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RESUMO

CARDOSO, Marcus André. EXTRATO DE MYRISTICA FRAGRANS POR
DESTILAGAO A VAPOR A PARTIR DE UMA MAQUINA DE CAFE EXPRESSO E
IDENTIFICACAO DE MIRISTICINA. 66 péaginas. Trabalho de Conclusdo de Curso
Bacharelado em Quimica Industrial - Universidade Tecnoldgica Federal do Parana.
Pato Branco, 2022.

Oleos essenciais sdo utilizados desde as épocas mais remotas e cada vez mais, se
faz necessario o desenvolvimento de novas técnicas e metodologias para aproveitar
as vantagens trazidas pela natureza. Em busca de aumentar a eficiéncia, economizar
tempo e disseminar conhecimento, faz-se uso de uma maquina de café expresso
como instrumento para extracdo de 6leo essencial de noz-moscada, que possui vasta
aplicabilidade, além do potencial terapéutico.

Palavras-chave: Noz-moscada. Oleo essencial. Miristicina. Extracdo. Maquina de
café expresso. Potencial terapéutico.



ABSTRACT

CARDOSO, Marcus André. MYRISTICA FRAGRANS EXTRACT BY STEAM
DISTILLATION FROM AN EXPRESS COFFEE MACHINE AND MYRISTICINE
IDENTIFICATION. 66 pages. Trabalho de Conclusdo de Curso Bacharelado em
Quimica Industrial - Universidade Tecnolégica Federal do Parana. Pato Branco, 2022.

Essential oils are used since most remote eras, which increasingly makes it necessary
to develop new methodologies and techniques to make the best out of natural
resources. Seeking to improve efficiency, save time and disseminate knowledge, a
espresso coffee machine is utilized to extract essential oils from nutmeg, which holds
a vast applicability, including therapeutic use.

Keywords: Nutmeg. Essential Oil. Myristicin. Extract. Espresso Coffe Machine.
Therapeutic potential.
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INTRODUGAO

No século XV, com o inicio da expansao maritima europeia, muitos buscavam
por novas rotas comerciais que levariam as especiarias, importantes para a época,
visto seu potencial aromatico, conservante e condimentar. Uma dessas especiarias

era a noz-moscada, uma semente proveniente da moscadeira (Myristica fragans) e
nativa das ilhas Moluscas, na Indonésia (STEIN, U., 2001; UCHIBAYASHI, M., 2001).
Na producéao de alimentos, em casa ou industrialmente, a noz-moscada é
utilizada na melhora sensorial € na conserva, sendo estes efeitos devidos a presenca
de dleos essenciais. Estes 6leos representam de 30 a 55% da semente e sao divididos
em dois tipos, 6leo essencial (volatil) sendo de 5 a 15% e 6leo fixo, de 24 a 40% da
composicao (FAO, 2000).

Industrialmente, éleos essenciais (OE) sdo um importante grupo de matérias-
primas, principalmente para a industria farmacéutica, por suas propriedades
assepticas, digestivas, sedativas e analgésicas, na industria de cosméticos sao
utilizados na composicdo de sabonetes, cremes e perfumes, e na industria de
alimentos como melhorador de sabores e aromas. Estes Oleos geralmente sao
utilizados em seu estado natural, diluidos ou misturados (CRAVEIRO, A.; QUEIROZ,
D., 1993).

Uma caracteristica importante destes 6leos € a sua volatilidade, visto que, os
principais processos de obtencdo a partir do material vegetal como flores, folhas,
sementes e raizes, sdo baseados na utilizagdo de arraste por vapor de agua ou
solventes orgéanicos. Também podem ser utilizados gases densos na extracao, porém,
industrialmente € inviavel devido ao alto custo de instalagcdo de uma planta, que opere
com altas pressdes (SPRICIGO, C. B., 1999).

Estudos identificaram no OE da semente de noz-moscada, diversos
componentes que sao precursores metabdlicos de moléculas como a MDA
(metilenodioxianfetamina), ou seja, a ingestdo de grandes quantidades de noz-
moscada pode levar o consumidor a sentir efeitos psicoativos e alucindégenos. Estes
componentes podem ser convertidos "in vivo" para formas aminicas, que, semelhante
ao consumo de anfetaminas, podem gerar dependéncia quimica (LEE, JEONG TC,
JEONG HK, 1998).



Porém, observando o mercado de OE em geral, e tomando os EUA como
exemplo, as importacées no periodo de 2004-2007, totalizaram cerca de US$ 9.400
milhdes, de acordo com os dados da FAS (Foreign Agriculture Service) de 2008.
Tendo como principais exportadores no mesmo periodo a India, Franca, Argentina,
Brasil e alguns outros, respectivamente (BIZZO, H. R.; HOVELL, A. N. C.; REZENDE,
C. .M, 2009).

Economicamente, o Brasil tem pouca participagdo no mercado de O6leos
essenciais. Em 2007 foram produzidos apenas 3% da totalidade utilizada. Em 2007,
o Brasil j& contribuia com 5% do total de OE, principalmente os citricos. Nos ultimos
10 anos, o Brasil exportou um total de 22 tipos de oleos essenciais, aproximadamente
25.000 toneladas, sendo a maioria de OE de eucalipto (Eucalyptus urograndis) e limao
(citrus limon). Um bom exemplo do potencial econédmico de OE € o preco do 6leo de
laranja petitgrain, que é base para o perfume Channel n° 5, sendo o quilo vendido a
R$ 300,00 (BIESKI, 2022; BIZZO, H. R.; HOVELL, A. N. C.; REZENDE, C. .M, 2009).

Sabendo que o custo da construcdo de uma planta de extragcdo de OE com

pressao elevada é alto, o presente trabalho tem como propdsito encontrar
metodologias de baixo custo que possam ser utilizadas na extracao de OE de diversos
vegetais de forma rapida e eficiente. Para este trabalho foi utilizado a semente de noz-
moscada para extrair OE que contém majoritariamente, a miristicina, uma molécula
de grande importancia econémica na industria de domissanitarios, bem como a sua
identificagdo por cromatografia em camada delgada (CCD), cromatografia gasosa
acoplada a espectrometro de massas (CG/EM), espectroscopia UV-Vis. Este trabalho
também por indicar uma forma mais rapida de extracdo, utilizando os solventes

“verdes” sendo este extrato utilizado para outros estudos cientificos.



2 OBJETIVOS

O presente trabalho tem como objetivo aperfeicoar uma técnica, diminuindo o
tempo de extracdo por arraste a vapor, aliada a pressdes elevadas, com auxilio de

uma maquina de café expresso.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Extrair 6leo essencial de noz-moscada empregando uma maquina de
café doméstica;
e Separar a fragdo contendo miristicina por cromatografia em coluna

¢ |dentificar os compostos obtidos por meio da utilizacdo de técnicas e
equipamentos como CG/EM, espectrometro UV-Vis, CCD;

e Fornecer material para desenvolvimento de novas pesquisas.



3 FUNDAMENTAGAO TEORICA

3.1 ESPECIARIAS

Por definicdo, especiaria € um produto de origem vegetal obtido a partir de
diversas partes de plantas especificas, como raizes, cascas, folhas, flores, frutos e
sementes. Elas tornam os alimentos mais saborosos e estimulam o apetite, pois fazem
com que as glandulas digestivas secretem (GERHARDT, U., 1975; HIRASA, K.,
TAKEMASA, M., 2002).

E de conhecimento geral que, desde a antiguidade, especiarias so utilizadas
nao somente em alimentos, mas também em ceriménias e rituais, além de alguns
Oleos aplicados no embalsamento. Naquela época, por nao haver provas cientificas,
acreditava-se que os condimentos possuiam efeitos magicos, ou até mesmo que eram

divinos, porém estes efeitos se dao pela presenca de OE’s (RAFOLS, W., 1963).

3.2 OLEO ESSENCIAL

OFE’s sao substancias que exalam odor e de grande volatilidade, geralmente
presente em plantas. Devido a estas caracteristicas, alguns processos podem ser
aplicados de modo a separar tais substancias, com a destilagao por arraste de vapor,
por exemplo (RIOS, J-L, 2016).

Existem varias formas de definir um OE, a mais simples infomra que eles séo
o diz que 6leos essenciais sao resultado de uma mistura de produtos, formados no
citoplasma e geralmente se apresentam na forma de goticulas entre as células. Sendo
volateis e aromaticos (SONWA, M. M., 2000).

Este tipo de produto, € utilizado em diversas industrias mundiais,
apresentando entao, grande importancia econémica. Utilizado como aromatizante na
industria alimenticia e na farmacéutica, além das propriedades medicinais
amplamente exploradas, devido ao conhecimento de geragdes no uso de plantas
medicinais (PIRES, V. P., 2017).



3.2.1 Mercado Mundial de OE’s

De acordo com o COMTRADE (United Nations Commodity Trade Statistics
Database), uma base de dados americana, os maiores destinos de exportagdes de
OE no mundo, no ano de 2020, s3o a Irlanda, com aproximadamente $9,774 milhdes
de dolares no ano, seguida dos Estados Unidos com $7,352 milhdes de dolares e
Alemanha, Franga, Suica, dentre outros. O mercado mundial gira em torno de $62337
milhdes de ddlares ao ano (COMTRADE, 2022).

Segundo a EUROSTAT (https://ec.europa.eu/eurostat/), em 2006, o Brasil
exportou para a Europa 12.526 toneladas de 6leo de laranja, onde 46% deste total foi
para a Holanda, 20% para a Alemanha e 19% para o Reino Unido. Considerando a
producao mundial de OE's, o Brasil se destaca como um dos 4 grandes produtores,
assim como a China, Indonésia e a india. Os 6leos produzidos aqui sdo, no geral,
subprodutos da industria de sucos (BIZZO, H. R.; HOVELL, A. N. C.; REZENDE, C.
.M, 2009).

A industria de cosméticos, principalmente o setor de perfumes finos, €, além
de um mercado global multibilionario, uma forte investidora no desenvolvimento
cientifico e de inovagdo. Na década de 50, muitas pesquisas comegaram a ser
desenvolvidas, o que ocasionou uma revolucdo no mercado de fragrancias.
Curiosamente, na mesma época em que a atriz Marilyn Monroe fez uma declaragéo
afirmando que “para dormir, entre ela e os lengdis s6 havia Channel N°5.” (SPEZIALI,
M. G., 2012).

3.2.2 Composicao

Estes 6leos sdo compostos de metabdlitos vegetais secundarios lipofilicos e
altamente volateis. Nas primeiras caracterizagoes, foram identificados terpenos,
principalmente mono e sesquiterpenos, porém, com o tempo, foram identificados
outros compostos, como alil e isoalil fenois. Além destes, também foram descobertos
diferentes terpenos com maior nimero de carbonos, como os diterpenos (RIOS, J-L,
2016).



Outros compostos também foram identificados em 6leos essenciais, obtidos
por destilagdo, visto que muitos outros metabdlitos vegetais, como gorduras,

cumarinas e alguns alcalbides sao destilaveis

3.2.3 Terpenos

Terpenos sdo moléculas compostas por carbono, hidrogénio e oxigénio, e os
mesmos formam um grupo de moléculas organicas produzidas como metabdlitos
secundarios, ou seja, nao estao envolvidos diretamente no processo de crescimento,
desenvolvimento e reproducdo. Sendo assim, principalmente em plantas, sao
utilizados como forma de evitar potenciais danos causados por predadores, ou outros
agentes externos, como temperatura ou perda de agua (CORREIA et al.,, 2008;
VIEGAS, J. C., 2003)

Quimicamente falando, sdo moléculas organicas com uma variagao estrutural
muito grande, atualmente mais de 35.000 s&o conhecidos. Alguns apresentam
estrutura linear, ciclica, hidrogenados ou oxigenados. Os que apresentam
hidrocarbonetos, sdo chamados de “terpenos” e contém duplas ligagcdes carbono-
carbono (MCMURRY, J., 2010).

No OE de noz-moscada, encontramos alguns terpenos como o a-pineno, -
pineno, sabineno, limoneno e 4-terpineol (SPRICIGO, C. B. et al., 1999). A
denominacao “terpenoide” vem da modificagdo de um terpeno, onde grupos metila sdo
rearranjados ou substituidos por oxigénio, podendo entdo, apresentar varias funcoes
guimicas, como alcoois, acidos, cetonas, dentre outros (SADTLER, SP., 1918)

Basicamente, os terpenos sao constituidos de unidades de isopreno (2-metil-
1,3-butadieno), evidenciado na figura 1, de formula geral CsHs, apresentando
variagdes na estrutura e na forma como as unidades se ligam, podendo apresentar
ligacoes 1-4, que caracteriza a “Regra do Isopreno”, ou ligacdes 4-4, sendo este ultimo
chamado de “terpeno irregular’, como € o caso do B-caroteno, representado na figura
2. Alguns apresentam forma ciclica, como o limoneno, mostrado na figura 3, e também

podem apresentar variacoes em suas ligacoes (FELIPE, L.; BICAS, J., 2017).
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(2-metil-1,3-butadieno)

Figura 1: Isopreno
Fonte: Autoria Préopria/ChemScketch
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Figura 2: Estrutura do B-caroteno, representada a ligagao 4-4
Fonte: Autoria Propria/ChemSketch

(1-metil-4-prop-1-en-2-il-ciclohexeno)

Figura 3: R-Limoneno e S-Limoneno
Fonte: Autoria Propria/ChemSketch



Outra forma de classificar terpenos € quanto ao numero de unidades de

isopreno, como sugere a tabela 1:

Tabela 1: Classificagdao quanto ao numero de unidades de isopreno

Terpenos Unidades Atomos de
Carbono
Monoterpenos 2 10
Sesquiterpenos 3 15
Diterpenos 4 20
Sesterpenos 5 25
Triterpenos 6 30
Carotendides 8 40
Borracha 100+ 500+

Fonte: Organic Chemistry 8th edition, John McMurry

Mono e sesquiterpenos sao encontrados principalmente em plantas, porém,
os de estrutura maior ocorrem em plantas e animais. Por exemplo, o lanosterol
(lanosta-8,24-dien-3-ol), presente na figura 4, € um triterpenoide (C30) e é o composto

precursor de todos os horménios esteroides (MCMURRY, J., 2010)

Figura 4: Lanosterol (lanosta-8,24-dien-3-ol)
Fonte: Wikipedia/en.wikipedia.org
Porém, o isopreno ndo € a origem bioquimica dos terpenoides. Existem dois
compostos na natureza que sao os responsaveis, isopentenil pirofosfato e seu isbmero
dimetilalil pirofosfato, presentes na figura 5, onde a partir de duas rotas metabdlicas
diferentes, dao origem aos terpenoides (MCMURRY, J., 2010).

0—P—0—P—0 MD—F]’—D—Fl’—D_
o

O O O

Figura 5: Isopentenil difosfato e Dimetilalil difosfato, respectivamente
Fonte: Autoria Propria/ChemSketch



3.2.3.1 Mono e sesquiterpenos

Os mono e sesquiterpenos podem ser hidrogenados ou oxigenados, mas
também podem ser derivados de compostos alifaticos, aliciclicos ou aromaticos (RIOS,
J-L, 2016).

Exemplos de exemplos de sesquiterpenos sao apresentados na figura 6:
e Santalol (2-metil-5-(2-metil-3-metilideno-2-biciclo[2.2.1]heptanil)pent-
2-en-1-ol).
e Bisabolol ((2R)-6-metil-2-[(1R)-4-metilciclohex-3-en-1-illhept-5-en-2-ol
e Zingiberol(2-[(2R,4aR)-4a-metil-8-metilideno-1,2,3,4,5,6,7,8a-
octahidronaftalen-2-il] propan-2-ol)

e Farseno ((3E, 6E)-3,7,11-trimetildodeca-1,3,6,10-tetraeno)

OH

OH
Santalol
Sandalo Zingiberol
{Santalum Album) Gengibre

(Zingiber Officinali)

L

-
-

HO

Bisabolol )
Camomila Ifa_rnemnc:r
(Matricaria Recutita) Camomila-do-campo

(Artemisia annua)

Figura 6: Exemplos de Sesquiterpenos alifaticos, mono e biciclicos, hidrogenados e
oxigenados
Fonte: Autoria Propria/ChemSketch



Alguns exemplos de monoterpenos na figura 7:
e «a-pineno e B-pineno ((1S,5S)-2,6,6-Trimetil-biciclo[3.1.1]hept-2-ano e
6,6-dimetil-2-metilenobiciclo-[3.1.1]-heptano) respectivamente;
e Geraniol (3,7-dimetil-oct-2,6-dien-1-ol);
e Terpinen-4-ol (4-metil-1-propan-2-ilciclohex-3-en-1-ol);
e Linalol (3,7-dimethylocta-1,6-dien-3-ol);
e Mentol ((1R,2S,5R)-2-isopropil-5-metilciclohexanol)
e Cineol (1,3,3-Trimetil-2-oxabiciclo[2.2.2]octano)

alfa-pineno  beta-pineno 1 "OH
Terebintina (Pinus spp.)

Geraniol Terpinen-4-ol
OH Rosa do Damasco Arvore do Cha
(Rosa Damascena) (Melaleuca Artenifolia)
OH
Linalol :
Coentro /’t\
(Coriandrum Sativum) Mentol 1,8-cineol
Hortela-Pimenta Eucalipto
(M. Piperita) (Eucalyptus Globulus)

Figura 7: Exemplos de monoterpenos alifaticos, mono e biciclicos, hidrogenados e oxigenados
Fonte: Autoria Propria/ChemSketch



3.2.3.2 Regra do Isopreno

O Isopreno € um hidrocarboneto volatil, alifatico (de cadeia aberta) e incolor
com duas liga¢des duplas conjugadas, podendo ser representado na forma CH2=CH-
C(CHs3)=CH2. Sendo entao, a base estrutural dos terpenos. Por polimerizagao, sao
obtidos alguns tipos de borracha sintética. Apesar de haver diferencas estruturais,
todos os terpenos sao estruturados em blocos de 5 carbonos ligados na ordem
“cabeca-a-cauda”, ou seja, ligacées entre o carbono 1 e o carbono 4 (1-4), como
mostra a figura 8 (LOOMIS, W. D., CROTEAU, R., 2014; ESCHENMOSER, A.,
ARIGONI, D., 2005). Conforme a figura 8.

1 3 1 3

Figura 8: Estrutura do Mirceno, exemplificando uma ligagao (1-4)
Fonte: Autoria Propria/ChemSketch

3.2.3.3 Quimica do cheiro

Os terpenos sao, na maioria das vezes, 0s responsaveis pelo aroma
caracteristico de flores, frutas, cascas e principalmente dos 6leos essenciais. Sendo
estes, explorados comercialmente pela industria alimenticia, e de perfumes (KUTYNA,
D., BORNEMAN, A., 2018).

Monoterpenos como o limoneno e o linalol, sdo utilizados para conferir aroma
de limdo a bebidas, ja o aroma de manga, vem de terpenos como terpinoleno,
cariofileno, dentre outros (HAUSCH, B., et al. 2015; LI, et al. 2017).

Ecologicamente, os aromas sao importantes, pois servem para atrair
polinizadores e ganharam o interesse humano, pois sao fragrancias agradaveis e um

mercado com muito potencial para ser explorado (RAGUSO, R.,. 2016).



Existe ainda, a aromaterapia, que consiste no uso de 6leos essenciais no
tratamento de doencas, tanto psicologicas, quanto fisicas. O dleo € inalado, onde, uma
vez transportado pelas vias aéreas e em contato com cilios olfativos, causa uma
reacao, que é transformada em um estimulo elétrico, sendo transportado até o cérebro.
No cérebro, é desencadeado uma sequéncia de reagcées que uma restauracao do
equilibrio, podendo entéao, reduzir sintomas (ANDREI, P., COMUNE, A. P. 2005).

3.3 NOZ-MOSCADA

Figura 9: Fruto da Moscadeira
Fonte: Santosh Varghese / shutterstock.com

3.3.1 Origem, Historia e Caracteristicas

A Myristica fragans, sempre foi amplamente utilizada no preparo de alimentos
e de chas medicinais pelos povos antigos e atualmente pelas industrias farmacéutica
e de alimentos. Os efeitos promovidos por ela vao desde curar sintomas patologicos
do aparelho respiratoério e digestorio a efeitos psicoativos pelo consumo excessivo. Ja
no caso do preparo de alimentos, atua como conservante (antioxidante e
antimicrobiano) (OLIVEIRA, G. F. T., FURLONG, E. B. 2007).

Originaria da Indonésia, mais precisamente das ilhas Molucas, a noz-
moscada veio para o Ocidente em navios de mercadores na época das Grandes
Navegacoes, ja que era de extrema importancia (STEIN, U., 2001: UCHIBAYASHI, M.,
2001).



O termo "noz-moscada" se refere a especiaria que € obtida a partir da semente
do fruto de uma arvore de grande porte, chamada popularmente de "Moscadeira"
(Myristica fragans). Por se adaptar bem ao clima tropical, passou a ser cultivada
também em paises como india, Singapura, Colémbia, algumas ilhas do Caribe e no
Brasil. O fruto é vermelho e quando madurece, libera a semente que se encontra
protegida por uma membrana avermelhada denominada "macis". Possui sabor
adocicado e picante. Comercialmente, a semente é extraida e passa por um processo
de secagem, podendo ser vendida inteira ou em p6 (RAFOLS, W., 1963; SPRICIGO,
C. B., 1999).

3.3.2 Composicao

Sendo a composicao quimica variavel devido a condi¢des bidticas e abidticas,
como clima, composicdo do solo, época do plantio, forma de colheita e
armazenamento, encontra-se na literatura uma composicédo centesimal média de 9%
de umidade, 2,5% de cinzas, 27% de amido, 33% de lipidios, 4,5% de Oleos
essenciais, 9,6% de compostos nitrogenados e 14,5% de compostos néo nitrogenados
(MORGAN, R., 1994).

As sementes sao utilizadas na producdo de uma emulsdo, comumente
denominada “manteiga”, contendo cerca de 40% de matéria extraida. A emulsao é
obtida por pressado, resultando em gordura, de coloragdo amarela e odor
caracteristico, onde seu principal componente € o triglicerideo de acido miristico,
chegando a 75% de sua totalidade (RAFOLS, W., 1963; GERHARDT, U., 1975).

Analogamente a composi¢cdo centesimal, os componentes presentes nos
Oleos essenciais também variam com a origem, clima e solo. Destes 6leos, cerca de
80% ¢é composto por terpenos (moléculas formadas por carbono, hidrogénio e
oxigénio). Tao importante quanto os terpenos, sdo0 0s compostos aos quais se
atribuem os efeitos psicoativos, conservadores e aromaticos, tendo as estruturas
representadas nas figuras 10 e 11, sdo eles a miristicina (6-alil-4-metoxi-1,3-
benzodioxol), o safrol (5-alil-1,3-benzodioxol), o eugenol (4-alil-2-metoxifenol), e a
elemicina (5-alil-1,2,3-trimetoxi-benzeno), dentre estes, a miristicina € a responsavel
pelo odor tipico (ARCHER, A. W., 1988).
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(6-alil-4-metoxi-1,3-benzodioxol)

Figura 10: Safrol, eugenol e miristicina, respectivamente
Fonte: Autoria Propria/ChemSketch
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(5-alil-1,2,3-trimetoxibenzeno)

Figura 11: Estrutura 2D da Elemicina
Fonte: Autoria Prépria/ChemSketch

Considerando a noz-moscada antes de qualquer extragdo, encontra-se a

miristicina representando até 2,9% do peso total e o safrol, cerca de 0,3%, ja nas

amostras de OE, a miristicina varia entre 3,9 a 12,8% e o safrol de 0,53 a 3,42%

(ARCHER, A. W., 1988).



3.4 MIRISTICINA

Liquido incolor oleoso, com baixissima solubilidade em agua, pouco soluvel
em etanol e muito soluvel em éter e benzeno, apresentando um aroma balsamico-
amadeirado (PUBCHEM, 2021). A miristicina € amplamente utilizada em suplementos
alimentares e alimentos aromatizados, como o éleo de endro, por exemplo, que
apresenta cerca de 7%, noz-moscada seca, com aproximadamente 4% e cenoura
fresca com 0,003% de Miristicina na sua composigéo (ZHU, X. et al., 2019).

Esta molécula também se faz presente em diversas plantas medicinais em
todo o mundo, como por exemplo, a Piper mullesua, Pseudorlaya minuscula,
Pseudorlaya pumila, e Daucus glochidiatus (HARBORNE, J. B., 1969).

3.4.1 Estrutura e Identificacao

A molécula denominada pela IUPAC como 4-metoxi-6-prop-2-enil-1,3-
benzodioxol, que é apresentada na figura 12, possui formula molecular C11H120s3,
sendo entédo seu peso molecular igual a 192,21 g/mol, ponto de ebulicdo em 276,5°C
e ponto de fusdo em -20°C (PUBCHEM, 2021).

Vo4

Figura 12: Estrutura 3D da Miristicina
Fonte: PubChem



3.4.2 Aplicacoes

Como as propriedades do OE de noz-moscada ja eram conhecidas pela
medicina tradicional (baseada nas teorias, crencas e experiéncia de diversos povos e
culturas), despertou-se um interesse por parte das industrias farmacéutica, de
alimentos e cosméticos, pois apresentava muitos usos, principalmente
medicamentosos, visto que apresenta poder anti-inflamatério, antiflatulento,
antidiarréico, antitrombotico, e € também um agente hipolipemiante (que controla os
niveis de colesterol) e afrodisiaco (OZAKY, Y., et al., 1989; JANSSENS, J., et al., 1990;
RAM, A., et al., 1996; OLAJIDE, OA., et al., 1999; TAJUDDIN et al., 2003)

Foi testada a atividade inseticida em larvas Spilarctia obliqua, aplicada
topicamente, resultando na morte eficiente apos 24 h, sendo a dose letal para eliminar
50% da populagao (LD50) igual a 104mg larva-'. No entanto, quando aplicada em uma
dieta, resultou em baixa mortalidade (SRIVASTAVA, S., et al., 2008).

Foi investigado também, o potencial de causar apoptose (morte celular
programada) em células K562 (relacionadas a Leucemia). Os resultados obtidos
apontam que, no geral, a miristicina pode induzir apoptose, definida por altera¢des no
potencial da membrana mitocondrial, fragmentacdo de DNA, liberacdo de citocromo
C, dentre outras caracteristicas avaliadas (MARTINS, C., et al., 2014).

Na industria de alimentos, nota-se o uso do 6leo, devido ao aroma tipico que
provém da presenca de miristicina, em substituicdo a noz-moscada, ja que é mais
marcante sensorialmente, além de evitar a presenca de particulas em bebidas e
alimentos. Sendo entdo, muito aplicada na producdao de comidas, xaropes e doces,
bebidas n&o alcodlicas e cremes dentais (FAO, 2000; YUN, C-H., et al., 2003). Os
principais efeitos psicoativos e farmacoldgicos sédo atribuidos a presenca de miristicina
(metil iso-eugenol) e a elemicina (metoxy eugenol) (FAO, 2000; STEIN, U., 2001).



3.4.3 Toxicidade

Apesar de toda a aplicabilidade, o mecanismo de toxicidade permanece
incerto. Varios estudos apenas apontam que elevados niveis de Miristicina na noz-
moscada, foram responsaveis por intoxicagdes (STEIN, U., 2001; BEYER, J., 2006).

Em um estudo desenvolvido, por meio de incubagdo microssomal em figado
de rato, dois metabdlitos da miristicina foram produzidos e identificados na urina dos
mesmos, sendo eles o 5-alil-1-metoxi-2,3-dihidroxibenzeno e 1’-hidroximiristicina.
Verificou-se que os citocromos CYP3A4 e CYP1A2, foram os que mais contribuiram
para a formacgao do 5-alil-1-metoxi-2,3-dihidroxibenzeno a partir da Miristicina (LEE et
al, 1998; YUN, C-H., et al, 2003).

Baseado no estudo anterior, foi realizado um estudo sendo e idntificados e
caracterizados, 10 metabdlitos da Miristicina e 11 da 1’-hidroximiristicina, in vivo e in
vitro, por meio de analise UPLC-QTOF-MS/MS (ZHU, X., et al 2019). Os metabdlitos

representados nas figuras 13 e 14, a seguir:
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Figura 13: Vias metabdlicas propostas da miristicina
Fonte: Journal of Agricultural and Food Chemistry. (Zhu, X., et al, 2019).
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Figura 14: Vias metabdlicas propostas da 1'-hidroximiristicina
Fonte: Journal of Agricultural and Food Chemistry.( Zhu, X., et al, 2019).

As reagdes metabdlicas da Miristicina, na primeira fase, incluiram
desidratacdo, hidroxilagdo e abertura do anel de dioxolano e na segunda fase,
continham N-Acetilcisteina (NAC) e acido glucurénico conjugado. Ja as reagoes da 1’-

hidroximiristicina, na primeira fase envolveram hidroxilagdo, desmetilagéo,



desidrogenacao e desidratacao, na segunda fase, apresentaram cisteina (Cys) e NAC
conjugados (ZHU, X., 2019.)

A literatura demonstra que, a ingestao de, aproximadamente, 20 g de noz-
moscada, apés 1-7 h, é capaz de provocar efeitos psicoativos como delirios,
convulsdes, desorientagdo temporal, letargia, alucinagédo e euforia. Ao mesmo tempo
gue podem ocorrer nauseas, dor de cabeca, excitacdo, boca seca, midriase ou miose
(dilatagdo e contragcdo da pupila), taquicardia, angustia e tontura. A intensidade dos
efeitos diminui apés 24 h (FARNSWORTH, N. R., 1968; ABERNETHY, M. K.,
BECHER, L. B., 1992; HALLSTROM, H., THUVANDER, A. A., 1997; STEIN, U., 2001).

A dose letal (LD) da miristicina em ratos é de 2600 mg kg-', em camundongos
¢é de 4620 mg kg'e em hamsters 6000 mg kg-!'. Em humanos, ha apenas relatos, onde
por exemplo, uma crianga de 8 anos ingeriu duas nozes, que ocasionou no falecimento
da mesma e um homem de 55 anos, também faleceu por suspeita de envenenamento
agudo por noz-moscada, posteriormente, foram encontrados 4,0 ug ml'em seu
sangue (HOLSTEGE, C. P., 2005)

3.5 METODOS DE EXTRACAO DE OLEOS ESSENCIAIS

A extracdo de Oleos vegetais pode ser realizada por métodos como a
prensagem, considerada o mais “natural” pois produz um 6leo de boa qualidade e por
nao gerar residuos toxicos. Ou também, por métodos quimicos, utilizando solventes
organicos, que possuem a desvantagem de gerar residuos téxicos e necessitar realizar
a separacao do solvente no extrato (ECYCLE, 2021).

Ja a extracao de Oleos essenciais € realizada por processos quimicos como
a hidrodestilacao, destilagao por arraste a vapor, extragcao por solvente, sendo dividida
em duas, extracao liquido-liquido (ELL) e extracdo sodlido-liquido, ou com fluido

supercritico.



3.5.1 Destilacao por Arraste a Vapor

A destilacdo por arraste a vapor se baseia na diferengca de temperatura que
compostos especificos volatilizam, e se faz vantajosa no quesito de ser relativamente
simples e econOGmica, ja que possibilita 0 uso de quantidades grandes de matéria-
prima (STEFFANI, E., 2003).

Este processo é bem parecido com a hidrodestilagdo, porém o solvente é
evaporado em uma caldeira, passa pelo destilador onde esta a amostra, arrastando
juntamente o OE, apds passa por um condensador que o faz retornar para a fase
liquida e segue para o coletor, onde sera separado por diferenca de polaridade
(STEFFANI, E., 2003).

3.5.2 Extragao por Solvente

Alguns 6leos especificos podem ser sensiveis a temperatura, necessitando da
utilizacdo de solventes organicos para serem extraidos, sendo alguns exemplos de
solvente o hexano, metanol, propanol, etanol e acetona (FILIPPIS, F. M., 2001).

A escolha do solvente se da pela avaliagdo da polaridade, sendo escolhido
geralmente solventes apolares, com seletividade e baixo custo, além de ser
quimicamente inerte e possuir baixa temperatura de ebulicdo (FULLER, T. N., 2008;
BIASI, L. A.,, DESCHAMPS, C., 2009).

3.5.2.1 Extracéo liquido-liquido (ELL)

E o método utilizado para transferir um ou mais componentes de uma mistura
para outra fase liquida, baseado na diferenca de solubilidade entre os dois liquidos,
que geralmente sdo agua e um solvente organico (FOUST, S., et al, 1982).

E uma técnica basica em laboratérios quimicos, em que as substancias
desejadas se dissolvem preferencialmente em um solvente, realizado em funil de
separagao, onde ha separacao de fases e as fases podem ser separadas de forma
mecanica (COULSON, M., et al, 1968).



3.5.3 Extracdao com Fluido Supercritico

Qualquer substancia em uma temperatura e pressdo acima do seu ponto
critico € chamada de Fluido Supercritico, pois acima daquele ponto, a separagéo das
fases liquida e gasosa nao € visualmente perceptivel, além de adotar comportamentos
como efluir através de solidos, como um gas, e dissolver substancias, como um
liquido. Comumente utilizado na extragdo de compostos bioativos, € vantajoso devido
ao melhor rendimento e pureza obtidos e também, pela facilidade em separar soluto
do solvente, direcionando a mesma, apenas controlando temperatura e pressao
(ARAUJO, J. M. A, 2011).

3.5.4 Extracdo em Maquina de Café Expresso:

Um trabalho foi desenvolvido com intuito de facilitar o entendimento sobre
extracoes, isolamento de moléculas organicas, espectroscopia, cromatografia e
aspectos da quimica medicinal. Utilizando-se de uma maquina de café expresso
doméstica e ndo modificada para desenvolver um experimento baseado em extrair e
separar eugenol de cravos por destilagao a vapor (JUST, J., et al,. 2015).

Os experimentos de extragdo sao relativamente simples, porém demandam
diversos equipamentos, entre vidrarias e chapas ou mantas de aquecimento, € 0
processo € lento, se da por concluido em algumas horas. Com auxilio da maquina de
café expresso, o tempo do procedimento reduz para minutos e o equipamento
necessario € a prépria maquina e seus componentes.

O processo utilizado pela maquina de café é parecido com a extragao por agua
guente pressurizada (PHWE), onde o solvente aquecido é forcado a passar por uma
capsula contendo café a pressdes de aproximadamente 9 bar. Existem 4 principios
basicos para uma boa extragao do café, sendo:

) Dissolucao dos compostos soluveis;

1)) Dissolucao de compostos menos soluveis facilitada por pressao;

11)) Degradacao térmica aprimorando a solubilidade;

IV)  Presenca de fase movel para remocao fisica dos compostos da planta.

(ZHANG, C., 2012).



3.5.4.1 Extracdo com agua quente pressurizada (PHWE)

Esta técnica se tornou popular, por ser considerada um método “verde”, ou
seja, ndo traz maleficios ao meio ambiente, e por ser eficiente para diferentes tipos de
matrizes. Também pode ser aplicado no preparo de amostras, visto que, a
metodologia é capaz de extrair contaminantes organicos utilizados na analise de
seguranca alimentar e de solos (TEO, C., et al., 2010)

Os parametros fundamentais que influenciam na seletividade e eficiéncia
desta extracao sao, principalmente, a temperatura, pressao, tempo de extragédo, vazao
e adicao de modificadores (ANDERSSON, T., et al., 2003).

A temperatura se torna o principal fator que influencia na eficiéncia e
seletividade, visto que € capaz de mudar as propriedades fisico-quimicas da agua e
ocasionar decomposicao térmica do analito. Nesta técnica, a temperatura alta de
extracao, que geralmente esta acima do ponto de ebulicdo do fluido utilizado, aliado a
pressdes, atinge vantagens como alta difusdo, baixa viscosidade e baixa tensao
superficial (SMITH, R. M., 2002).



3.5.4.2 Eficiéncia

A extragao tradicional de compostos bioativos € baseada no poder de extracao
de diferentes solventes e aplicacdo de aquecimento e/ou agitacdo. Contudo, algumas
de suas principais desvantagens sao o elevado tempo, solventes toxicos e
decomposicado de compostos termolabeis (GIL-CHAVES, G. et al., 2013; AZMIR, J. et
al., 2013).

Paralelo as tradicionais formas de extracdo, existem métodos promissores
como a extracao assistida por micro-ondas (MAE), extracdo assistida por ultrassom
(UAE), extracdo por solvente pressurizado (PSE), dentre outros. Sendo entdo as
principais vantagens, a significante redu¢cao no consumo de solventes e no tempo de
analise, porém, o uso de um equipamento especifico e a necessidade de manutencgao,
podem tornar o processo caro (ZOUGAGH, M. et al., 2004; PLAZA, M., TURNER, C.,
2015)

Apesar de todo o esforco e avancos obtidos com as técnicas mencionadas
anteriormente, a busca pela metodologia de extragcdo mais eficiente, rapida e de baixo
custo ainda continua (MARTINEZ-SENA, M. et al., 2017).

No campo da extragado de terpenos, a partir de produtos naturais, foi proposto
a utilizagcdo de uma maquina de café expresso para a extracao qualitativa de eugenol
de cravo (JUST, J. et al, 2015).

Um erro associado a utilizacdo da maquina de café expresso, € a
contaminagao cruzada, devido a reutilizagdo das cépsulas reciclaveis, podendo ser
evitado aplicando uma etapa de limpeza entre as extragdes, ou trocando de capsula
(MARTINEZ-SENA, M. et al., 2017).

A metodologia proposta € uma alternativa aos procedimentos comuns, pois
apresenta menor custo e maior rapidez, custando cerca de 60 euros,
aproximadamente 400 reais, e obtendo tempos de 20 a 30 segundos para cada
extracdo. Sendo assim, a metodologia pode ser facilmente adotada de forma global,
fomentando a pesquisa e desenvolvimento, mesmo com poucos recursos
(MARTINEZ-SENA, M. et al., 2017).



3.6 METODOS DE SEPARAGCAO E IDENTIFICACAO

Existem diversas técnicas de separagao analitica, como por exemplo, a
separacao por precipitacao, por destilagdo, extracao organica ou inorganica, podendo
ser solido-liquido ou liquido-liquido, e as cromatograficas. Atualmente, dentre as
técnicas de separacdo, a que mais se destaca é a cromatografia, visto sua ampla
aplicabilidade tanto na separacdo, quanto na identificacdo e determinagcdo de
compostos (SKOOG, D. A, et al., 2006).

3.6.1 Cromatografia

A cromatografia € uma técnica onde, a partir de uma mistura, € possivel
separar os componentes baseado nas diferencas de velocidades de eluicdo, obtidas
a partir da passagem através de uma fase estacionaria, por uma fase mével liquida ou
gasosa (SKOOG, D. A, et al., 2006).

Um cromatografo a gas, como sugere a figura 15, é constituido por:

1) Fase Movel (F.M), que elui pelo sistema arrastando o analito;

) Bomba, que garante pressao constante e forga a passagem da F.M.;
3) Injetor, que injeta a amostra no sistema e garante e repetibilidade;

) Coluna (Fase Estacionaria, F.E), que separa os componentes da amostra
por interagdes intramoleculares;
5) Detector, que recebe e gera os sinais posteriormente interpretados por um

software especifico.
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Figura 15: Partes de um cromatografo a gas
Fonte: en.wikipedia.org / Autor: Offnfopt

Quanto a divisdo dos métodos, sdo dois tipos basicos, a cromatografia planar
(CCD), onde a fase estacionaria usa uma placa plana ou papel poroso como suporte,
para que a fase moével elua (se desloque), por capilaridade ou por influéncia da
gravidade e a em coluna, onde a fase estacionaria fica dentro de um tubo estreito e a
fase movel se desloca devido a uma pressao aplicada (SKOOG, D. A., et al., 2006).

Também é possivel dividir os métodos cromatograficos em coluna como

mostra o fluxograma 1, apresentado abaixo:

Cromatografia

‘ Liguida 3 l > 3asosa

—

Liguido-Liquido Liguido-Solido Gas-Liguido Gas-Solido

Fluxograma 1: Classificagdao dos Métodos Cromatograficos em
ColunaFonte: Autoria Propria



3.6.2 Cromatografia em Oleos Essenciais

CG é o método de anadlise para misturas, onde o analito deve ser
termicamente estavel e de facil volatilizacdo, que é o caso dos 6leos essenciais. Nesta
metodologia, utiliza-se como fase movel um gas inerte, geralmente Hélio (He), ja que
sua funcao é exclusivamente de transporte. O método GC (gas-solido), conta com uma
fase estacionaria sdlida e o analito fica adsorvido na mesma, porém este tipo € pouco
utilizado. O método GC (gas-liquido), conta com a divisdo do analito entre a fase mével
e a fase liquida imobilizada na superficie de um solido inerte (SKOOG, D. A, et al.,
2002).

Gases ou moléculas organicas podem ser separadas devido as interagdes que
fardo com a coluna (fase estacionaria), enquanto sdo arrastadas pelo gas inerte (fase
movel). Os compostos que interagem pouco com a F.E serdo eluidos primeiro, até o
detector, gerando um sinal, em seguida os que possuem mais afinidade. A analise em
si € rapida, porém alguns analitos podem exigir preparo prévio (BARTLE, 2002).

Ainda pode-se dividir a técnica em duas, cromatografia gasosa (CG) e
cromatografia gasosa de alta resolucao (CGAR), a diferenca se da no fato de que na
CGAR, a coluna € maior em comprimento € menor em didametro, além disso, possui
uma fase liquida aplicada como “filme” (camada muito fina), nas paredes do tubo da
coluna, sendo entdo mais eficiente quando comparada ao CG comum (DEGANI; A;;
CASS, Q.; VIEIRA, P. 1998.)

A CGAR tem capacidade para alta resolucado, porém este fator depende,
principalmente da eficiéncia e da seletividade da coluna, e esta eficiéncia esta
diretamente ligada ao numero de pratos tedricos (COLLINS, C.; BRAGA; G;
BONATO, P. 2006).



3.6.3 Cromatografia em Camada Delgada

Apesar de existirem outras técnicas analiticas, como CG ou a cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE), a CCD ainda permanece sendo o método mais util,
rapido e de baixo custo para separacao e identificagdo de misturas complexas de
matrizes vegetais (WAGNER, H., BLADT, S. 1996).

Séao utilizadas placas de silica, visto que as mesmas sao muito eficientes na
absorcdo de compostos. Quando salas especiais para realizagcdo deste tipo de
metodologia ndo estao disponiveis, as analises podem ser realizadas em capela a
temperatura ambiente. E importante salientar que esta técnica se faz muito Util,
quando ha repetibilidade nas condi¢cdes adotadas e os detalhes necessarios podem
ser encontrados em farmacopeias e livros (WAGNER, H., BLADT, S. 1996).

3.6.4 Espectrometria UV-Vis

Ao emitir radiagao continua em um material, uma parte dessa radiagdo pode
ser absorvida, pois esta associada as transicbes eletrbnicas, resultando em um
espectro, geralmente registrado como uma fungao de absorbancia vs comprimento de
onda. Nesta absorcdo, um elétron passa de um estado de energia mais baixo, para
um estado de energia mais alto (PAVIA, D. et al. 2010).

No caso de moléculas, por haverem muitos modos excitados de vibracéo e
rotacdo, a absorcao de radiagdo UV se da numa ampla faixa de comprimentos de
onda, sendo assim, o espectro UV das mesmas geralmente se da por uma banda

larga, centralizada no ponto onde ha maior absorcao (PAVIA, D. et al. 2010).



3.6.5 Espectrometria de Massas

Esta técnica € baseada na formacao e deteccao de ions, de acordo com sua
massa e carga. O sinal gerado € convertido em um grafico de massa x abundancia.
Existem diversas formas de produzir estes ions, a mais comum € denominada impacto
de elétrons, onde uma amostra sob alto vacuo é bombardeada com um feixe de
elétrons. O impacto faz com que a molécula perca 1 elétron, assim ficando com carga
+1 e um elétron ndo compartilhado, adquirindo entdo a denominagao “ion molecular”
(SOLOMONS, T. W. G., 2009).



4 MATERIAL E METODOS

O presente trabalho visou aprimorar uma técnica, diminuindo o tempo de
extracdo do OE de noz-moscada, a partir da utilizagdo de uma maquina de café

expresso. Seguindo o fluxograma 2, que mostra o procedimento adotado.

) “‘m\ Destilacéo
| Obtencfio da 4,1 2 e o] )—Jna maquina

' Noz-Moscada / estufa a 40° E/

4 de cafe

\ r Qr

Separachio do."f Rotaevaporacio

| : Coleta | Limpeza

em banho de
\S.;EV?E agua a b0°"C
——

——

— Y X

Aplicacdo do —

{ iy \‘4’* Sl Analise
|__secante / IiBENEpOrICdD

L4 /

Fluxograma 2: Procedimento de obtengéao do extrato
Fonte: Autoria Propria



4.1 COLETA DE AMOSTRA

Em um supermercado proximo, foi adquirido aproximadamente 100 g de noz-

moscada in natura e moida, suficiente para a extracao.

4.2 PREPARO DE SOLUCOES

Solugéo aquosa de etanol 25%:
O preparo da solugéo iniciou-se a partir de 250 mL de etanol P.A, medidos em
proveta, em seguida transferidos para baldo volumétrico de 1 L, onde foi avolumado

com adi¢do de agua destilada e apos, armazenado de forma adequada.

Solugdo de NaOH 2 mol L
Esta solucdo foi preparada pesando 40 g de hidroxido de sodio em

micropérolas, que foram transferidos cuidadosamente, aos poucos, para balao
volumétrico de 500 mL em banho de gelo (devido ao processo ser muito exotérmico,
o0 NaOH pode fundir no fundo do baldo). Apos avolumado com agua destilada, foi

armazenado adequadamente.

Solugédo de HCI 10 mol L

Em baldo volumétrico de 100 mL, foi adicionado um pouco de agua destilada,
logo apéds, foram mensurados 82,86 mL de HCI P.A, em pipetas de 10 e 5 mL e
transferidos para o baldo, entdo foi avolumado com agua destilada e armazenado

adequadamente.

4.3 SOLVENTE DE EXTRAGAO

O solvente foi preparado a partir da diluicao de etanol P.A em agua destilada,
seguindo a proporcao 25% (v/v), ou seja, em um baldo volumétrico de 1 L foi
adicionado 250 mL de etanol P.A, 750 mL de agua destilada com auxilio de uma

proveta.



4.4 EXTRAGCAO

Para realizar a extragdo do OE, primeiro foi realizada a secagem da amostra

em estufa até peso constante. Entdo, em posse da maquina de café expresso, foi

realizada um processo de limpeza, externo e interno (funcao do proprio equipamento).

Apoés adicionado 2 g de amostra em uma capsula reutilizavel e o solvente
despejado no reservatério da maquina, a mesma ¢ ligada e aquecida.

Para cada amostra, a noz-moscada em poé foi submetida a passagem de
aproximadamente 200 mL de solvente aquecido a ~75 °C, sendo esta passagem
dividida em 4, resultando em coletas de aproximadamente 50 mL, com intervalos de
30 s entre cada passagem, retiradas em béquer.

Ao final da coleta foi realizado o procedimento de limpeza da maquina, sendo
uma passagem com etanol P.A e duas com &gua, para garantir que ndo haja

resquicios de outra amostra.

4.5 SEPARAGCAO DO SOLVENTE

Foi realizada rota evaporacédo por aproximadamente 10 minutos em vacuo
(7600 mmHg) e banho de dgua a 50 °C com o objetivo de retirar o etanol presente na
mistura.

A fase aquosa resultante, foi adicionado 150 mL de diclorometano P.A
(CH2Cl2), sendo uma dose de 50 mL por vez (3x50 mL). Entdo, de modo a extrair
seletivamente a miristicina na fase aquosa, foi preparado em um baldo volumétrico de
500 mL, em banho de gelo, a partir de 40 g de NaOH (99% de pureza) em pérolas,
uma solucdo 2 mol dm=3, em seguida esta solucéo foi adicionada em 3 doses de 30mL
(3x30mL).

Aos extratos de hidréxido de sédio, foi adicionado uma solugédo aquosa de HCI
10 mol dm3, preparado a partir de 82,86 mL diluidos em baldo volumétrico de 100 mL,
calculados com base em HCI P.A, 37% de pureza e densidade igual a 1,19 g cm™3, até
pH 1, onde se observa a formacdao de uma emulsdo. Novamente foi adicionado
CH2Cl2, porém em 3 doses de 20 mL. Foi adicionado sulfato de magnésio a mistura
obtida, em seguida a mesma foi filtrada e hovamente rota evaporada com o objetivo

de concentrar mais a amostra.



4.6 LIMPEZA DA MAQUINA

Para garantir os resultados obtidos, evitar contaminacdes e garantir a
durabilidade do equipamento, foi realizado um processo de limpeza, utilizando agua
destilada e etanol P.A. O equipamento conta com uma fungao especifica para limpeza
do mesmo.

Apos realizado o procedimento padrdao do equipamento, descrito no
fluxograma 3, o mesmo procedimento foi repetido, porém utilizando apenas etanol P.A
no reservatorio e a alavanca de selecado apenas na posicao “FRIO”, logo apds, com
apenas agua destilada no reservatorio e as duas posi¢cdes da alavanca de selecdo,

nesta ordem.

{ Ajuste do Ajuste da
[ Limpeza da | seletor de slaianends Bk
‘Equipamento/ volume no =yt

Lavagem e Coma

limpeza com ferramenta de Repete-se o

| move para a processo na
enxague no L s
su grhe de il poskan
m |IPARARII IIQ.UENTEII

capsulas

Fluxograma 3: Processo de Limpeza do Equipamento
Fonte: Manual de Instrugdoes da maquina utilizada

4.7 ANALISES

Se fez necessaria a adicdo de diclorometano (CH2Cl2) para coleta e
armazenamento da amostra em vial, visto que, a quantidade de 6leo obtida apo6s a
etapa de concentracdo foi muito baixa, entdo, foram realizadas 5 lavagens com
aproximadamente 1 mL de CH2Cl2, o conteudo foi transferido para um vial limpo e
seco, e estocado em geladeira com auséncia de luz e temperatura aproximada de 5
°C, de modo a evitar ao maximo a degradacao da amostra.



471 CCD

Para esta analise, realizada em capela, utilizou-se a fase moével
tolueno:acetato de etila (93:7) e fase estacionaria Silica Gel 60F 254 (Merk, Germany).
O agente revelador utilizado foi o Anisaldeido Sulfurico, que foi preparado da seguinte
forma: A uma mistura a 0 °C de acido acético (5 mL) e etanol absoluto (465 mL) é
adicionado o anisaldeido (12,5 mL), seguida pela adi¢cdo lenta de acido sulfurico
concentrado (17,5 mL). Por ser sensivel a luz, o armazenamento deve ser feito em
frasco ambar, envolto em papel aluminio e estocado em geladeira.

A cuba cromatografica foi improvisada em um béquer de 500 mL, onde
adicionou-se 10 mL da fase mével e juntamente uma folha de papel filtro para verificar
0 momento em que o ambiente estiver completamente saturado, todo o conjunto se
manteve tampado.

Em posse da placa com as marcagdes devidamente feitas, com auxilio de um

capilar, realizou-se 3 aplica¢des rapidas em cima do mesmo ponto, de modo a
fornecer material suficiente para separacao, porém controlando o tamanho do mesmo.

A placa foi inserida na cuba e aguardou-se a eluicdo da fase movel até a
distancia desejada. Apos a completa eluicdo, com aparato adequado, aplicou-se o
agente revelador e levou-se a placa até uma estufa previamente aquecidaa 110 °C e

la se manteve por 10 minutos.

4.7.2 Espectroscopia UV-Vis

O espectrofotometro utilizado foi o modelo UV-VIS DUPLO FEIXE IL-0082-Y,
da marca KASUAKI, que opera na faixa de comprimentos de onda de 190 =~ 1100 nm,
possui monocromador éptico de duplo feixe, largura de banda espectral de 2 nm,
ldmpada de deutério/tungsténio e detector de fotodiodo de silicio. Foi utilizada cubeta

de vidro.



O equipamento foi configurado para medir na faixa de 190 =~ 500 nm. Para
calibrar o “blank” (branco), a matriz utilizada foi diclorometano, ja que era o solvente
em que a amostra estava diluida. Ap6s adicionar a amostra em outra cubeta,
necessitou-se completar o volume com mais diclorometano, para garantir a passagem
correta da radiacdo. O espectro obtido foi salvo em pen-drive e os dados plotados no

software Origin 8.5.

4.7.3 Cor, Odor e Solubilidade

Sensorialmente, foi possivel destacar a cor e o odor da amostra. Para testar
a solubilidade, uma amostra foi dividida em 2 béqueres, adicionado agua no primeiro

e etanol no segundo, observou-se a ocorréncia de separacao de fases no primeiro.

4.7.4 Cromatografia Gasosa acoplada a espectrometria de massas

O equipamento utilizado foi um CG-EM da marca Shimadzu, modelo GC-2010
Plus, acoplado a detector de massas em tandem do tipo quadrupolo modelo TQ8040
e injetor automatico modelo AOC-5000 Plus. Sendo entdo a coluna capilar de silica
fundida Rtx-5MS (5% difenil + 95% dimetil polissiloxano) com 30 m x 0,25 mm x 0,25
pm.

Nas configuragdes de fluxo igual a 1,02 mL min-'de gas Hélio, no modo Split
1:90, temperatura de 250 °C no injetor e 70 eV no sistema de ionizagdo. Sendo
injetado 1 pL e em rampa de aquecimento, na temperatura inicial de 60 °C até 250 °C,

com aquecimento de 3 °C min-'.

4.8 INTERPRETACAO

Para interpretacao dos resultados obtidos, foi feita a identificacdo baseada no
indice aritmético (lIA), determinado a partir da injecdo de uma série homologa de
hidrocarbonetos lineares saturados contendo de C7 - C34 atomos de carbono, nas
mesmas condi¢des cromatograficas da amostra. Estes indices sdo calculados
utilizando os tempos de retengcdo obtidos e comparados com a literatura e seus

espectros de massas.



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 PREPARO DA AMOSTRA

Para o preparo da amostra, percebeu-se que a noz-moscada moida
industrialmente & muito fina e, quando entra em contato com o solvente, forma uma
massa que impede a passagem do mesmo, logo, para contornar o problema, utilizou-
se da noz in natura, moida com auxilio de almofariz e pistilo, peneirada e seca em

estufa a 40 °C. A figura 16 mostra a noz moida antes de ser peneirada.

Figura 16: Noz-moscada
moidaFonte: Autoria Propria

5.2 EXTRAGAO

Com aproximadamente 800 mL de etanol 25% no tanque da maquina de café
e a amostra adicionada e devidamente vedada na capsula reutilizavel, o seletor de
volume na posigdo minima (750 mL), apds alguns segundos de aquecimento, a
passagem do solvente € iniciada quando o seletor de temperatura é posto na posi¢cao
‘quente”. O procedimento demora em média 5 minutos. A figura 17 demonstra a

solucao obtida apés esta etapa.



Figura 17: Solugdo obtida apés extragao
Fonte: Autoria Prépria

Apos transferir o extrato para um balao esmerilhado e rotaevaporar por 10
minutos, sob vacuo (7650 mmHg) e a temperatura de 50 °C constantes, obtém-se uma
diminuicdo no volume do extrato em um baldo e um pequeno volume (T35 mL) no

outro, com odor e cor caracteristicos de etanol, tendo em vista que este era o objetivo.

5.3 SEPARACAO DO SOLVENTE

Na etapa de separacao do solvente, com o extrato transferido para um funil de
separagao e adicionado as 3 doses de diclorometano, seguindo a metodologia, onde
se faz necessaria a agitacéo e liberagao de gases, observa-se a formacao de duas
fases. Sendo entdo coletada a fase de diclorometano, a fase organica restante foi
armazenada para posterior tratamento de descarte.

A utilizacdo desta técnica € eficiente, pois considera-se que o soluto se
distribui entre os dois solventes e a substancia alvo apresenta melhor solubilidade no

solvente diclorometano.



Ao extrato de diclorometano, ainda em funil de separagao, é adicionado, em
3 doses de 30 mL, hidroxido de sédio, em seguida, aproximadamente 20 mL de HCI,
onde a solugao atinge pH = 1, logo, formam-se mais duas fases, sendo a fase superior,
aquosa, e a inferior composta por diclorometano. Coletada a fase de diclorometano, é
adicionado, também em 3 doses, 60 mL de diclorometano puro, de modo a garantir a
completa separacao da fase aquosa. Toda a solu¢ao aquosa € coletada e armazenada
para posterior tratamento e descarte.

A solugdo resultante é adicionado sulfato de magnésio anidro, um agente
secante, com a finalidade de retirar toda a agua que ainda poderia estar presente na
amostra, que é separado mecanicamente por filtracdo e o liquido coletado é
novamente rotaevaporado, sob vacuo, por aproximadamente 10 min a uma
temperatura de 40 °C. Logo apo6s as lavagens com diclorometano, a amostrada é

armazenada em vial, como representado na figura 18.

Figura 18: Amostra armazenada em vial
Fonte: Autoria Prépria



5.4 IDENTIFICAGAO

A primeira analise feita foi a sensorial, visto que, por se tratar de um OE,
existem caracteristicas especificas que podem ser facilmente notadas, como por
exemplo, a cor, odor e intensidade do odor, dentre outras. Como sugere a tabela 2, as

caracteristicas notadas foram:

Tabela 2: Classificacao sensorial do éleo obtido
Caracteristica Analise

OdorPicante
Intensidade do Odor Forte

CorAmarelo Claro

Fonte: Autoria Prépria

A cor do OE de noz-moscada foi avaliada em duas regides, alguns paises do
continente Americano, e alguns paises do sudeste asiatico. Foi constatado que na
primeira regido (Américas) a cor era sempre amarelo palido e na segunda regido
variava de incolor e amarelo. (GOPALAKRISHAN, M. 1992).

Quanto ao sabor, todos os 6leos essenciais sao caracterizados por um possuir
um sabor doce, adstringente e picante. (VENTURELLA, V. 2000). A solubilidade
também foi verificada e percebeu-se que o 6leo obtido era insoluvel em agua, porém
soluvel em etanol. Conforme a literatura, insolivel em agua, pouco soluvel em etanol
e muito soluvel em éter ou benzeno. (PUBCHEM, 2021)

A segunda andlise realizada foi a CCD, visto que: As “fingerprits” (célula
resultante da separacdo em placa) de cada molécula, e o detalhamento da
composicao quimica caracteristica de cada extrato, sdo uma fonte rapida e confiavel
de se identificar e verificar a pureza do material. (WAGNER, H., BLADT, S. 1996).



A partir da fase moével tolueno-acetato de etila (93:7) e tomando como agente
revelador anisaldeido sulfurico, obtivemos o resultado apresentado pela figura 19:

Figura 19: Amostra de OE de noz-moscada em placa de silica
Fonte: Autoria Prépria

Percebe-se a presenca de 4 pontos, sendo “1” a origem da amostra.
Calculando os Rf’s, obtemos o valor de 0,96 para o ponto “4”.

De acordo com o estudo de AL-JUMAILY, E. et al. (2012), que testou amostras
de diferentes formas de extragcdo do OE em questao, todas continham Miristicina, que
aparecia como uma area marrom, na parte superior da placa apresentando Rf = 0,9,

conforme mostra a figura 20:



Brown zone
Rr=10.9

Figura 20: CCD do OE em tolueno:acetato de etila
Fonte: AL-JUMAILY, E. et al., Journal of Al-Nahrain University, 2012.

A analise de compostos de material vegetal obtido comercialmente muitas
vezes apresenta zonas adicionais na parte de baixo da placa, ou seja, apresentam Rf
baixo. Estas areas surgem devido a resinificagdo, impurezas ou produtos de
decomposicao. (WAGNER, H., BLADT, S., 1996).

E faciimente notavel a diferenca entre os resultados, considerando os
processos aplicados e a CCD apresentada na literatura, é possivel propor que ocorreu
uma boa separacao e ha bons indicativos da presenga de mirsiticina.

Apés considerar as afirmagdes acima, foi adicionado o agente revelador em
excesso, de modo a tentar melhorar a visibilidade das “manchas” na placa de silica,

como mostra a figura 21:



Figura 21: Amostra de OE em placa com excesso de revelador

Desta forma, fica melhor evidenciado os pontos onde encontram-se as
substéncias analisadas.

A terceira analise realizada foi a espectroscopia UV-Vis, pois sabe-se que,
espectros de absorgéo, assim como as células na CCD, sao “impressdes digitais” dos
compostos, ou seja, caracterizam a presenca dos mesmos, 0 espectro obtido &

apresentado na figura 22:
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Figura 22: Espectro de absorgdao da amostra de OE

Pode-se observar no espectro de absor¢cao apresentado, uma banda na regiao
de 275 7300 nm. Conforme o “Case report” escrito por STEIN, U. et al. (2001). Em um
caso fatal de uma mulher de 55 anos, causado por intoxicagao por abuso na ingestao
de noz-moscada, a miristicina, pela primeira vez foi identificada no “post mortem
sérum” com auxilio de espectroscopia UV-Vis e CCD. No espectro obtido pelo UV-Vis,

a banda de absorcdao maxima se apresenta na regiao de 280 nm.
Sementes em pd de noz-moscada obtidas em diferentes locais, foram

analisadas, de modo a identificar e quantificar miristicina e safrol. Os comprimentos

de onda de absor¢do maxima ficaram entre 210 e 290 nm. (DIGHE, V.

CHAREGAONKAR, G. 2009).



Sendo assim, a quarta analise realizada foi a CG/EM, que resultou no

cromatograma apresentado na figura 23:
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Figura 23: Cromatograma com picos integrados da amostra de OE de Noz Moscada

Utilizado o software LabSolutions™ da Shimadzu, foi feita a integragcdo dos
picos do cromatograma da amostra, de forma manual, com o intuito de diferenciar
melhor os sinais gerados e obter uma integragdo mais precisa. Os padrdes tiveram os
picos integrados de forma automatica, visto que seus resultados ja sdo conhecidos e
bem definidos, porém foram selecionados, com base nos tempos de retencao, apenas
aqueles que poderiam ser comparados com a amostra.

De maneira a facilitar a visualizagdo dos compostos identificados, assim como

seus tempos de retencdo, porcentagem em area e indices aritméticos, foi elaborada

a tabela 3:
Tabela 3: Dados para identificagdo dos compostos
Compost TR 1A %

o

1 32,86 135 0,15
6 8

2 33,34 137 0,11
0 0

3 34,11 139 0,09
3 0

4 40,50 156 88,7
8 3 1

5 45,96 172 0,86
5 4

6 47,04 175 5,42
8 7

7 52,23 192 0,47
0 4

8 52,45 193 3,75
5 1

9 53,21 195 0,41

5 7




Para os calculos do indice aritmético, foram utilizados os tempos de retengao

para os padrdes de n-alcanos indicados na tabela 4, a seguir:

Tabela 4: Dados dos padroées

n- TR
alcano

13 30,584
14 34,519
15 38,258
16 41,805
17 45,199
18 48,431
19 51,529
20 54,489
21 57,330

Torna-se notavel que as porcentagens que representam a quantidade do
composto na amostra, sdo quase insignificantes com exce¢édo de uma, porém todos
os IA’s foram comparados com a literatura. Sendo identificados entao, apenas 3 deles.

Para o composto 2,com TR =33,340 e IA = 1370, temos o espectro de massas

apresentado na figura 24:
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Figura 24: Espectro de massas do composto 2

Comparado aos IA’s propostos por ADAMS, 2007., numa faixa que varia entre
10 unidades acima e abaixo do IA calculado, tem-se o resultado demonstrado na figura
25:
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Figura 25: Espectro de massa e IA para propor o composto 2
Fonte: ADAMS, 2007

Observando o perfil de fragmentagcdo da amostra, nota-se o pico base em m/z
41 e alguns picos relevantes em m/z 91, 105, 119 e 135, ja na literatura, o pico base
estad proximo, em m/z 43 e apresenta os fragmentos m/z 91, 109, 119 e 135, logo,
propomos que ambos tem o mesmo perfil de fragmentos. Para o composto 3, com TR
= 34,113 e IA = 1390, obtivemos o espectro de massas apresentado na figura 26:
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Figura 26: Espectro de massas do composto 3

Como anteriormente, comparado a literatura, temos o0 espectro exposto na

figura 27:



KT:23.74 AL 1380 KL 1381 Anisole <p-but-(1E}-enyl-»

CASH: |B6ST-0P-5 MF:CIIHI40 FW': 162 M3D LIB#: 1859
CM: benzene. 1-(1E)- I-butenyl-4-methoxy-
Synenynis: Anisole, p-1-butenyl-, (E)-
Source: Amomnm wfiginesion ex 11 Brophy
1 K1
R
(IR
4014 ]
T st @ 7 ’ 103 121 13
L. fhus r.u -ll-.‘ T -.'J""‘I".| 1kl wll L 1
40 i) &0 100 120 40 160 180

Figura 27: Espectro de massas e IA para propor o composto
3Fonte: ADAMS, 2007.

Observando novamente o perfil de fragmentacdo da amostra, nota-se o pico

base em m/z 147 e fragmentos relevantes em m/z 91, 103, 115 e 134, ja na literatura,

0 pico base € o m/z 147 e apresenta os picos m/z 91, 103, 115 e 131, logo, propomos

que ambos tem o mesmo perfil de fragmentagéo.
No composto 4, onde ha maior intensidade, TR

resultado é evidenciado na figura 28:
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Figura 28: Espectro de massas do composto 4



Sendo sugerido pela literatura a figura 29:
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Figura 29: Espectro de massas e IA para propor o composto 4
Fonte: ADAMS, 2007.

Pelo calculo do IA, a literatura sugere que o composto

seja o acido

dodecandico, CH3(CH2)10COOH ou acido laurico. Porém, observando o espectro de

massas e conhecendo a possivel composi¢cao da amostra, nota-se o pico m/z 228, que

corresponde a massa molar do acido tetradecandico, CH3(CHz2)12COOH ou acido

miristico, o que faria sentido propor.

Entdo, de modo a ter melhores indicios da presenga do acido miristico, foi

proposto o mecanismo de fragmentacdo do mesmo, e comparado os resultados com

0s picos m/z do espectro de massas.

O pico do ion-molecular de um acido monocarboxilico de cadeia linear é fraco,

porém facil de identificar, visto que sua caracteristica mais forte é a presencga do pico

m/z 60, resultado do rearranjo de McLafferty (Silverstein, 2005), apresentado na figura

30:



HO

Figura 30: Rearranjo de McLafferty
Fonte: Silverstein, 2005. / Desenho: Autoria Propria/ChemSketch

Além deste rearranjo, Silverstein, propde que para cadeias longas, o espectro
consiste basicamente em duas séries, resultantes da clivagem de ligacoes C-C com
retencdo de carga no fragmento contendo oxigénio (m/z = 45, 59, 73, 87...) ou no
fragmento alquil (43, 57, 71, 85...).

Logo, propondo a fragmentacdo da molécula de acido tetradecandico para o
pico base em m/z 73, proposto na figura 31:
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Figura 31: Proposta de fragmentagao m/z 73
Fonte: Autoria Propria/lChemSketch




Outro pico importante é o do fragmento 129, visto sua intensidade e elevada

razao m/z, sendo proposto na figura 32:
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Figura 32: Proposta de fragmentagao m/z
129Fonte: Autoria Prépria/lChemSketch

As demais fragmentagbes mais comuns e muito presentes s&o evidenciadas

na figura 33:
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Figura 33: Proposta de varias fragmentagées de maneira generalizada
Fonte: Autoria Propria/ChemSketch

Logo, apos considerar os dados, resultados e fragmentagdes obtidos,
podemos supor que o principal composto extraido da Noz Moscada a partir da maquina
de café foi o acido miristico.

Considerando que o acido tetradecandico € um acido graxo, ou seja, faria
parte dos Oleos fixos, o objetivo de obter OE (volatil) ndo teria sido alcancado. Porém,
como afirmam Hirasa e Takemasa, 2002; McKee, et al. 1993., para extratos
hidroalcoolicos, o rendimento em 6leos essenciais ficaria na faixa de 4,5 a 5,6%. Ja

Oliveira e Furlong, 2007., obteve rendimentos inferiores a este.



Hirasa. e Takemasa, 2002.; Soliman e Badeaa, 2002.; Tomaino, et al. 2005.,
evidenciam também, a grande variagdo que pode ocorrer nos extratos de vegetais
aromaticos que geralmente sdo utilizados como condimento, visto que, fatores como
condicdes de cultivo, coleta, preparo e armazenamento, sao intrinsecos a composi¢cao

dos mesmos, além da metodologia de determinagéo.



6 CONSIDERAGOES FINAIS

Com os resultados obtidos, fica claro que mesmo a tecnologia utilizada no dia-

a-dia, pode auxiliar no ensino, pesquisa e desenvolvimento de mais tecnologia.
Diversos trabalhos tem confirmado que maquinas de café expresso sao ferramentas
valiosas na extragdo de compostos, ja que sdo uma alternativa rapida e bem mais
barata que os equipamentos comuns, além de diminuir muito os tempos de extragao.
Esta metodologia € facilmente adaptavel e permite a democratizacdo do

ensino de quimica, mesmo em laboratérios modestos ou em escolas, que na grande

maioria das vezes nao tem um laboratdrio.

No presente trabalho, infelizmente ndo foi possivel identificar a molécula
inicialmente desejada, porém obtivemos resultados satisfatérios, além de muito
aprendizado, visto todas as dificuldades enfrentadas e superadas, logo, fica
evidenciado que metodologias alternativas podem e devem ser empregadas, de modo
a disseminar conhecimento.

Acredita-se que, em razao dos erros analiticos associados, sejam eles pela
falta de equipamentos ou de cuidados adequados, em questdo de controle de
temperatura, vacuo, pH, preparo e armazenamento de reagentes e amostras,
ocorreram perdas ou transformacgdes indesejadas, de modo que o resultado obtido
nao foi completamente esperado. Porém sabe-se que a pesquisa cientifica € feita

principalmente de tentativa e erro, logo, todo resultado é valido.
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