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RESUMO
AYRES, Bruno Ramalho Bresolin. Obtengdo do o6leo essencial do cara-moela (Dioscorea
bulbifera) e andlise via espectroscopia em infravermelho com transformada de Fourier — IV-
TF. 2021. 42 f. Trabalho de Conclusdao de Curso (Bacharel em Quimica), Universidade

Tecnologica Federal do Parana. Pato Branco. 2021.

Os o6leos essenciais sdo metabolitos especializados existentes em plantas, e formam uma
mistura complexa de compostos organicos. Estudos indicam grande potencial inibidor de
crescimento de microrganismos, assim fazendo parte do mecanismo de defesa das plantas,
protegendo-as de doencas e pragas. Para a obtencao do 6leo essencial das folhas de Dioscorea
bulbifera (card-moela), foi realizada a extragdo utilizando como solvente o n-hexano no aparato
extrator Soxhlet, a partir das folhas secas em estufa e trituradas em moinho de facas. Essa
extragdo foi realizada utilizando um sistema de extragdo em série, a fim de realizar a triplicata
de forma simultanea, reduzindo o desperdicio de dgua de resfriamento. Para garantir que a 4gua
de resfriamento estaria em temperatura similar em todos os aparatos, foram utilizadas

serpentinas de aluminio mergulhadas em agua e gelo, de modo com que ocorresse a troca de
calor entre a agua que passava pelo sistema. Esse processo se estendeu pelo periodo de 6 horas,
onde o sistema se manteve em refluxo do solvente de maneira constante, a temperaturas entre
67°C e 72°C. A triplicata dos extratos foi entdo rotaecvaporada e levada para analise em
espectrometro de FTIR. Analisando os resultados, foram observados sinais na regido dos 3400
cm’!, indicando grupo funcional hidroxila (-OH) e consequentemente 4lcoois e fenois; nas
faixas entre 3300 cm™ e 2500 cm’!, indicando alcanos e acidos carboxilicos; entre 1600 cm™! e

e 1750 cm’, indicando ésteres e

1460 cm™, indicando anéis aromaticos; entre 1720 cm
aldeidos; 1345 cm™ e 1480 cm!, indicando compostos nitrogenados e alcanos; leves sinais entre
1400 cm™ e 1000 cm™!, indicando a presenga de aminas e ésteres, e finalmente entre 1000 cm’!
e 660 cm’!, indicando mais uma vez a presenca de aminas e ésteres, mas também de alcenos.

Palavras-chave: Espectroscopia; 6leo essencial; planta invasora



ABSTRACT
AYRES, Bruno Ramalho Bresolin. Obtainment of essential oil from the air yam (Dioscorea
bulbifera) and analysis via Fourier transform infrared spectroscopy — IR-TF. 2021. 42 f.
undergraduate final project (Bachelor of Chemistry), Federal Technological University of

Parana. Pato Branco. 2021.

Essential oils are specialized metabolites found in plants, and form a complex mixture of
organic compounds. Studies indicate a great inhibitory potential for the growth of
microorganisms, thus being part of the plant's defense mechanism, protecting them from
diseases and pests. To obtain the essential oil from the leaves of Dioscorea bulbifera (air yam),
extraction was performed using n-hexane as a solvent in the Soxhlet extraction apparatus, from
leaves dried in an oven and crushed in a knife mill. This extraction was carried out using a series
extraction system, in order to perform the triplicate simultaneously, reducing cooling water
waste. To ensure that the cooling water would be at a similar temperature in all the apparatus,
aluminum coils dipped in water and ice were used, so that heat exchange occurred between the
water that passed through the system. This process lasted for a period of 6 hours, where the
system kept refluxing the solvent in a constant manner, at temperatures between 67°Cand 72°C.
The triplicate extracts were then rotoevaporated and taken for analysis in an FTIR spectrometer.
Analyzing the results, signs were observed in the region of 3400 cm!, indicatinga hydroxyl
functional group (-OH) and consequently alcohols and phenols; in the ranges between 3300 cm’
'and 2500 cm™, indicating alkanes and carboxylic acids; between 1600 cm™ and 1460 cm™,
indicating aromatic rings; between 1720 cm™ and 1750 cm’!, indicating estersand aldehydes;
1345 cm! and 1480 cm’!, indicating nitrogen compounds and alkanes; slight signs between
1400 cm™! and 1000 cm™, indicating the presence of amines and esters, and finally between
1000 cm™ and 660 cm™!, indicating once again the presence of amines and esters, but also of
alkenes.

Keywords: Spectroscopy; essential oil; invasive plant
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1 INTRODUCAO

Os microrganismos sao seres microscopicos que podem ser divididos em diferentes reinos
bioldgicos, sendo eles fungos, bactérias, virus e protozoarios. Esses seres microscopicos podem
ser prejudiciais a saide humana, além de causarem doengas em plantas, comprometendo o seu
crescimento e desenvolvimento.

Na pratica da agricultura econdmica ocorrem intervengdes para o controle de doengas como
ferrugem (Puccinia buxi), manchas prateadas (Pestalozzia guepini), murchiddo das flores
(Sclerotinia camelliae), causadas por fungos, cochonilha-algodao (Pulvinaria floccifera), afidio
verde (Macrosiphum rosae), causadas por insetos, geralmente por meio de compostos capazes
de inibir o crescimento de fungos e bactérias em plantas, conhecidos como agrotdxicos ou
defensivos agricolas. Porém muitos destes agrotoxicos sdo agressivos e prejudiciais a saude
humana, por ocasionarem o surgimento de fitopatdogenos resistentes as substancias quimicas
desses agentes.

Como alternativa a esses agrotoxicos mais agressivos, hd a pratica da sustentavel, que visa
o controle bioldgico por meio da inducdo de resisténcia em plantas. Esse processo ocorre por
meio da ativagao de mecanismos de defesa latentes que existem nas plantas, em resposta aos
compostos das plantas invasoras de maior resisténcia, que consomem os nutrientes de espécies
nativas e tendem a ter um crescimento descontrolado. Ao se estudar o motivo pelo qual essas
plantas possuem mecanismo de defesa superior ao de plantas de cultivo padrdo (batata, cenoura,
milho, trigo e outros), ¢ possivel que se encontre a alternativa ao uso de produtos sintéticos e
nocivos.

As analises sobre a atividade bioldgica de metabolitos secundarios (especializados)
existentes em Oleos essenciais também sdo uma op¢ao para o controle alternativo de doencas
em plantas cultivadas, juntamente com a inducdo de resisténcia. Os 6leos essenciais sdo
metabolitos especializados volateis, produzidos por plantas, formados por uma mistura
complexa de compostos organicos. Sao conhecidos por possuirem grande potencial de inibir o
crescimento de microrganismos, fazendo parte do mecanismo de defesa das plantas, que evitam
doengas e pragas.

Esses 0leos essenciais sao constituidos majoritariamente de terpenos e seus derivados, além
de fenilpropanoides. Terpenos sdo cadeias, formadas por unidades de 5 4tomos de carbono
ligados a hidrogénio. Seus derivados sdo conhecidos como terpenoides, que sdo terpenos que
sofreram oxidagdo, podendo assumir diversas fung¢des organicas, sendo elas: acidos

carboxilicos, dlcoois, aldeidos, cetonas, éteres, fenois e epdxidos terpénicos.
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Cara-moela ou cara-aéreo (Dioscorea bulbifera) ¢ uma planta invasora do tipo trepadeira
que produz tubérculos aéreos, que lembram o formato de moela de galinha ou de uma borboleta.
E nativa do Oeste da Africa e Asia tropical, porém se desenvolve facilmente em paises de clima
tropical, como o Brasil. Essa planta pertence a um vasto grupo de plantas conhecidas como
panc’s (plantas alimenticias ndo-convencionais) que vém ganhando popularidade a cada dia,
por serem altamente nutritivas e saborosas.

Ao se estudar a composicao do cara-aéreo ¢ possivel encontrar compostos capazes de inibir
o crescimento de microrganismos patogénicos ao desenvolvimento de plantas mais sensiveis,
eliminando a necessidade do uso de produtos toxicos, como os defensivos agricolas sintéticos,

tornando os alimentos seguros para o consumo.
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2  OBJETIVO
2.1 OBJETIVO GERAL

Obter o oleo essencial das folhas de Dioscorea bulbifera (cara-moela), por meio de
extracdo com solvente e sugerir alguns dos possiveis compostos terpénicos e com atividade

antimicrobiana presentes a partir de espectroscopia em FTIR.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Obter oleo essencial das folhas de cara moela utilizando como solvente n-hexano em
sistema Soxhlet.

e analisar os grupos funcionais nos espectros de 6leos essenciais, por meio de espectroscopia
em FTIR.

e Validar os resultados obtidos comparando-os com estudos semelhantes.
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3 REFERENCIAL TEORICO
3.1 MICRORGANISMOS E ATIVIDADE ANTIMICROBIOLOGICA

Microrganismos sdo organismos que podem ser vistos apenas com o auxilio de um
microscoOpio por serem compostos de uma ou mais células, sdo os organismos dominantes no
planeta terra (TALARO; TALARO, 2002) e podem ser benéficos ou prejudiciais a0 meio em
que se encontram.

Um exemplo onde microrganismos sao benéficos sdo as culturas encontradas em intestinos
de animais e insetos, auxiliando na digestdo de nutrientes (MUNOZ-BONILLA; CERRADA;
FERNANDEZ-GARCIA, 2013). Porém, fungos e bactérias podem causar doengas tanto em
animais quanto em vegetais.

Doencas e infecgdes provocadas por fungos e ou bactérias, sdo problemas recorrentes,
podendo alterar a diversidade na flora, devastar colheitas e causar a morte e deficiéncias em
animais ¢ humanos (OLSEN et al., 2011). Para contornar esse problema, substancias conhecidas

como defensivos agricolas, altamente toxicos para o ser humano, sdo utilizados. Essas
substancias matam e inibem o crescimento de fungos e bactérias, além de outras plantas
invasivas indesejadas, a fim de se obter maior rendimento na colheita (MENGEL et al., 2007).

Os antimicrobianos sdo compostos que tém capacidade inibitoria, reduzindo o crescimento
de microrganismos, ou at¢é mesmo eliminando-os. Existem atualmente varios agentes
antimicrobianos provenientes de animais e vegetais, que agem como mecanismos de defesa de
seus organismos.

Lacto-antimicrobianos por exemplo, sdo compostos presentes no leite, o primeiro alimento
de um recém-nascido e contém substdncias necessarias para o seu fortalecimento e
desenvolvimento do sistema imunoldgico (NAIDU, 2000). Ja as plantas obtém seu potencial
antimicrobiano através de diversas partes do seu sistema.

Os fito-antimicrobianos sdo compostos presentes em diversas partes da planta, seja no
caule, folhas, casca, flores ou frutos. Essa classe de antimicrobianos ¢ muito importante para a
industria alimenticia, pois tem grande potencial de ser atoxica em concentra¢des controladas.

Tém-se registros de que os antigos egipcios utilizavam especiarias como canela, cominho
e tomilho para a preservacio de alimentos. Oleo de oliva era comumente utilizado ao armazenar
iogurtes desde tempos biblicos (NAIDU, 2000). Esse tipo de pratica nos leva a questionar a
possibilidade de estudar essas e outras plantas com o intuito de buscar qual ou quais compostos

possuem capacidade de inibir o crescimento de microrganismos com tal eficiéncia.
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3.2 PRODUTOS NATURAIS

Um dos aspectos com potencial de definir um pais € a sua biodiversidade. O Brasil, por
exemplo, conta com mais de 40 mil espécies reconhecidas em sua flora, excluindo os fungos,
entre algas, angiospermas, briofitas, gimnospermas, samambaias ¢ licofitas (COSTA;

PERALTA, 2015; MENEZES et al., 2015; PRADO et al., 2015; ZAPPI et al., 2015). Essa
diversidade pode ser entendida como as inimeras varia¢des entre organismos de todos os tipos
de ecossistema, além de variagdes entre as proprias espécies.

Plantas tém a capacidade de produzir diversos compostos naturais (Figura 1), chamados
metabolitos secundarios ou especializados, produtos do metabolismo da planta que ndo tém
funcdo fisioldgica, como crescimento ¢ desenvolvimento (OSBOURN; LANZOTTI, 2009).

Dentre estes compostos se encontram terpenoides (hidrogenados e oxigenados), fendlicos,

alcaloides, flavonoides, amidas, 4cidos graxos, entre outros.
P e T W
n-heptano (C,H,, ou CH,(CH,).CH,, um composto majoritério na terebentina
Faiin T i ¥ it U i e W W WP o Wb W S W W s W W e 8
n-nonacosano (C,gHg, ou CH, (CH,),,CH,)
il Tk R e R T e T T T i e
n-hentriacontano (C,;Hg, ou CH,(CH,),,CH,), composto majoritario na cera de candelila (Euphorbia spp.)

Figura 1. Exemplos de hidrocarbonetos presentes em plantas

Fonte: (CSEKE et al., 2006), modificado pelos autores

0

Figura 2. Exemplos de terpenoides: "A" Limoneno; "B" (cis)-Oxido de Limoneno; "C" (trans)-

Oxido de Limoneno; "D" Aldeido do Limoneno.

Fonte: (ADAMS, 2007)
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Flavonas Flavononas Flavonois

Figura 3. Exemplos de compostos fendlicos

Fonte: (MEDANA et al., 2008), modificado pelos autores

A utilizacdo de compostos derivados de plantas esta presente na medicina popular,
transferido de geracdo em geragdo, conhecimento esse que pode ser ampliado para a esfera
industrial, como matéria-prima ou como modelo para a sintese de farmacos e de produtos para
as diferentes industrias, com as caracteristicas e atividades especificas encontradas na planta de
origem. As comidas funcionais, por exemplo, sdo alimentos acrescidos de biomoléculas ativas
para que exista um beneficio a saide além dos nutrientes tradicionais contidos no alimento
(ADA, 1995).

Atualmente o preconceito em relagdo aos produtos naturais ¢ elevado devido a falta de
conhecimento quanto a sua composicao quimica, por nao haver garantia quanto a toxicidade e

a efetividade de tratamentos utilizando fitoquimicos naturais (GUAN et al., 2017).
3.2.1 Hortaligas nao convencionais (PANC’s)

As hortalicas ndo convencionais sdo plantas que tiveram seu cultivo e consumo reduzido
devido a diversos fatores, como por exemplo a migragdo da populacdo rural para as grandes
metropoles (VIANA et al., 2015) e a competicdo no mercado com os produtos industrializados
de facil consumo, conhecidos como fast-foods ou mesmo com outras plantas convencionais
(BIONDO et al., 2018). Sao plantas de consumo em regides especificas, principalmente
comunidades rurais, onde muitas pessoas idosas relatam a participagdo de tais hortalicas em sua
infancia (FLECK et al., 2015).

Panc’s sdo uma alternativa ao consumo de alimentos convencionais, devido ao alto valor
nutricional em comparacao as hortaligas e graos de maior popularidade industrial. A utilizagao
dessas hortalicas vem crescendo e se tornando mais popular nos ultimos anos, devido a
facilidade de cultivo, o baixo custo (QUEIROZ et al., 2015) e a diversidade de pratos diferentes
e saborosos que sdo possiveis de se preparar com essas hortaligas.

Alguns exemplos de hortalicas ndo convencionais sdao o maxixe-do-reino (Cyclanthera

pedata), o jambu (Spilanthes oleracea), a beldroega (Portulaca oleracea), o peixinho (Stachys
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byzantina), a ora-pro-nobis (Pereskia aculeata) e o cara-moela (Dioscorea bulbifera). Apesar
da alta diversidade de hortali¢as encontradas no nosso pais ¢ do grande potencial nutritivo,
antioxidante e antimicrobiano, ndo existe grande interesse da comunidade cientifica na pesquisa

de tais plantas (QUEIROZ et al., 2015).
3.2.2 Cara-moela (Dioscorea bulbifera)

O cara-moela, também conhecido como cara-do-ar, cara-tramela ou cara-borboleta é uma
planta trepadeira da familia Dioscoreaceae, que produz tubérculos aéreos de diversos formatos,
lembrando a moela de galinha ou as asas de uma borboleta. E uma planta nativa do oeste da
Africa e da Asia Tropical, mas se estabeleceu facilmente no Brasil devido ao clima semelhante
(EMBRAPA., 2017).

O primeiro relato do card-moela data de 657 d.C., encontrado no “Tang Bencao”, a
farmacopeia mais antiga conhecida. Atualmente é encontrada na Africa tropical, Australia,
India, Florida, China, Camboja, Tailandia, Malésia e Laos, em muitos desses locais, como
planta invasiva (COCHRANE, 1998). E também muito utilizada em lugares do mundo onde a
medicina de plantas tradicionais ¢ comum, no tratamento de diversas enfermidades, como
infec¢des por microrganismos como conjuntivite, diarreias, disenterias, entre outros (GHOSH
etal., 2013; KUETE et al., 2012).

Sabe-se que o tubérculo de D. bulbifera ¢ rico em diferentes compostos (Figuras 1, 2, 3 e
4), como fendlicos, actcares redutores e amido, além de conter uma saponina conhecida como
diosgenina (GOWRI SHANKAR et al., 2016), porém deve-se considerar a importancia das
folhas e do 6leo essencial que podera ser obtido, levando em consideracdo possivel potencial
antimicrobiano, visto que Oleos essenciais sdo conhecidos por serem capazes de inibir o

crescimento de microrganismos diversos (OGUNDAJO et al., 2015).
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Figura 4. Estruturas quimicas de compostos isolados dos bulbos de Dioscorea bulbifera. Os
compostos foram identificados como “bafoudiosbulbins” A (1), B (2), C (3), F (4), G (5) e 2,7-diidroxi-4-

metoxifenantreno (6)

Fonte: (KUETE et al., 2012)

3.3 OLEO ESSENCIAL

Oleos essenciais vém ganhando popularidade na comunidade cientifica, devido a diversos
fatores, seja na 4area de alimentos, medicamentos ou cosméticos. A caracterizagdo da
composi¢ao de dleos essenciais € principalmente interessante pois seu potencial de inibigao de
microrganismos ¢ bastante elevado (TEPE et al., 2005), e cada planta tem uma composi¢ao de
0leo essencial que varia com sua localizagdo, clima, tipo de terreno e diversos outros fatores
(CHARLES; SIMON, 1990).

Ao se estudar plantas de maior resisténcia, como a D. bulbifera, ¢ de suma importancia
voltar a ateng@o ao 6leo essencial da planta, visto que muitos dos compostos com potencial
antimicrobiano se encontram em sua composi¢do (HAMMER; CARSON; RILEY, 1999). Com

0 avanco no estudo, 0leos essenciais podem se tornar a ferramenta para a substituicao de



22

defensivos agricolas sintéticos, pois estes sao extremamente danosos a saude, podendo causar
diversos tipos de enfermidades devido ao seu potencial carcinogénico (WILSON et al., 1997).

Existem diversos métodos de extragao do 6leo essencial, sendo os mais tradicionais a
hidrodestilacao e a extracao por solvente, porém outras técnicas mais avancadas estao surgindo.
Nos dias atuais € possivel a extragdo por meio de uma combinagdo de aquecimento através de
micro-ondas e destilagdo a seco (Figura 5), um processo que evita a geragao de residuos, além

de se obter um extrato mais puro (LUCCHESI; CHEMAT; SMADIJA, 2004).
3.3.1 Extra¢do por micro-ondas sem a utilizagao de solventes

Esse método consiste na introducdo do material vegetal dentro de um reator de micro-
ondas, sem a adi¢do de qualquer tipo de solvente. O aquecimento interno se dard através da
agua da planta, onde o calor ocasionard a ruptura dos receptaculos oleiferos, evaporando o 6leo
e a agua até um sistema de resfriamento na parte exterior ao micro-ondas (LUCCHESI;

CHEMAT; SMADIJA, 2004).

Resfriador

Oleo essencial

Fase aquosa

Sistema de refluxo de agua

Forno de microondas

Reator

ALY,
4%/%’4\//{5}‘
257

Material da planta

Figura 5. Sistema de destilaciio a seco com micro-ondas

Fonte: (LUCCHESI; CHEMAT; SMADIJA, 2004), modificado pelos autores
3.3.2 Hidrodestilacao

A hidrodestilagdo consiste na utilizagdo de um aparato denominado Clevenger para a

obten¢do do 6leo essencial de material vegetal. Existem diversos tipos de extratores
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semelhantes, porém o mais comum (Figura 6) consiste de um baldo de fundo redondo de
tamanho variavel, que ¢ aquecido através de uma manta de aquecimento, contendo agua e o
material a ser extraido. O vapor sobe através da vidraria e encontra um fluxo constante de agua
fria, que passa através da parte superior do equipamento. O 6leo essencial, junto com um grande
volume de hidrolato, condensa novamente, preenchendo a area graduada do aparelho, que entdo

pode ser coletado por meio de uma torneira existente no final da pipeta graduada.

Figura 6. Aparato de hidrodestilacio denominado Clevenger

Fonte: (NETLAB, [s.d.])

3.3.3 Extragdo por Soxhlet

A extracdo por Soxhlet consiste na inser¢do da amostra em cartuchos que sdo
progressivamente preenchidos por solvente condensado a partir de um baldo de destilagdo,
carregando os analitos extraidos até o liquido de extracao (Figura 7) (LUQUE DE CASTRO;
PRIEGO-CAPOTE, 2010).

Dentre as vantagens da utilizagdo da extragdo por Soxhlet estdo o continuo contato da
amostra com o solvente recém condensado, a alta temperatura aplicada ao frasco de destilagdo,
a ndo necessidade de filtracao pos lixiviacao, e a possibilidade de extracdes paralelas, devido
ao baixo custo do equipamento (LOPEZ-BASCON; LUQUE DE CASTRO, 2020).

A maior desvantagem desse método € o tempo necessario para a extragdo completa, além
do grande desperdicio de solvente, ocasionando gastos e possiveis problemas ambientais.
Também deve-se levar em consideracao a possivel degradacao dos componentes devido a alta

temperatura. A falta de agitacdo e a grande quantidade de solvente utilizados também sao
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problemas de otimizacdo de tempo e gasto de recursos, além da seletividade do solvente

utilizado na extragio (LOPEZ-BASCON; LUQUE DE CASTRO, 2020).

é&mdensador

\T

\

—_—
°

<«— Fonte de calor

Figura 7. Extrator Soxhlet

Fonte: (LUQUE DE CASTRO; PRIEGO-CAPOTE, 2010), modificado pelos autores

Para a extracdo de 6leo essencial por meio de Soxhlet, recomenda-se utilizar solventes de
carater apolar, como o n-hexano (MOHAMMADPOUR et al., 2019), devido ao carater apolar
das moléculas comumente encontradas na composi¢ao de Oleo essenciais, conhecidos como
terpenos (COWAN, 1999).

Ao se usar n-hexano na extragdo de compostos provenientes de folhas, ndo apenas
terpenoides sdo obtidos. Alcaloides, flavonoides, esteroides, cardioglicosideos, 6leos, gorduras
e carboidratos também podem estar presentes na composi¢ao dos compostos apolares (OIRERE

et al., 2015).
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3.3.4 Extragdo por CO> Supercritico

A extragdo através de fluidos supercriticos tem ganhando certa popularidade nas industrias
alimenticia, farmacéutica e cosméticas, devido a sua capacidade de extracao de compostos sem
que ocorra degradagao devido a altas temperaturas (ZHAO; ZHANG, 2014).

Sendo reconhecida como uma tecnologia promissora, a extra¢do utilizando fluidos
supercriticos, em especial o CO; supercritico (Figura 8), tem como vantagens a alta densidade
do fluido, alta difusibilidade, além de uma baixa viscosidade (DASSOFF; LI, 2019), permitindo
uma extragdo rapida e seletiva. Além disso, os extratos rapidamente precipitam apds a
despressurizagio, sem a necessidade de posterior separagio de solventes (IBANEZ;
MENDIOLA; CASTRO-PUYANA, 2016).

Bombade CO, Trocador de Calor

— Coluna de Extracao

D e
Transdutor de ‘ __f .
Ultrassom ] @w

Particula de - Frente da Onda/ oo
: Soluto W _ Sk () Poros Correntes Ligagdes Soluto-
. Blomassa Friceao Vibracional Convectivas Matriz Enfraquecidas

Figura 8. Esquema de extracdo por CO: supercritico

Fonte: (DASSOFF; LI, 2019), modificado pelos autores

3.4 CROMATOGRAFIA GASOSA

A cromatografia gasosa ¢ uma técnica de andlise instrumental muito difundida e
amplamente utilizada para a separacdo e identificagdo de misturas. Como gases tendem a se
dispersar no ambiente onde se encontram, essa técnica deve ser executada em sistemasfechados.
Existem diversas variagdes no processo de cromatografia gasosa, muitas delasassociadas ao
tipo de detector utilizado. Dois tipos famosos sao 0 GC-MS (GasChromatography coupled with
Mass Spectrometry, em portugués cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas) e
0 CG-FID (Gas Chromatography with Flame lonizationDetector, em portugué€s cromatografia
gasosa com detector de ionizacdo por chama), técnicas de alta precisdo para identificagao e
caracterizagcdo de compostos volateis (DETTMER- WILDE; ENGEWALD, 2014).

Cromatografos gasosos sdo amplamente utilizados para determinar a existéncia de

contaminantes no analito, em forma de picos adicionais no cromatograma quando comparado
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com cromatograma de uma amostra padronizada ou a uma biblioteca de dados (SKOOG;
HOLLER; CROUCH, 2016). Compara-se o indice de retencdo das amostras, calculado por
meio de uma das duas possiveis equacdes, intituladas “Indice de Kovats” (Equagio 1)
(GOVER, 1966), utilizada para métodos onde nao utilizam-se programagoes de temperatura,
utilizando isotermas, ¢ “Indice Aritmético” (Equagio 2) (VAN DEN DOOL; DEC. KRATZ,
1963), utilizada em métodos com programacao de temperatura, ocorrendo a variagao da mesma.
O Indice Aritmético ¢ a equacio recomendada para analises cromatogréaficas de 6leos
essenciais, tendo em vista que as programagoes com melhor eficiéncia de separagdao desses

compostos utilizam varia¢ao de temperatura (TEPE et al., 2005).
(log RT(x) — log RT(P2))
(logRT(P,,,) —logRT(P,))

KI(x) = 100 B+ 100 [

Equacio 1. Indice de retenciio de Kovats

AI(x)=100PZ+100[ (RT(x)—RT(Pz)l]

(RT (Pz+1) — RT (P>))
Equacio 2. indice de retenciio aritmético

Os indices de retencdo sdo importantes pois existem catalogos com essas informacdes,
sendo possivel a comparacao entre os indices de cada composto, assim refor¢ando a existéncia

do composto na matriz complexa do o6leo essencial (ADAMS, 2007).
3.4.1 Cromatografia Gasosa Acoplada a Espectrometro de Massas (GCMS)

A combinagdo do cromatografo gasoso com o espectrometro de massas traz iniumeras
vantagens, devido a semelhanga das condi¢des de entrada do analito. Ambos necessitam que o
analito esteja volatilizado, ja que a coluna capilar do CG depende de um gas de arraste
(comumente hélio), para a separagdo dos compostos da matriz do analito (SKOOG; HOLLER;
CROUCH, 2016). O espectrometro de massas necessita que o analito também esteja em forma
gasosa antes da sua entrada no forte vacuo da fonte de ions (Figura 9), para que possa fragmentar
os compostos separados pelo cromatografo, assim possibilitando a identificagdo decompostos
através da comparagao desses fragmentos com a biblioteca de dados encontrada nosoftware do

equipamento (DETTMER-WILDE; ENGEWALD, 2014).
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Figura 9. Esquema de funcionamento CG-EM

Fonte: (DETTMER-WILDE; ENGEWALD, 2014), modificado pelos autores

3.4.2 Cromatografia Gasosa acoplada a Detector de lonizacdo em Chama

(GCFID)

O cromatografo gasoso com ionizacao por detector de chama (Figura 10) ¢ um dos
instrumentos mais utilizados para separacao de compostos volateis, devido a sua robustez, baixa
demanda de manuten¢do, além de mostrar uma o6tima reprodutibilidade e baixos limites de

deteccao (DETTMER-WILDE; ENGEWALD, 2014).

Eletrodo Coletor
Bobina de ignicao

por chama +300V

Voltagem Polarizante

il
Ar j —— -«+— Hidrogénio

Coluna

Figura 10. Detector de ioniza¢do por chama
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Fonte: (DETTMER-WILDE; ENGEWALD, 2014), modificado pelos autores

A parte central do detector ¢ uma chama de hidrogénio/ar que ndo produz ions
em si mesma. Quando um composto contendo carbono elui da coluna para a
chama, uma série complexa de rea¢des se inicia. A alta concentracdo de
hidrogénios radicalares ocasionara a hidrogenacdo de ligacdes duplas ¢ a
quebra de ligagdes carbono-carbono [...] formando metano, que entdo ¢
queimado em um ponto mais alto e oxidante da chama. Durante esse processo,
um carbono dentre um milhdo serd um ion [..] (DETTMER-WILDE;
ENGEWALD, 2014, p. 220-221, tradug@o nossa).
Portanto, o CG-DIC traz maior seguranga na caracterizacdo dos compostos encontrados na
amostra, devido também a necessidade da utilizagdo de um padrdo, ou seja, uma amostra pura
do composto desejado. E possivel também a preparagdo de uma mistura de padrdes, quando

existe mais de uma suspeita de composto na amostra a ser analisada.

3.5 ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO

Compostos que possuem ligagdes covalentes, sejam organicas ou inorganicas, absorvem
varias frequéncias de radiacdo eletromagnética na regido do infravermelho no espectro
eletromagnético. De forma especifica, observa-se a faixa do infravermelho vibracional, de
comprimento de onda entre 2,5 um e 25 pm, ou nimero de onda entre 4000 cm™ e 400 cm’!
(PAVIA et al., 2013).

As espectroscopias no infravermelho tanto na regido do préximo (Near-infrared — NIR)
quanto na regido do médio (Mid-infrared — MIR) oferecem uma andlise qualitativa ndo
destrutiva, rapida e relativamente barata, podendo ser utilizada para determinacao da existéncia

de diversos tipos de compostos (CASCANT et al., 2016).

3.5.1 Espectroscopia no Infravermelho Médio com Transformada de Fourier

(Fourier Transform Mid-infrared — FTIR)

No nucleo de cada FTIR existe um dispositivo 6tico chamado interferometro (Figura 11),
ou seja, um medidor de interferéncias. Essas interferéncias nada mais sdo que a recombinagao
de dois feixes de luz que foram separados e viajaram caminhos diferentes. Apos essa
recombinacao (Figura 12), os feixes interferem um com o outro, criando o sinal de interferéncia,
ou seja, suas amplitudes de onda serdo somadas (interferéncia construtiva) ou subtraidas

(interferéncia destrutiva), formando uma tnica onda (SMITH, 2011).
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A utilizagao de instrumentos com transformada de Fourier (FT) tem diversas vantagens.
Primeiramente é a vantagem de Jaquinot, ou vantagem na taxa de transferéncia, que acontece
devido aos poucos elementos Opticos contidos em um equipamento FT, assim nao ocorrendo
atenuacgao de radiacdo (SKOOG; HOLLER; CROUCH, 2016).

A qualidade do espectro depende de alguns fatores, sendo um deles a resolugdo. A
resolucao indica quao nitidamente o instrumento distingue picos proximos, ou seja, quantos
picos por centimetro podem ser identificados, assim, um nimero menor indica maior resolugao.
Outro fator sdo as acumulagdes, ou quantidade de varreduras, que podem suavizar as linhas do

espectro (SMITH, 2011).

CaminhoD1=4cm

Entrada do Feixe Saida do Feixe

Interferdmetro —/

v

Caminho Dz = 10 cm

Figura 11. Diagrama simplificado de um interferémetro

Fonte: (SMITH, 2011), modificado pelos autores
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Figura 13. Transformacio de interferograma para espectro de feixe simples

Fonte: (SMITH, 2011), modificado pelos autores

3.5.2 Reflectancia Total Atenuada (Attenuated Total Reflectance — ATR)

A espectroscopia de reflectancia interna ¢ uma técnica de obtengdo de espectros no
infravermelho de amostras dificeis de lidar, como soélidos de solubilidade limitada, filmes, fios,
adesivos e materiais em pd (SKOOG; HOLLER; CROUCH, 2016). O método consiste de um
acessorio com um cristal com alto indice de refragdo. Um feixe de luz ¢ incidido nele,
encontrando um obstaculo, a amostra, que ¢ um material de menor indice de refragdo (SMITH,
2011). A amostra fica pressionada sobre o cristal, utilizando uma bracadeira de pressdo
giratoria.

Existem diversos materiais dos quais esse cristal pode ser feito, contanto que tenham indice
de refracdo suficientemente alto (PAVIA et al., 2013). O KRS-5 (bromoiodeto de talio), por
exemplo, ¢ um dos materiais que eram utilizados, porém caiu em desuso por ser muito toxico e
fragil. Outro material que ja foi muito comum ¢ o ZnSe (seleneto de zinco), mas como ¢ um
material quebradico e muito atacado por bases e acidos fortes, ndo € mais utilizado. Dois
materiais de propriedades semelhantes sdo o Si (silicio) e o Ge (germanio), ambos muito
duraveis. Porém o melhor material para o ATR ¢ o diamante, pois tem a maior faixa de nlimero

de onda, ndo sofre com 4cidos e bases, ¢ altamente duravel e resistente (SMITH, 2011).
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Figura 14. Diagrama de funcionamento da reflexio do feixe de luz infravermelho incidindo na

amostra

Fonte: (SMITH, 2011), modificado pelos autores

3.5.3 Espectro de Infravermelho Médio (Mid-wave Infrared — MIR)

Assim como outros tipos de absor¢do de energia, moléculas sdo excitadas a um nivel de
energia mais elevado quando absorvem radiacdo na regido do infravermelho (PAVIA et al.,
2013). Essa absor¢do de energia nessa faixa de comprimento de onda faz com que ocorra a
vibragcdo dos atomos da molécula, de forma que o momento de dipolo mude durante esse
movimento, seja variando a distancia da ligagao de ambos ou um dos 4tomos se move para fora
do seu plano atual — estiramento ou deformag¢do angular, respectivamente (STUART, 2004).

Dessa forma, o espectro de infravermelho médio pode ser utilizado de forma qualitativa,
para sugerir a presenca de moléculas através da andlise dos tipos de ligagcdo detectados;
comparativa, quando se hd davida se duas amostras tem semelhangas, comparando seus
espectros; e qualitativa, utilizando uma amostra de concentracdes conhecidas, um padrao, entao
aplicando a lei de Beer, preparando uma curva de calibragdo relacionando absorbancia com

concentragdo (SMITH, 2011).

3.5.4 Anadlise de oleos essenciais através da utilizagdo de Espectroscopia no

Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

A utilizacdo da espectroscopia no infravermelho para andlise de amostras bioldgicas se
tornou uma ferramenta aceitada, e amplamente utilizada para identificar constituintes da
estrutura de compostos (HARI; NAIR, 2018). Quando pareada com a utilizacdo de outras

técnicas, como cromatografia gasosa e quimiometria, pode ser utilizada para identificar com
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precisdo os compostos que constituem os Oleos essenciais de diversas espécies de diferentes

habitats (LI; KONG; WU, 2013).
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Figura 15. Anilise de FTIR de folhas de Jasminum azoricum L. em extrato de n-hexano

Fonte: (HARI; NAIR, 2018), modificado pelos autores
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4 METODOS

4.1 COLETA, SECAGEM E MOAGEM DAS FOLHAS

As folhas de carda moela (Figuras 15 e 16) foram secas em estufa com circulacao de ar, com
temperatura controlada a 40°C por 4 dias. Em seguida foram trituradas em moinho de facas tipo
Willye, para aumento da superficie de contato e permaneceram armazenadas em local

refrigerado até o momento da extracao.
4.2 EXTRACAO POR SOXHLET

Foram utilizados 80 g do material seco, introduzidos em cartucho de celulose e transferidos
ao extrator. Foi utilizado 300 mL de n-hexano, aquecido sob refluxo por seis horas em banho
termostatizado a uma temperatura de 78 °C (ZHAO; ZHANG, 2014). Essa extracdo foi
realizada em triplicata, com um sistema de resfriamento por fluxo de 4gua em série, utilizando
de serpentinas mergulhadas em agua e gelo, assim aumentando a taxa de condensag@o do vapor
de n-hexano, para que os extratos fossem coletados de forma simultanea. Os extratos foram
concentrados em rotaevaporador até um volume de 10 mL, em seguida transferidos para frascos
individuais, levados para capela para finalizar a evaporagao do solvente. e armazenados sob

refrigeragdo até¢ o momento da analise.

4.3 ESPECTROSCOPIA EM INFRAVERMELHO POR TRANSFORMADA DE
FOURIER (Fourier Transform Infrared — FTIR) E ACESSORIO DE
REFLECTANCIA TOTAL ATENUADA (Attenuated Total Reflectance — ATR)

A triplicata rotaevaporada foi analisada em Espectrometro de Infravermelho por
Transformada de Fourier, modelo Frontier, Perkin Elmer. Nas condi¢des de andlises foram
utilizadas a faixa de ntimero de onda em cm™ de 4000 até 400, resolucdo de 4 cm™ e 32

acumulagoes.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ANALISES DOS ESPECTROGRAMAS DAS AMOSTRAS DE FOLHAS DE
D. bulbifera (CARA-MOELA) POR FTIR

As folhas de D. bulbifera (Figuras 16 e 17) foram coletadas na area experimental do curso
de Agronomia (Coordenadas geograficas: 26°17°58” de latitude sul e 52°68°92” de longitude
oeste e altitude de 761m), nas dependéncias da UTFPR Campus Pato Branco no dia 15 de maio
de 2020, a temperatura ambiente de 19°C, e apds as extracdes do 6leo em triplicata, as amostras
foram levadas até o laboratorio Central de Analises, na UTFPR Campus Pato Branco, para
analise de Espectroscopia no Infravermelho Médio por Transformada de Fourier.

Os trés espectros foram plotados em sobreposicao para fim de comparar os resultados
obtidos (Figura 17). Observa-se uma pequena diminui¢do na transmitancia da replicata 3 em
relagdo as outras duas, mas isso indica apenas uma pequena falha na execugao da extrag¢do no
momento da introducgdo da capsula de celulose no aparelho de Soxhlet, de maneira com que o
solvente, n-hexano, ndo conseguia fluir com a mesma facilidade através da amostra como nas

outras duas replicatas.

Figura 16. Plantacio de D. bulbifera na UTFPR no dia da coleta.

Fonte: Autoria propria
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Figura 17. Folha saudavel de D. bulbifera no momento da coleta.

Fonte: Autoria propria

Figura 18. Sistema de resfriamento para extrator Soxhlet em série.

Fonte: Autoria propria



36

5.2 ANALISE DOS ESPECTROS DE INFRAVERMELHO MEDIO

Entre as frequéncias de 3300 cm™ e 2500 cm™ podem estar os grupos funcionais dos
alcanos e 4cidos carboxilicos, e a banda em 3400 cm™ indica presenca do grupo funcional
hidroxila (-OH) (Figura 20), podendo caracterizar a presenca de alcoois e fendis. A presenga da
funcdo organica fenol pode ser reforgada, em funcdo de absor¢des nas regides entre 1600 cm’!
e 1460 cm™, que indica a existéncia de anéis aromdticos nas moléculas presentes (Figura 21).

Entre 1720 cm™ e 1750 cm™ (Figura 21) observa-se a presenca de ésteres e aldeidos. A
existéncia de absor¢io entre 1345 cm™ e 1480 cm indica a presenca de compostos
nitrogenados e, mais uma vez, alcanos. As absor¢des menos intensas entre 1400 cm™ e 1000
cm’! indicam a presenca de aminas e ésteres, e o sinal entre 1000 cm™ e 660 cm™! indica, mais

uma vez, aminas e ésteres, mas também alcenos (Figura 22).
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Figura 19. Espectros FTIR de amostras de folhas de D. bulbifera

Fonte: Autoria propria
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Figura 20. Bandas indicadoras dos grupos hidroxila, alcanos e acidos carboxilicos

Fonte: Autoria Propria
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1736
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1900 1400

Figura 21. Bandas indicadoras dos grupos ésteres, aldeidos, anéis aromaticos e fenéis

Fonte: Autoria propria

Figura 22. Bandas indicadoras de compostos nitrogenados, alcanos, aminas, ésteres e alcenos

Fonte: Autoria propria
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6 CONCLUSAO

O espectro de infravermelho médio do 6leo essencial das folhas de D. bulbifera (cara-
moela) apresentou diversos grupos funcionais presentes nos varios terpenoides, conhecidos
atualmente. Isso nos diz que uma caracterizagdo aprofundada dos compostos presentes nas
folhas da D. bulbifera pode trazer resultados satisfatorios quanto aos compostos terpénicos
presentes.

O maior problema ao se utilizar o n-hexano como solvente na extragdo de compostos
terpénicos presentes no d0leo essencial esta no fato de que esses ndo sdo 0s Unicos compostos
com moléculas apolares que podem estar presentes na matriz. Assim, sdo necessarias analises
cromatograficas para identificar os diferentes tipos de espécies quimicas presentes nas amostras
de card-moela.

Contudo, a existéncia de anéis aromaticos, ésteres, aldeidos e outros grupos funcionais
organicos nos mostra a possibilidade da existéncia de terpenoides na amostra, devido a
existéncia de tais grupos nas moléculas em questao.

A vantagem na utilizacdo de solvente organico (n-hexano), para obten¢ao de 6leo essencial
utilizada neste trabalho, reside no fato de se ter obtido maior quantidade em massa de 6leo
essencial, sem a necessidade de utilizar elevada temperatura (PE n-hexano 69°C). Mas outros
métodos de obtengdo do 6leo essencial, como, por exemplo, a hidrodestilagao que, se realizada
nas condigdes ideais, pode trazer resultados mais satisfatorios, principalmente por nao
apresentar a interferéncia de metabolitos secundarios fixos, que nao sdo de interesse para
trabalhos de caracterizagdo de Oleos essenciais. A hidrodestilagdo também tem custo menor,
pois utiliza 4gua como solvente extrator, mas tem uma grande desvantagem em relagdo a
extracdo via Sohxlet, a quantidade obtida de 6leo essencial ¢ muito pequena, ficando a maior
parte retida no hidrolato.

E importante salientar que as analises que melhor identificam os metabdlitos presentes em
amostras de 6leo essencial ¢ a cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas. Essa
técnica estava prevista para ser utilizada neste trabalho, mas infelizmente, o equipamento
existente na Central de Andlises apresentou problemas, impossibilitando sua utilizagdo. Dessa

forma, langou-se mao da técnica de FTIR para a anélise do dleo essencial e término do trabalho
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