcdao em silica gel,
adsorcao em alumina bésica, purificacao com
acido clorosulfénico e agitacao com &cido sulfurico
concentrado (MORITA; ASSUMPCAO, 2001;
PERRIN; ARMAREGO, 1988).

A agitagcdo com H,SO, concentrado tem por
objetivo remover os hidrocarbonetos aromaticos
(promovendo a sua sulfonacao), graxas, derivados
sulfurados e ftalatos.

Recomenda-se que a agitacao seja realizada até o
acido permanecer incolor, seguido de neutralizacao
com pastilhas de NaOH, lavagem com &agua,
secagem com CaCl, e destilacdo. O solvente
destilado é entdao seco com sédio metalico ou
pentéxido de fésforo (P,0O,) e passado através de
coluna de silica ou peneira molecular (MORITA;
ASSUMPCAO, 2001; PERRIN; ARMAREGO, 1988).

O objetivo deste trabalho foi avaliar a eficiéncia de
uma metodologia rapida e de facil execucao, com
menos etapas quando comparado a literatura, para
o tratamento de grandes quantidades de n-hexano
comercial, capaz de produzir um solvente com
qualidade suficiente para ser utilizado nos estudos
fitoquimicos.

2. Materiais e Métodos

2.1. Solvente

Utilizou-se o n-hexano grau P.A.-A.C.S.
comercializado em bombonas de 20 L. No entanto,
esta mesma metodologia pode ser aplicada para

o0 n-hexano comercializado em embalagens de
diferentes volumes, com diferentes graus de pureza;
assim como para o n-hexano que estiver com o
prazo de validade vencido.

Devido ao caréter inflamavel do n-hexano, toda
manipulacao foi realizada em capela de exaustao
e com a utilizacado de equipamentos de protecao
individual (EPI) apropriados.

2.2. Etapas da purificacao

Nesta etapa, seis litros de n-hexano grau P.A.-
A.C.S. foram transferidos para um frasco
erlenmeyer e adicionou-se 100mL de acido sulfurico
concentrado grau P.A., resultando em uma razao
60:1 (v/v) n-hexano: acido sulfdrico.

A mistura foi mantida sob intensa agitacao por
24 horas e, ao final da agitacado, o n-hexano foi
transferido para outro erlenmeyer e o residuo de
acido sulfurico foi armazenado em frasco de vidro
devidamente rotulado (Figura 1).

5 horas 24 horas

Figura 1. Mudancas de coloracao do acido sulfurico concentrado
durante o processo de tratamento do n-hexano comercial

devido a presenca de compostos sulfurados e hidrocarbonetos
arométicos.

Residuo de acido sulfirico

Fotos: Joao Oiano Neto
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Em seguida, adicionou-se ao n-hexano, novamente
sob agitacao, um litro de solucéao saturada de
carbonato de calcio P.A. (CaCO,), a fim de se
neutralizar o 4cido sulfurico residual presente no
solvente, e a mistura foi mantida sob agitacao por
uma hora. Nesta etapa a neutralizacao também
pode ser feita utilizando-se solucado saturada de
bicarbonato de s6dio (NaHCO,) ou solugdo de
hidréxido de sédio (NaOH) 2M.

Ao final da neutralizacdo, a mistura foi transferida
para um funil de separacao, a solucao de carbonato
de célcio (fase inferior) foi separada do n-hexano
(fase superior) e descartada. O n-hexano foi
transferido para outro erlenmeyer e seu pH medido
para verificar a eventual presenca de acido sulfurico
residual.

Para isso fez-se uma particao na razao de 1:1 (v/v)
n-hexano:agua e o pH da fase aquosa foi medido
com fita indicadora de pH (Universalindikator pH
0-14 Merck®). A auséncia do acido sulfarico foi
verificada pela observacao visual da coloracao da fita
que indicou um valor de pH no intervalo de 5 a 6.

Em seguida, adicionou-se cloreto de calcio

anidro (CaCl,) ao n-hexano e manteve-se sob
agitacao por uma hora para remocao da agua
(etapa de secagem). Nesta etapa, o cloreto de
célcio foi adicionado até o ponto em que nao se
observou mais a formacao de aglomerados e o sal
permaneceu finamente granulado.

Ao final da etapa de secagem, o n-hexano foi
destilado em um evaporador rotativo a uma
temperatura de 45 a 50°C e vacuo de 500 mmHg.
Para aumentar a recuperacao do solvente no
processo de destilacao, utilizou-se, na serpentina
de condensacao do evaporador rotativo, dgua
refrigerada a 6°C.

Apds a destilacao, o n-hexano foi transferido para
frascos ambar contendo sulfato de sddio anidro
(agente secante) e o residuo presente no frasco de
destilacao foi descartado.

2.3. Andlise por CG-EM

As amostras obtidas durante o tratamento

do n-hexano foram submetidas a andélise por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas. Utilizou-se um cromatégrafo a gads modelo
Agilent® 6890 acoplado a um espectrometro de
massas Agilent® 5973N, com fonte de ionizacao
eletronica (El) a 70eV.

Na analise cromatogréfica, utilizou-se uma

coluna HP5 MS (5%-fenil-95 %-dimetilsilicone),
comprimento de 30m, didmetro interno de 0,25mm
e 0,25um de espessura de filme; volume de injecao
de 0,2uL em modo split razdo 1:100), Tinjetor 250°C,
T, i 40°C, gradiente de temperatura de 40 a 150°C
a 5°C por minuto, e de 150 a 240°C a 20°C por
minuto e hélio como gas de arraste com fluxo de

1,0mL/min.

Como a espectrometria de massas nao é a técnica
mais indicada para a diferenciacdo entre isbmeros
estruturais, isto é, isbmeros de cadeia lineares

e ramificados, os compostos foram reunidos em
grupos em funcao da sua massa molecular (p.ex.:
C,. C,, C,, etc.), diferenciando-se apenas os
compostos que apresentaram o anel benzénico na
estrutura molecular (compostos aromaticos).

3. Resultados e Discussao

A Figura 2 representa os cromatogramas de ions
totais (TIC — Total lon Chromatogram) para cada
uma das amostras de n-hexano e dos residuos do
processo de purificacao submetidas a analise por
CG-EM.
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Figura 2. Cromatograma de ions totais (TIC) obtidos na andlise por CG-EM das amostras de n-hexano e dos residuos das etapas

de purificacdo: (A) n-hexano comercial grau P.A.-A.C.S, (B) n-hexano comercial grau P.A.-A.C.S apenas destilado no evaporador
rotativo, (C) residuo obtido apds a destilacdo no evaporador rotativo de 1L do n-hexano comercial grau P.A.-A.C.S, (D) n-hexano
comercial grau P.A.-A.C.S submetido ao tratamento com H,SO, concentrado e sem destilacdo no evaporador rotativo, (E) n-hexano
comercial grau P.A.-A.C.S submetido ao tratamento com H,SO, concentrado e destilado no evaporador rotativo, (F) residuo obtido
de 1L do n-hexano comercial grau P.A.-A.C.S tratado com H,SO, concentrado e destilado no evaporador rotativo, (G) Padréo de

comparacdo: n-hexano comercial Tedia® grau HPLC, pureza 99,5%.

Inicialmente, comparando-se o n-hexano comercial
grau P.A. (A) com o n-hexano comercial grau
HPLC Tedia® (G), pode-se observar que o

primeiro apresenta uma mistura mais complexa

de compostos (isdbmeros estruturais). A amostra
de n-hexano submetida apenas a destilacao no
evaporador rotativo (B) ndo apresentou diferencas
em relacdo ao n-hexano comercial (A) quanto a
sua composi¢cao, o que nao justificaria em primeiro
momento realizar a etapa de destilacao.

Entretanto, analisando o residuo obtido apés a
destilacdo do n-hexano no evaporador rotativo (C),
pode-se notar a presenca de uma série de outros
compostos que nao foram inicialmente detectados
no n-hexano comercial (A), provavelmente pelo fato
de estarem em baixa concentracdo (Tabela 1).

Esses interferentes caracterizam-se principalmente
por hidrocarbonetos alifaticos saturados e
insaturados com tamanho de cadeia variando de C,
a C,,. Além disso, pode-se verificar a presenca de
hidrocarbonetos aromaticos como tolueno, o-xileno,
m-xileno, cujo manuseio freqliente e em contato
com a pele ou se inalados sdo altamente téxicos.

A utilizacao direta do n-hexano comercial (A) no
preparo dos extratos vegetais fard com que, apds
a remocao do solvente do extrato, todos esses
hidrocarbonetos com maior ponto de ebulicao
gue o n-hexano presentes no residuo (C) sejam
incorporados ao extrato vegetal causando a sua
contaminacao.
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O n-hexano obtido apés a purificagdo com H,SO,
concentrado, mas sem a etapa de destilacao,
mostrou uma eliminacdo quase completa dos
contaminantes aromaticos (D), porém outros
hidrocarbonetos de cadeia longa (C, a C,,) ainda
estdo presentes no solvente. Somente o tratamento

quimico com H,SO, concentrado seguido da
destilacao resultou na completa remocao dos
contaminantes aromaticos e aqueles com maior
massa molecular (E). Ao final do processo de
purificacao, o solvente obtido apresentou um teor
minimo de n-hexano de 93,2%.

Tabela 1. Composicdo quimica das diferentes amostras de n-hexano e dos residuos obtidos nas diversas

etapas do processo de purificacao.

COMPOSTOS A B

C, saturado - -

C; saturado - -

C; saturado 65,9 66,4
C; saturado (n-hexano) 21,3 21,7
C; insaturado 6.0 6,2
C, saturado + C, insaturado 0,8 0,6
C, saturado ciclico (ciclohexano) 2,9 2,6
C, saturado (n-heptano) 0,1 -
C, aromético (tolueno) 0,2 0,1
C; saturado - -
C; saturado (n-octano) - -
Cg aromaético - -
C; aromaético (o-xileno) - -
Cg aromatico (m-xileno) - -
C, saturado - -
C, saturado (n-nonano) - -
C4 aromético - -
C,o saturado - -
C,, saturado - -
C,, insaturado - -
C,, saturado - -
C,, saturado (n-dodecano) - -
C,; a C,, saturados - -
Néo identificados 2,8 2,4
TOTAL 100 100

AREA RELATIVA (%)

c D E F G

- 0,2 - - -

- 0,5 - - -
25,6 64,1 70,0 29,5 22,0
8.2 21,2 23,2 9,5 50,4
1.7 - - - 27,5
1,2 1,5 1,3 2,2 -
3,1 3,1 3,1 2,5 0,1
0,3 - - - -
1,3 0,2 - 0,1 -
1,3 1,0 0,6 2,6 -
0,6 - - - -
0,8 - - - -
3,7 - - - -
1,6 - - - -
1,3 0,3 - 0,9 -
0,3 - - - -
0,6 0,6 - 2,9 -
0,5 0,5 - 2,2 -
1,3 0,3 - 1,7 -
0,5 0,3 - 1.4 }
0,5 - - - -
2,0 0,5 - 1,7 -
4,2 - - 1,5 -
36,6 5,2 1,3 41,3 -
97,2 99,5 99,5 100 100

(A) n-hexano comercial grau P.A.-A.C.S, (B) n-hexano comercial grau P.A.-A.C.S apenas destilado no evaporador rotativo, (C) residuo obtido apds a
destilacdo de 1L do n-hexano comercial grau P.A.-A.C.S no evaporador rotativo, (D) n-hexano comercial grau P.A.-A.C.S submetido ao tratamento com

H,SO, concentrado e sem destilacdo no evaporador rotativo, (E) n-hexano comercial grau P.A.-A.C.S submetido ao tratamento com H,SO, concentrado e
destilado no evaporador rotativo, (F) residuo obtido de 1L do n-hexano comercial grau P.A.-A.C.S tratado com H,SO, concentrado e destilado no evaporador
rotativo, (G) Padrdo de comparagéo: n-hexano comercial Tedia® grau HPLC, pureza 99,5%.

Apoés a etapa de agitacao com acido sulfdrico
concentrado, o residuo do acido apresentou uma
coloracdo castanho-avermelhada muito intensa,
indicando tratar-se de um solvente com um teor
elevado de impurezas, principalmente ftalatos,
compostos sulfurados e hidrocarbonetos aroméaticos
(Figura 2).

Caso o usudrio julgue necessério, a etapa de
tratamento com o acido sulfdrico concentrado pode
ser repetida outras vezes, utilizando as proporcoes
volumétricas definidas anteriormente, até que o
acido sulfarico permaneca incolor ou com uma leve
coloracao amarelada.
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Ao final do processo de destilacao de todo o
n-hexano no evaporador rotativo, obteve-se como
residuo um liquido viscoso, com aspecto oleoso e
de coloracao amarela (Figura 2).

~

Residuo de acido sulfurico obtido
apos o tratamento

Residuo obtido apds a etapa de
destilacao do n-hexano

Figura 3. Residuo de &acido sulfirico com a coloracédo castanho-
avermelhada caracteristica obtido ao final da etapa de tratamento
do n-hexano comercial e residuo com coloragcdo amarela obtido
ao final da etapa de destilacdo.

O n-hexano obtido ao final do tratamento e o
residuo recuperado no processo de destilagcao
foram analisados por cromatoplaca em camada
delgada em cromatoplacas de silica gel (TLC Silica
gel 60 F,,, Merck®). Como fase mével utilizou-

se n-hexano comercial grau HPLC Caledon® e as
placas de CCD foram reveladas com vanilina + acido
sulfirico + &cido acético e aquecimento (Figura 3).

Dados os limites de deteccao da técnica de CCD,
nao se observou na placa manchas indicativas da
presenca de contaminantes no n-hexano tratado.
Por outro lado, o residuo do processo de destilagao
apresentou uma Unica mancha com intensa
coloracao violacea.

A vanilina em mistura com acido sulfarico e acido
acético concentrados é utilizada como um agente
de revelacao especifico para metabdlitos de plantas
com caracteristicas terpenoidicas, pelo fato de
reagir com os compostos presentes na amostra

e promover o aparecimento de manchas com
coloracao azul-violacea caracteristica.

ponto final de eluigdo
da cromatoplaca

Fotos: Joao Oiano Neto

ponto de aplicagdo
4= dasamostras

1 2

Figura 4. Cromatografia em camada delgada (CCD) de silica gel
60 comparativa do n-hexano comercial obtido apds o processo
de purificacdo (1) e do residuo obtido ao final do processo

de destilacdo do n-hexano tratado (2). Fase mével: 100%
n-hexano comercial grau HPLC Caledon®. Agente de revelacéo:
vanilina:acido sulflrico:acido acético e aquecimento.

Neste caso, a presenca de uma mancha intensa na
amostra do residuo, com esta coloracao violacea
caracteristica, indica a presenca de hidrocarbonetos
com maior massa molecular e nao volateis, que
permaneceram no residuo apés a destilacao do
n-hexano.

Em fitoquimica, trabalhando-se principalmente com
cromatografia em coluna aberta e utilizando-se silica
gel como fase estacionaria (cromatografia em fase
normal), o controle dos teores de 4gua no solvente
organico é crucial para uma separacao eficiente (alta
seletividade e resolugao cromatografica), uma vez
que a dgua “desativa” a silica gel, impossibilitando
uma separacao cromatografica adequada.

Desta forma, dois extratos vegetais concentrados,
obtidos de matrizes vegetais distintas, foram
avaliados em cromatoplacas de silica gel 60
utilizando-se, como componente da fase mével,

o n-hexano obtido no processo de purificagdo e o
n-hexano comercial grau HPLC Caledon® (Figura 4).

7
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Fotos: Joao Oiano Neto

Figura 5. Anélise comparativa do perfil quimico dos extratos
vegetais em cromatoplacas de silica gel 60 eluidas com fase
moével composta pelo n-hexano comercial purificado (A) e pelo
n-hexano comercial grau HPLC Caledon® (B). Fase movel: 10:5:1
(v/v/v) n-hexano:diclorometano:metanol; agente de revelacao:
vanilina:acido sulfurico:acido acético e aguecimento. Amostras:
(1) fracdo acetato de etila do extrato hidroalcodlico da resina de
Pinus sp.; (2) extrato metandlico dos frutos de G. guidonia.

O n-hexano purificado apresentou o mesmo perfil
cromatografico (nimero de manchas na placa

de CCD), valores de fator de retencédo (R) e
seletividade (o) quando comparado ao n-hexano
comercial grau HPLC Caledon® (Figura 4).

Além disso, a secagem do n-hexano com cloreto

de célcio, antes da etapa de destilacao, e seu
armazenamento em sulfato de sédio anidro produziu
um solvente com teor de agua residual incapaz de
interferir na separacao cromatografica.

Desta forma, para os fins aqui descritos, nao

houve a necessidade de se utilizar outros agentes
secantes como pentéxido de fésforo (P,0;) ou sédio
metdlico (Na°) nas etapas de secagem e destilacao
como descrito na literatura (PERRIN & ARMAREGO,
1988). Essa mudanca na metodologia de purificacao
contribui para a reducao dos riscos de haver
acidentes graves no laboratério durante o manuseio
desses compostos dado o seu carater piroférico e
explosivo.

Mesmo nao sendo um método de purificacado tao
eficaz quanto a destilagao fracionada, a destilagao
do solvente no evaporador rotativo, além de

ser rapida e de facil execucao, apresentou uma

recuperacao acima de 95% e permitiu obter o
n-hexano com grau de pureza adequado para os
estudos fitoquimicos.

Apesar de muito simples, a etapa de neutralizacao
com solucao saturada de carbonato ou hidréxido
de sdédio para remocéao do acido residual deve ser
realizada com cuidado, pois a presenca de residuos
de acido no solvente, seja na etapa de producao
dos extratos concentrados ou nas separacoes
cromatograficas em coluna aberta, pode promover
a degradacao quimica de alguns metabdlitos
secundarios gerando artefatos (compostos que
nao sao oriundos do metabolismo secundério do
vegetal).

Esses artefatos sdao produzidos em geral pela
ocorréncia de reacoes como hidrélise de ésteres e
glicosideos, O-metilacao de derivados hidroxilados,
clivagem de epdxidos, formacao de acetonideos,
isomerizacao de alcenos e cetonas o,f-insaturadas,
formacao de epimeros e adicdes intramoleculares,
entre outras.

4. Conclusao

A metodologia adaptada neste trabalho mostrou-se
rapida e de facil execucao, permitindo o tratamento
e a recuperacao de grandes quantidades de
n-hexano comercial, com rendimentos superiores

a 95% e qualidade adequada para a aplicacao em
diversas etapas da investigacao fitoquimica.

Ao se trabalhar com um solvente de menor grau de
pureza e reagentes comercialmente baratos esta
metodologia permite que maiores quantidades de
solvente sejam adquiridas por um custo menor,
quando comparado aos gastos com a compra de
solventes com pureza elevada.

Esta metodologia também pode ser aplicada na
recuperacao do n-hexano comercial com prazo de
validade vencido, contribuindo para a reducao dos
custos com a compra de novos lotes de solvente;
além de proporcionar uma significativa reducao
dos gastos referentes ao descarte (transporte e
incineracao) do n-hexano fora da validade.
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