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RESUMO

A alcachofra (Cynara scolymus L.), planta herbacea perene que pertence a
familia Asteraceae, é amplamente cultivada em todo o mundo. As folhas secas de
alcachofra tém sido utilizadas na medicina popular principalmente por suas
atividades colerética e hepatoprotetora. Neste trabalho trés diferentes técnicas de
extracao (extracdo assistida por ultrassom - UAE, extracdo por fluido supercritico -
SFE e hidrodestilacdo - HD) foram empregadas no estudo da composicdo quimica
das folhas de alcachofra. A identificacdo dos compostos foi realizada por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas com analisador
guadrupolar (GC/gMS) e cromatografia gasosa bidimensional abrangente acoplada a
espectrometria de massas com analisador quadrupolar (GCxGC/gMS). Os
compostos majoritarios tentativamente identificados nos extratos de folhas de
alcachofra obtidos por UAE foram grosheimina, B-amirina, lupeol, fitol, acido
linoleico, acido palmitico e hidrocarbonetos de cadeia longa. Para o0s extratos
obtidos por SFE, os constituintes mais abundantes foram lupeol e hidrocarbonetos
de cadeia longa. Os extratos hidroalcodlicos das folhas de alcachofra exibiram alto
conteudo dos compostos bioativos grosheimina e lupeol. O 6leo essencial das folhas
de alcachofra apresentou 142 compostos, classificados essencialmente como
terpenos, sesquiterpenos, norisoprenoides, lactonas, alcoois, acidos graxos, cetonas
e aldeidos. Os componentes majoritarios positivamente e tentativamente
identificados foram 2,2-dimetl-4-pentenal, furfural, (E)-2-hexenal, benzaldeido, a-
metil-y-butirolactona, 1-octen-3-ona, acetaldeido benzénico, (E)-B-damescenona, B-
ionona, diciclo-hexil-metanona e dihidroactinolideo. Estes resultados demonstram o
maior poder de resolugdo e capacidade de pico da GCxGC/qMS em relacdo a
GC/gMS. O presente estudo representa uma importante contribuicdo para o
conhecimento da composicao quimica das folhas de alcachofra, principalmente para

seus componentes volateis.

. . XV
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ABSTRACT

Artichoke (Cynara scolymus L.) is an herbaceous perennial plant, which
belongs to the Asteraceae family, which is widely cultivated all over the world. Dried
leaves of artichoke have long been used in folk medicine for their choleretic and
hepatoprotective activities. In this work three different extraction techniques
(ultrasonic-assisted extraction - UAE, supercritical fluid extraction - SFE and
hydrodistillation - HD) were employed in the study of chemical composition of the
artichoke leaves. Compound identification was accomplished by gas chromatography
with quadrupole mass spectrometry (GC/gMS) and two-dimensional gas
chromatography with quadrupole mass spectrometry (GCxGC/gMS). Major
compounds tentatively identified in the UAE extracts of artichoke leaves were
grosheimin, B-amiryn, lupeol, phytol, linoleic acid, palmitic acid and long chain
hydrocarbons. From SFE extract, lupeol and long chain hydrocarbons were the most
abundant constituents. Hydroalcoholic extracts from artichoke leaves exhibited
higher content of bioactive compounds grosheimin and lupeol. The essential oil from
artichoke’s leaves showed 142 compounds, which essentially were classified as
terpenes, sesquiterpenes, norisoprenoids, lactones, alcohols, fatty acids, ketones
and aldehydes. Major components positively and tentatively identified were 2,2-
dimethyl-4-pentenal, furfural, (E)-2-hexenal, benzaldehyde, a-methyl-y-butirolactone,
1-octen-3-one, benzene acetaldehyde, (E)-B-damescenone, B-ionone,
dicyclohexylmethanone and dihydroactinidiolide. These results demonstrated the
higher resolving power and peak capacity of GCxGC/gMS against GC/qMS. Current
study represents an important contribution to the knowledge of the chemical

composition of artichoke leaves, mainly to its volatile components.

. ) XVi
Caroline Saucier



Dissertacédo de Mestrado - PPGQ/UFRGS

1. INTRODUCAO

Caroline Saucier



Dissertacao de Mestrado - PPGQ/UFRGS

1. INTRODUCAO

A utilizacdo de plantas para tratamento, cura e prevencao de doencas é uma
das mais antigas formas de pratica medicinal. Aproximadamente 80% de todos os
medicamentos do mundo foram originalmente obtidos de plantas, especialmente as
encontradas em regides tropicais.*?

Planta medicinal é toda espécie vegetal, cultivada ou nédo, utilizada com
propositos terapéuticos.®> Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(Anvisa), sao considerados medicamentos fitoterapicos os obtidos com emprego
exclusivo de plantas medicinais ou suas partes, frescas ou secas, que apresentam
efeitos de cura, alivio, tratamento ou prevencdo de doencas ou afetam qualquer
funcdo do organismo humano.* N&o se considera medicamento fitoterapico aquele
que inclui na sua composicao substancias ativas isoladas, sintéticas ou naturais,
nem as associacdes dessas com extratos vegetais. Os medicamentos fitoterapicos,
assim como todos os medicamentos, sdo caracterizados pelo conhecimento de sua
eficacia e dos riscos de seu uso, assim como pela reprodutibilidade e constancia de
sua qualidade.®

O Ministério da Saude possui politicas de incentivo ao uso de plantas
medicinais e fitoterapicos através do Sistema Unico de Saude (SUS). O objetivo é
garantir a populacao brasileira o acesso seguro e uso racional de plantas medicinais
e fitoterapicos, promovendo o uso sustentavel da biodiversidade, o desenvolvimento
da agricultura familiar e da inddstria nacional.® Em 2008, foi divulgada a Relacédo
Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao SUS (RENISUS), com base em uma
lista de espécies vegetais ja utilizadas nos servicos de saude estaduais e
municipais, no conhecimento tradicional e popular e em estudos quimicos e
farmacoldgicos. Essas espécies tém potencial para ampliar o numero de
fitoterapicos financiados pelo Governo Federal. No entanto, sdo necessarias
pesquisas complementares que confirmem sua seguranca e eficacia, definam a
indicacdo de uso e a forma farmacéutica mais adequada, bem como a possibilidade
de cultivo e producdo.’ Entre as plantas medicinais presentes na RENISUS esta a
alcachofra (Cynara scolymusL.), cujas folhas sdo amplamente utilizadas em

preparacdes fitoterapicas, com principal indicac&do para problemas hepéticos. **
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Existem varios métodos descritos na literatura cientifica para determinacao
dos constituintes quimicos de extratos vegetais. Um dos procedimentos
considerados mais adequados é a preparacao de extratos hidroalcodlicos. Este tipo
de extrato representa a forma farmacéutica mais usada para produtos obtidos de
plantas medicinais. Ap0s a secagem, 0s extratos podem ser utilizados em
preparacdes soélidas, tais como céapsulas e comprimidos.’*™** De acordo com o
Formulario de Fitoterdpicos da Farmacopeia Brasileira, 0os extratos hidroalcoodlicos
de folhas de alcachofra (Cynara scolymus L.) possuem diversas indicacdes
terapéuticas.™

Devido a complexidade inerente aos extratos de matrizes vegetais, a sua
caracterizagdo quimica geralmente envolve uma etapa de preparacdo da amostra
para separacdo das substancias de interesse da matriz da planta.*® Diversos fatores
devem ser levados em consideracéo para a escolha da técnica de preparacéo, tais
como as propriedades quimicas dos compostos a serem extraidos, as
caracteristicas do material vegetal, seu grau de divisdo, o meio extrator (solvente) a
ser empregado, 0 meétodo de extracdo, o custo do processo e a finalidade do
extrato.’

A cromatografia gasosa monodimensional (1D-GC) é uma das técnicas mais
utilizadas para caracterizagdo de amostras vegetais. Contudo, apesar do continuo
desenvolvimento dos equipamentos, técnicas e métodos analiticos, muitas vezes
nao é possivel obter uma separacdo satisfatoria dos constituintes de uma dada
mistura devido a complexidade das amostras (elevado nimero de componentes,
semelhancas estruturais, presenca de isdmeros e ampla faixa de concentragdes dos
analitos). Neste contexto, surge a cromatografia gasosa bidimensional abrangente
(GCxGC) como alternativa promissora para a analise de compostos em plantas. A
GCxGC apresenta vantagens sobre a 1D-GC, tais como aumento de resolucéo,
aumento de sensibilidade, possibilidade de distribuicdo organizada dos analitos no
espaco bidimensional, de acordo com as semelhancas e diferencas das suas
estruturas quimicas e aumento da capacidade de pico. #23

As publicacbes cientificas que empregam cromatografia gasosa (GC) para
caracterizagdo quimica da alcachofra sdo escassas. Além disso, a literatura ndo
apresenta estudos que abordem a utilizacdo da técnica de GCxGC com esta

finalidade.
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Tendo em vista a importancia da ampliacdo do conhecimento cientifico acerca
de plantas medicinais, bem como as potencialidades da GCxGC para analise de
diferentes amostras complexas, este trabalho compreende a caracterizacdo dos
compostos das folhas de alcachofra (Cynara scolymus L.) empregando 1D-GC e
GCxGC. Para tanto, foram utilizadas diferentes técnicas de extracdo: extracao

assistida por ultrassom, extracéo por fluido supercritico e hidrodestilacéo.

1.1. OBJETIVOS

1.1.1. Objetivo Geral

Utilizar diferentes técnicas de extracdo (extracdo assistida por ultrassom,
extracdo por fluido supercritico e hidrodestilacdo) e cromatografia gasosa
monodimensional e bidimensional abrangente na andlise dos compostos quimicos

das folhas de alcachofra.

1.1.2. Objetivos Especificos

» Adaptar métodos de extracdo dos compostos das folhas de alcachofra
usando as técnicas de extracdo assistida por ultrassom, extracao por fluido
supercritico e hidrodestilacdo, comparando-as qualitativamente e semi-
quantitativamente;

e Caracterizar o0s diferentes extratos por cromatografia  gasosa
monodimensional acoplada a espectrometria de massas com analisador
quadrupolar (GC/gMS, do inglés gas chromatography/mass spectrometry);

» Caracterizar os extratos hidroalcoodlicos das folhas de alcachofra obtidos por
extracao assistida por ultrassom através da GC/qMS;

» Caracterizar o 6leo essencial obtido por GC/gMS e por cromatografia gasosa
bidimensional abrangente acoplada a espectrometria de massas com
analisador quadrupolar (GCxGC/gMS, do inglés two-dimensional gas
chromatography/mass spectrometry);

* Verificar o potencial da GCxGC/gMS na separacao e identificacdo dos

compostos presentes no 6leo essencial das folhas de alcachofra.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. ALCACHOFRA (Cynara scolymus L.)

A alcachofra (Cynara scolymus L.), planta herbacea perene da familia
Asteraceae, € originaria da regido mediterranea e tem sido utilizada mundialmente
para fins alimenticios e medicinais.?*?° Esta planta é amplamente cultivada por
causa de suas grandes inflorescéncias imaturas, conhecidas como “cabecas”, com
bracteas e receptaculos comestiveis, que representam um importante componente
da dieta mediterranea e constituem uma fonte rica de compostos bioativos, fibras e
minerais. Adicionalmente, suas folhas tém sido utilizadas desde os tempos antigos
por seus efeitos benéficos e terapéuticos.?’?° A Figura 1 apresenta um esquema da

planta de alcachofra com suas partes comestiveis e folhas em destaque.

Inflorescéncia
imatura

Bracteas

Receptaculo

Figura 1. Esquema representativo da planta de alcachofra com suas partes

comestiveis e folhas em destaque.

A contribuicdo da alcachofra para a economia agricola da regido mediterranea
€ significativa, com uma producao anual de cerca de 770000 toneladas (t) (acima de
60% da producéo total mundial, com mais de 80000 hectares de terra cultivada). A
Itdlia lidera a producdo mundial (aproximadamente 474000 t), seguida por Espanha
(215000 t), Franca (55000 t) e Grécia (25000 t). Também hé cultivo de alcachofra no
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Oriente (Turquia e Ird), no norte da Africa (Egito, Morrocos, Argélia e Tunisia), na
Ameérica do Sul (Argentina, Brasil, Chile e Peru), nos Estados Unidos e na China
(65000 t), onde o cultivo tem aumentado.*%3*

A alcachofra desempenha um importante papel na nutricdo humana. As
propriedades nutricionais e farmacéuticas das cabecas e folhas de alcachofra estao
ligadas a sua composi¢ao quimica diferenciada, que inclui altos niveis de compostos
polifendlicos e inulina. Os derivados do acido cafeoilquinico sdo os principais
compostos fendlicos presentes, sendo que os acidos mono e dicafeoilquinicos sdo
0s nucleos majoritarios. Outros polifendis, como os flavonoides apigenina e luteolina
(ambos presentes como glicosideos e rutinosideos, respectivamente), tem sido
identificados em tecidos de alcachofra.?®*"*® Assim como outros membros da familia
Asteraceae, a alcachofra sintetiza e acumula inulina, polissacarideo pertencente ao
grupo das fructanas, como maior reserva de carboidratos.*

Varios derivados do acido cafeiolquinico estdo presentes em alcachofra. O
composto identificado em extratos de alcachofra (cabecas e folhas) mais conhecido
deste grupo, apesar de ndo ser o mais bundante, € a cinarina (acido 1,3-O-
dicafeoilquinico). Esta molécula foi isolada e caracterizada em extratos de folha de
alcachofra pela primeira vez por Panizzi e Scarpati, em 1954.>* Foi realizada uma
abordagem multidisciplinar para identificar os componentes da alcachofra
responsaveis por estimular a producdo de secrecdo biliar e o metabolismo do
colesterol. Os autores obtiveram uma substancia cristalina que apresentava estes
efeitos bioldgicos. Outros derivados do acido cafeoilquinico identificados em extratos
de alcachofra sdo: acido 1-O-caffeoilquinico, acido 3-O-caffeoilquinico (acido
neoclorogénico), acido 4-O-caffeoilquinico (acido criptoclorogénico), acido 5-O-
caffeoilquinico (acido clorogénico), acido 1,4-O-dicafeoilquinico, &cido 1,5-O-
dicafeoilquinico, acido 3,4-O-dicafeoilquinico, acido 3,5-O-dicafeoilquinico e acido
4,5-O-dicafeoilquinico. Todos estes compostos podem ser encontrados tanto nas
folnas quanto nas cabecas de alcachofra e suas concentragbes relativas nos
extratos dependem do solvente, do pH, e da temperatura utilizados para a
extracdo.>>*® Na Figura 2 pode ser observado um esquema com as férmulas

estruturais dos derivados do acido cafeoilquinico mencionados.
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Acido 1-O-Cafeoilquinico: R;=X, R;=H, R,=H e Rs=H
Acido 3-O-Cafeoilquinico ou Acido Neoclorogénico: R,=H, R;=X, R,=H e R;=H
Acido 4-O-Cafeoilquinico ou Acido Criptoclorogénico: R;=H, R;=H, R,=X e R;=H
Acido 5-O-Cafeoilquinico ou Acido Clorogénico: R,= H, R;=H, R,=H e Rs=X
Acido 1,3-O-Dicafeoilquinico ou Cinarina: R;=X, R;=X, R,=H e R;=H
Acido 1,4-O-Dicafeoilquinico: R;=X, R;=H, R,=X e Rs=H
Acido 1,5-O-Dicafeoilquinico: R;=X, R;=H, R,=H e Rs=X
Acido 3,4-O-Dicafeoilquinico: R;=H, R;=X, R,=X e Rs=H
Acido 3,5-0O-Dicafeoilquinico: R;=H, R;=X, R,=H e Rs=X
Acido 4,5-0O-Dicafeoilquinico: R;=H, R;=H, R,;=X e Rs=X
Figura 2. Esquema das formulas estruturais dos derivados do acido cafeoilquinico

presentes em alcachofra.*

Entre os derivados do acido cafeoilquinico, o acido clorogénico é o mais
abundante (39%), seguido dos acidos 1,5-O-dicafeoilquinico (21%) e 3,4-O-
dicafeoilquinico (11%), tendo como base o conteudo total de acidos cafeoilquinicos.
O percentual de cinarina presente nos extratos metandlicos de alcachofra é muito
baixo (aproximadamente 1,5%). E importante ressaltar que o conteido destes
compostos em tecidos de alcachofra € fortemente dependente do estagio fisioldgico
da planta: pode variar de 8% em base seca em tecidos jovens a menos de 1% em
tecidos mais velhos.®"%®

Além dos derivados do acido cafeoilquinico, outros compostos fendlicos
pertencentes a classe dos flavonoides, como as flavonas apigenina e luteolina, e as
antocianidinas cianidina, peonidina e delfinidina tém sido identificados em
alcachofra. Suas formulas estruturais podem ser visualizadas na Figura 3.
Glicosideos de apigenina e luteolina tém sido detectados em cabecas e folhas de
alcachofra, enquanto os pigmentos de antocianinas foram encontrados somente nas
cabecas. Do ponto de vista quantitativo, os flavonoides sao considerados
constituintes minoritarios em relagdo ao conteudo total de compostos fendlicos

(cerca de 10% ou menos) em tecidos de alcachofra. Apesar disso, a luteolina é um
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forte antioxidante que protege as lipoproteinas de baixa densidade (LDL, do inglés
low density lipoproteins), enquanto os pigmentos de antocianina, além de serem
benéficos a saude, desempenham um importante papel na aparéncia de alimentos a

base de plantas e, consequentemente, na sua aceitacéo pelos consumidores.*®

OH

O OH
.
HO O N OH
Z > OH
OH
(E)

Figura 3. Férmulas estruturais dos flavonoides apigenina (A), luteolina (B), cianidina
(C), peonidina (D) e delfinidina (E).

Na Figura 4 sao apresentados 0s mais representativos glicosideos de
flavonas identificados em tecidos de alcachofra.®*

Os pigmentos de antocianinas sdo responsaveis pela presenca das cores
azul, purpura, vermelho e tons intermediarios em plantas. Geralmente um aumento
na pigmentacdo devido a presenca de antocianinas é considerado um atributo
positivo de alimentos vegetais. O padréo de cores das antocianinas em cabecas de
alcachofra, que varia de verde a violeta, foi investigado inicialmente por Foury e

Aubert*! e por Pifferi e Vaccari*?, que identificaram tentativamente alguns glicosideos
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de cianidina: cianidina 3-O-B-glicosideo, cianidina 3-O-B-soforosideo, cianidina 3-
cafeoilglicosideo, cianidina 3-cafeoilsoforosideo, cianidina 3-dicafeoilsoforosideo e
cianidina 3,5-diglicosideo. Mais recentemente, em um estudo realizado por Schitz et
al.*®, as principais antocianinas presentes em cabecas de alcachofra foram cianidina
3,5-diglicosideo, cianidina 3-O-B-glicosideo, cianidina 3,5-malonildiglicosideo,
cianidina 3-(3"-malonil)glicosideo e cianidina 3-(6"-malonil)glicosideo. Aléem das
principais antocianinas, diversos compostos minoritarios, constituidos por outras
agliconas que né&o as cianidinas, tém sido encontrados. Entre eles, dois derivados de
peonidina e um derivado de delfinidina foram caracterizados por HPLC-ESI-MS: os
dois derivados de peonidina foram identificados como peonidina 3-O-B-glicosideo e
peonidina 3-(6"-malonil)glicosideo. Na Figura 5, podem ser observadas algumas
antocianinas presentes em cabecas de alcachofra.

© (D)

Figura 4. Férmulas estruturais dos glicosideos de flavonas identificados em tecidos
de alcachofra: (A) luteolina-7-O-glicosideo (cinarosideo), (B) Iluteolina-7-O-
rutinosideo (escolimosideo), (C) apigenina-7-O-glicosideo e (D) apigenina-7-O-

rutinosideo.
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Figura 5. Formulas estruturais de algumas antocianinas identificadas em cabecas
de alcachofra. (A) cianidina 3-O-B-glicosideo, (B) cianidina 3-O-B-soforosideo, (C)
cianidina 3-cafeoilglicosideo, (D) cianidina 3,5-diglicosideo, (E) cianidina 3-(3"-
malonil)glicosideo, (F) cianidina 3-(6"-malonil)glicosideo, (G) peonidina 3-O-B-

glicosideo e (H) peonidina 3-(6"-malonil)glicosideo.
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Moléculas de inulina (Figura 6 ) com grau de polimerizacéo de até 200, maior
valor conhecido para este composto em plantas, estdo presentes em alcachofra. A
inulina ndo é digerida no intestino delgado, pois os humanos ndo possuem enzimas
necessarias para sua hidrélise. Outra razdo para o recente interesse em inulinas é a
publicacdo de dados que mostraram sua influéncia positiva na composicao da flora
intestinal, e possiveis efeitos benéficos na absorcdo de minerais, composicdo de
lipidios no sangue e prevencdo de cancer do célon. Adicionalmente, a inulina é uma
fibra com baixo valor calérico, com potencial para uso na producdo de alimentos

com teor reduzido de gorduras.*®

HO
o)
HO
OH OH
o
o)
HO
OHn | OH OH
o)
HO O o)
HO~ — H 0 HO
OH OH

Figura 6 . Formula estrutural da inulina.

Os terpenos constituem uma grande variedade de substancias vegetais,
formadas pela condensagdo de um numero variavel de unidades de isopreno. Os
compostos terpénicos sdo os constituintes majoritarios dos éleos essenciais e estao
entre 0s principais compostos volateis presentes na alcachofra, assim como em
outras plantas da familia Asteraceae.!’ Alguns estudos apontaram como
constituintes mais abundantes em extratos de cabecas, folhas e raizes de alcachofra
0S monoterpenos a-pineno e linalol; e os sesquiterpenos (-bisaboleno, B-cubeno,
cariofileno, 6xido de cariofileno e B-selineno.**® Na medicina popular, assim como
na terapéutica, plantas contendo derivados terpénicos tém sido utilizadas, por
exemplo, como sedativas, ansioliticas, anticonvulsionantes, antidepressivas e
analgésicas.®

O sabor amargo caracteristico de extratos alcodlicos de folhas de alcachofra é

devido principalmente a presenca de lactonas sesquiterpénicas, entre as quais estao
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a cinaropicrina e a grosheimina (Figura 7). A cinaropicrina € responsavel por
aproximadamente 80% do sabor amargo, seguida da grosheimina, presente em
quantidades bem menores.®>® Tém sido atribuidas diversos tipos de atividades
biolégicas as lactonas sesquiterpéncias.®® Pesquisas relacionaram a sua presenca
com atividades antimicrobiana, anticarcinogénica (leucemia), antiespasmaodica e

anti-inflamatéria presentes nos extratos de cabecas e folhas de alcachofra.?*°"~°

@)

(A) (B)
Figura 7. Formulas estruturais das lactonas sesquiterpénicas cinaropicrina (A) e

grosheimina (B).

As folhas secas de alcachofra s&o conhecidas e utilizadas na medicina
popular por possuirem atividade colerética e hepatoprotetora, relacionadas a
presenca de cinarina. Em varios testes farmacologicos, extratos das folhas de
alcachofra, obtidos com diferentes tipos de solventes, mostraram atividades
anticarcinogénica, antioxidante, antibacteriana, anti-AIDS, diurética e efeito de
inducdo de colerese (producdo de secrecdo biliar). Também foi estudada sua
habilidade de inibir a sintese do colesterol e a oxidacdo do LDL. Estas amplas
indicacdes terapéuticas ndo puderam ser atribuidas a um Unico composto, mas a
uma série de compostos ativos, que proporcionam efeitos farmacolégicos

sinérgicos,?8-36:39:40

2.2. TECNICAS DE EXTRACAO APLICAVEIS A PLANTAS

Um extrato de planta pode ser definido como os compostos obtidos de
plantas frescas ou secas, ou parte das plantas (flores, folhas, semente, raiz e casca)
por diferentes métodos de extracdo. De forma geral, os compostos ativos sao

obtidos juntamente com outros materiais presentes na massa vegetal (extrato).®®
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A utilizacdo de técnicas modernas de preparacdo de amostras que
apresentem vantagens sobre os metodos convencionais, também chamados oficiais
(descritos em farmacopeias de diversos paises), tem um papel importante no que diz
respeito & obtencdo de um maior conhecimento sobre a composicéo das plantas.®

Podem ser citadas diversas técnicas de extracdo empregadas em amostras
vegetais: microextracdo em fase solida (SPME, do inglés solid phase
microextraction), extracdo assistida por ultrassom (UAE, do inglés ultrasonic-
assisted extraction), extracao por fluido supercritico (SFE, do inglés supercritical fluid
extraction) e extracdo com liquidos pressurizados (PLE, do inglés pressurized liquid
extraction) ou extracdo acelerada com solvente (ASE, do inglés accelerated solvente
extraction) e extracao assistida por micro-ondas (MAE, do inglés microwave-assisted
extraction). Estas técnicas sdo mais rapidas, utilizam menor quantidade de
solventes, diminuem a degradacao da amostra, podem eliminar a etapa de clean-up
da amostra e/ou as etapas de concentracdo antes das analises cromatograficas,
melhoram a eficiéncia de extracdo, seletividade e sdo de facil automacdo.®*® A
seguir estdo apresentadas as técnicas de extracdo que foram utilizadas neste
trabalho: extracdo assistida por ultrassom, extracdo por fluido supercritico e

hidrodestilacao.

2.2.1. Extracao Assistida por Ultrassom

E uma técnica que emprega energia das ondas sonoras transmitidas em
frequéncia superior a da capacidade auditiva humana, acima de 20 kHz. Estas
ondas sonoras criam uma variagdo de pressdo no liquido, provocando a cavitacao,
formacao espontanea de bolhas em um liquido abaixo do seu ponto de ebuligéo.®

Durante o processo de cavitacdo, ha criacdo, aumento e implosdo de
cavidades de vapor e gases em um liquido, proporcionando um contato mais efetivo
entre a matriz e o solvente. Quando a pressao do sistema é positiva ocorre a
compresséao das bolhas de vapor e, quando a pressao € negativa, € verificado como
resultado “vacuo” e ocorre a expansao. Esse ciclo de compressao-expansao é
responsavel pela geracdo das cavidades. Em um liquido com particulas sélidas
dispersas, 0os gases sao adsorvidos nos poros das particulas. Quando ocorre a
compressado, 0S gases ou vapores, no interior das cavidades, sdo comprimidos para

o interior da particula; ja na etapa de expansédo sao direcionados para fora da
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mesma. Devido a esses fenbmenos, ha aumento no tamanho das cavidades, que se
direcionam para o interior do liquido e separam-se da particula.”

Existem, basicamente, dois tipos de aparelhos geradores de ondas
ultrassonoras para fins analiticos: o banho e a sonda. No banho de ultrassom, as
ondas sonoras séo transmitidas por um gerador de frequéncia localizado na base do
recipiente metalico do equipamento. A energia € transmitida através de um liquido,
usualmente agua, para o frasco com a amostra. Nesse caso, ha dispersdao da
energia e, portanto, menor influéncia nos sistemas reacionais. A sonda é
teoricamente mais eficiente, pois a fonte geradora de energia encontra-se em
contato direto com o meio reacional.”*"?

Algumas células das plantas se encontram na forma de glandulas (externas
ou internas) preenchidas com 6leo. Uma caracteristica das glandulas externas é
que a membrana € muito fina e pode ser facilmente destruida pelo colapso das
bolhas de cavitacdo proximo a parede das células. Assim, a acdo das ondas
ultrassbnicas facilita a penetracdo dos solventes nas células e a liberacdo do
contetdo do 6leo no solvente.®®*”® O ultrassom também pode causar alargamento
dos poros da parede celular e melhorar a transferéncia de massa. Ocasionalmente
pode ocorrer ruptura da parede celular, resultando no aumento da eficiéncia de
extracéo e/ou reducdo do tempo de extracdo.”>"

A Tabela | apresenta alguns exemplos de utlizagcdo do ultrassom para

extracdo de compostos de plantas.

Tabela I. Exemplos da aplicacdo de ultrassom na extracdo de plantas.

Matriz Fracéo Referéncia
Casca de laranja Polifenois Khan et al.”
Folha de oliva Fendis Japoén-Lujan et al.”
Erva-mate Cafeina Jacques etal.”’
Pimentao Capsaicinéides Boonkird et al.”®
Cascas de frutas citricas ~ Carotendides Gao et al.”
Milho Polissacarideos Maran et al.®
Cenoura Carotendides Li et al.®
Schisandra chinensis Lighanas Guo et al.®
Casca de laranja Oleo essencial Allaf et al.®

. . 15
Caroline Saucier



Dissertacao de Mestrado - PPGQ/UFRGS

2.2.2. Extracdo por Fluido Supercritico

Na extracdo por fluido supercritico (SFE), gases pressurizados sé&o
empregados como solventes acima de sua temperatura critica e de sua pressao
critica. A temperatura critica é a temperatura mais alta na qual um gas pode ser
convertido em liquido pelo aumento da pressdo. Por sua vez, a pressao critica € a
pressdo mais elevada na qual o liquido pode ser convertido em gas pelo aumento da
temperatura.®*

A SFE se diferencia das outras técnicas pela possibilidade de producdo de
extratos isentos de solvente e sem degradacdo térmica. Aléem disso, permite o
controle da seletividade do processo.®

Esta técnica explora as propriedades dos fluidos supercriticos: densidade
proxima a dos liquidos, difusividade intermediaria entre gases e liquidos e baixa
viscosidade, caracteristica dos gases. Estas propriedades tornam altos os
rendimentos, uma vez que as altas densidades dos fluidos conferem grande poder
de solvatagéo, enquanto os baixos valores de viscosidade combinados com os altos
valores de difusividade fornecem alto poder de penetracdo na matriz solida.®®°

O CO; supercritico € completamente miscivel em hidrocarbonetos de baixo
peso molecular e em compostos organicos oxigenados. Sua solubilidade em agua é
pequena, o0 que possibilita sua utilizacdo na extracdo de compostos organicos de
solucbes aquosas. Possui alta volatilidade, comparado com qualquer composto
organico, facilitando a separacéo e possibilitando a recuperacdo do produto e sua
recirculagdo como solvente. As suas propriedades de transporte sdo favoraveis, pois
apresenta baixa viscosidade e alto coeficiente de difusdo. Além disso, seu ponto
critico é alcancado a uma temperatura préxima a ambiente (31,3 °C) e a pressao
relativamente baixa (73 atm).*® Substancias de alta polaridade também podem ser
extraidas com CO, supercritico em altas densidades (altas pressdes de operacgéo)
e/ou mediante o emprego de cossolventes, com 0s quais é possivel aumentar o
espectro de substancias soluveis em CO,. Estes cossolventes, normalmente
solventes organicos, sdo misturados ao CO, em baixas concentracdes para
aumentar o rendimento do processo.?”*

A seletividade é uma das principais caracteristicas da SFE e pode também
ser controlada mediante o ajuste das condicbes de temperatura e pressao do

processo, dentro da regido supercritica. A definicAo das condicbes de extracao

. ) 16
Caroline Saucier



Dissertacao de Mestrado - PPGQ/UFRGS

(temperatura e pressao) indica o poder de solvatacdo do solvente e, quanto maior o
poder de solvatacdo, maior ndo somente a solubilidade de um determinado
composto, como o numero de compostos solubilizaveis de uma mistura. Desta
forma, a alta solubilidade significa baixa seletividade e vice-versa, sendo que a
definicdo da seletividade do solvente ou de misturas de solventes através das

891 Tais

condicbes de processo determinam a qualidade dos extratos.
caracteristicas dos meios supercriticos sdo de grande valia para a extracdo e a
obtencdo de produtos naturais, tanto que para este fim tém sido amplamente
empregados.®*®* Na Tabela Il sdo apresentadas algumas referéncias bibliograficas

sobre a técnica de extracdo por fluido supercritico aplicada a extracdo de produtos

naturais.
Tabela Il. Aplicacdes da extracdo com fluido supercritico a plantas.
Matriz Fracéo Referéncia

Salvia officinalis L. AcUcares e terpenos Glisic et al.”

Anoectochilus roxburghii Fitosterois Huang et al.”®
Valiriana officinalis L. Sesquiterpenos Zizovic et al.”’
Braccharis dracunculifolia Fenbis Piantino et al.?®

Matricaria chamomilla Oleo essencial Kotnik et al.®®
Garcinia mangostana Xantonas Zarena et al.'®
Maca Triterpenos Lesellier et al.*®*
Azadirachta siamensis Triterpenos Ismadiji et al.**?
Usnea barbata L. Acido Usnico zizovic et al.'®

Um esquema do sistema de extracdo por CO, supercritico pode ser
visualizado na Figura 8. O CO, é fornecido ao sistema através de um reservatorio
sob pressao (A). A pressao de operacédo, se superior a do cilindro, é obtida por uma
bomba de alta pressdo (B). O solvente percola a matriz do soluto na célula de
extracdo (C) A pressdo da mistura solvente-soluto € reduzida através da valvula de
descompressao (D). A mistura gas-soluto € recolhida no frasco coletor para posterior
analise (E).
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Bomba
de alta pressao

Valvula de
descompressao

D

Célula
de extragao

Frasco coletor

Cilindro
de Co,
Figura 8. Esquema simplificado de um processo de extracdo supercritica composto
por: (A) cilindro de CO,, (B) bomba de alta presséo, (C) célula de extracdo, (D)
valvula de descompresséo e (E) frasco coletor.

2.2.3. Extracdo por Hidrodestilacéo

O principio da hidrodestilagdo (HD) esta4 baseado na Lei de Dalton. A pressao
de vapor total de um sistema composto por dois liquidos imisciveis € igual a soma
das suas pressdes de vapor parciais. Como os liquidos séo imisciveis, cada qual
exerce a mesma pressao de vapor que exerceria sozinho, quaisquer que sejam as
suas guantidades relativas. Sob pressao constante, o sistema é mais volatil do que
qualquer um de seus componentes e sua temperatura de ebulicdo € inferior a
temperatura de ebulicdo dos componentes puros.’® Em um sistema constituido por
agua e oOleo essencial, o ponto de ebulicdo da mistura sob pressao atmosférica sera
um pouco menor do que 100 °C. Assim, mesmo analitos com pontos de ebulicdo
acima de 300 °C, como os alcoois sesquiterpénicos, podem ser arrastados abaixo de
100 °C.'%

Quando a mistura de material vegetal e agua entra em ebulicdo, os vapores
liberados sdo conduzidos ao condensador. Os produtos obtidos sdo o 6leo
essencial e a fragdo aquosa, que sdo separados por densidade.” E  uma técnica
simples e de baixo custo e utiliza somente dgua como solvente. Entretanto, ha
possibilidade de decomposicdo dos analitos devido a alta temperatura

empregada.'®
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O equipamento de Clevenger (Figura 9) € um dos mais utilizados para

extracdes de 6leos essenciais em escala laboratorial. %2

4—— Condensadar

banta de
aguecimenta ——p

E 4—— Termostato

Figura 9. Esquema de extracao de 6leo essencial com o equipamento de Clevenger.

A Tabela Ill apresenta alguns exemplos de utilizacdo de hidrodestilagdo com

Clevenger para extracéo de Oleos essenciais de plantas.

Tabela Ill. Exemplos de trabalhos cientificos que utilizaram hidrodestilacdo com

Clevenger para extracdo de 6leos essenciais de plantas.

Matriz Referéncia
Artemisia dracunculus L. Chauhan et al.'*
Lavandula angustifolia Fakhari et al.***
Thymus vulgaris L Golmakani et al.**®
Hyssopus officinalis L. Hatipoglu et al.**
Machilus zuihoensis Ho et al.**’
Artemisia absinthium L. Martin et al.**®
Thymus daenensis L. Rahimmalek et al.**
Laurus nobilis L. Sellami et al.**
Melissa officinalis L. Sodré et al.*#
Pau-rosa Souza et al.'*
Pimenteira Torres et al.'*

. ) 19
Caroline Saucier



Dissertacdo de Mestrado - PPGQ/UFRGS

2.2.3.1. Oleos Essenciais

Os Oleos essenciais representam uma pequena fracdo da composicdo das
plantas, mas conferem caracteristicas importantes as plantas aromaticas utilizadas
nas industrias farmacéutica, alimenticia e de fragrancias. Possuem uma composi¢ao
complexa, de dezenas a centenas de constituintes, especialmente hidrocarbonetos
(terpenos e sesquiterpenos) e compostos oxigenados (alcoois, aldeidos, cetonas,
acidos, fenois, oxidos, lactonas, éteres e outros). Ambos os grupos de compostos
sdo responsaveis pelo aroma e sabor dos O6leos essenciais. Os componentes
individuais podem estar presentes em propor¢gdes bem distintas no 6leo: de tracos a
90% ou mais (limoneno em 6leo essencial de laranja, por exemplo). O aroma do
oleo resulta da combinacéo de todos 0s seus constituintes. Os compostos presentes
em nivel de tracos sdo igualmente importantes, pois conferem aos éleos um aroma
caracteristico. Portanto, é importante que a propor¢céo natural dos componentes seja
mantida durante a extracdo do Oleo essencial de plantas pelo procedimento
escolhido. As técnicas de destilacdo por arraste a vapor sdo tradicionalmente
empregadas para este fim.%

Os terpenos, compostos majoritarios dos Oleos essenciais, constituem uma
familia ampla e estruturalmente variada de moléculas derivadas de unidades de

isopreno (Figura 10), dispostas predominantemente em um arranjo de ligacbes

Jo

Esqueleto de isopreno Cs Isopreno

“cabeca-cauda”.***

Figura 10. Esqueleto de isopreno formado por cinco carbonos e formula estrutural

de uma unidade de isopreno.

As estruturas tipicas dos terpenos contém esqueletos de carbono (Cs), e séo
classificadas como monoterpenos (Cio), sesquiterpenos (Cis), diterpenos (Cyp),
sesterpenos (Cys), triterpenos (Csp) e tetraterpenos(Caso). NO entanto, poucos

terpenos naturais possuem uma combinacdo cabeca-cauda linear de unidades de
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isopreno, como geraniol (Cyg), farnesol (Cis) e geranil geraniol (Czo). Esqualeno (Csp)
e fitoeno (C4), embora constituidos inteiramente por unidades de isopreno,
apresentam uma ligagdo do tipo cauda-cauda no centro da molécula.
Adicionalmente, muitos terpenos sdo modificados por reacdes de ciclizacdo, mas o
arranjo cabeca-cauda das unidades de isopreno ainda pode ser visualizado, como
ocorre nas moléculas de mentol, bisaboleno e taxadieno. Estas estruturas podem

ser observadas na Figura 11 .*%*

M\OH

Geraniol
N N N
OH
Farnesol
N N N N
OH
Geranil Gearaniol
N N N N N N
Squaleno
N N N N N N N N
Fitoeno
4
OH |
Mentol Bisaboleno Taxadieno

Figura 11. Estruturas de algumas moléculas de terpenos para visualizacdo do

arranjo das unidades de isopreno.

Os terpenos mais frequentemente encontrados em Oleos volateis sdo os
monoterpenos (cerca de 90%) e os sesquiterpenos. A Figura 12 apresenta o arranjo
“cabeca-cauda” dos esqueletos de carbono dos mono e sesquiterpenos.*’
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B

Monoterpenos Sesquiterpenos
O - cabeca
@ - cauda

Figura 12. Esquema do arranjo “cabeca-cauda” dos esqueletos carbonados dos

mono e sesquiterpenos.

A escolha da planta para utilizacdo do seu 6leo essencial € realizada tendo
como critério 0 seu uso terapéutico e etnobotanico, presenca de determinadas
substancias ativas ou de acordo com sua disponibilidade.'*® O 6leo essencial de
alecrim, por exemplo, apresenta monoterpenos, especialmente a-pineno e
canfeno'®®, sendo a acdo antimicrobiana verificada frente a linhagens bacterianas e
também sobre linhagens de leveduras.*?” Mentol, mentona, mentofurano, terpineno,
limoneno, cineol, felandreno e a-pineno sao as principais substancias do 6leo
essencial de hortela pimenta. O 0leo essencial de capim-cidreira € composto de
mirceno, neral, geranial e outras substancias e é utilizado na medicina popular para
o tratamento de resfriados, disenteria, dores de cabeca, tranquilizante e
antiespasmodico®?®, sendo frequentes os relatos sobre sua acéo antimicrobiana.'?
O gengibre (Zingiber officinale Roscoe) € bem conhecido na culindria como tempero
e ha muito tempo os chineses ja o utilizavam na medicina. Geralmente utilizado no
tratamento de disenteria, malaria, reumatismo e resfriados, seu 6leo € composto por
uma diversidade de terpenos.!®* O o6leo essencial de canela (Cinnamomum
zeylanicum Blume) é utilizado como flavorizante, aromatizante e conservante natural
de alimentos e estudos mostraram a sua capacidade de inibir fungos™! e
bactérias™*?. Foram identificados 23 constituintes no 6leo essencial obtido de folhas
de canela, sendo o eugenol a substancia que apresentou maior percentual (60%) em
sua composicao. A partir de galhos foram identificados 36 substancias com

predominancia dos monoterpenos a e B-pineno, a-felandreno, p-cimeno, limoneno,
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linalol, sequiterpenos a-copaeno, B-cariofileno, 6xido de cariofileno e os alilbenzenos
e-cinamaldeido e aceto de e-cinamila.’*® O cravo-da-india (Caryophillus aromaticus),
pertencente a familia Myrtaceae, apresenta grande quantidade de Oleo essencial,
entre 15 e 25%, tendo como principal constituinte o eugenol™*. Este composto
possui atividades antibacteriana e antifungica, tendo se mostrado o mais ativo

componente quando testado frente a linhagens de E. coli.**®

2.3. ANALISE CROMATOGRAFICA DE AMOSTRAS VEGETAIS

Gases ou substancias volatilizadveis podem ser separados por cromatografia
gasosa, sendo que esta separagdo estd baseada na diferente distribuicdo da
amostra entre a fase estacionaria (sdlida ou liquida) e a fase mével (gas). A amostra,
por meio de um sistema de injecao, € introduzida em uma coluna contendo a fase
estacionaria. O uso de temperaturas convenientes no injetor possibilita a
vaporizacdo dessas substancias que, de acordo com suas propriedades fisico-
quimicas e as da fase estacionaria, sao retidas por tempos caracteristicos e chegam
a saida da coluna em tempos diferentes. O uso de um detector adequado na saida
da coluna torna possivel a deteccdo e quantificacdo dessas substancias.'*®

A cromatografia gasosa monodimensional tem sido empregada como
ferramenta padrdo para analise de compostos volateis e semi-volateis provenientes
de plantas. No entanto, a 1D-GC nao possui resolucdo e poder de separacdo
requeridos para obtencdo dos melhores resultados em termos de separagédo e
identificacdo dos analitos. Este problema persiste mesmo com o desenvolvimento de
diversos tipos de detectores, incluindo os espectrometros de massas. Muitas vezes
a separacao de todos os componentes das amostras continua inatingivel, devido a
complexidade da matriz (elevado numero de componentes, semelhangas estruturais,
presenca de isbmeros e ampla faixa de concentracfes dos analitos). Assim, ha
grande semelhanca entre os tempos de retencdo de diversos analitos,
independentemente da fase estacionaria utilizada, o que ocasiona co-elui¢cdes. Estas
co-eluicdes sdo frequentemente impossiveis de detectar e identificar via GC/MS,
mesmo com o0 uso do modo SIM (monitoramento de ion selecionado, do inglés
single ion monitoring). Outro problema resulta da ampla faixa de concentracdes dos

analitos nessas matrizes. Os analitos presentes em nivel de tracos, que muitas
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vezes sdo compostos ativos biologicamente, podem ndo ser detectados se co-
eluirem com compostos de alta concentracdo. Estas limitagbes, inerentes as
matrizes complexas em geral, levaram ao surgimento de novas técnicas
cromatograficas, entre as quais a cromatografia gasosa bidimensional

abrangente. 3”138

2.3.1. Cromatografia Gasosa Bidimensional Abrangent e

A cromatografia gasosa bidimensional abrangente é uma técnica
relativamente nova e que apresenta grande poder de separacdo. Baseia-se na
separacdo dos compostos atraves de duas colunas cromatograficas de diferentes
mecanismos de separacdo acopladas em série, sendo a coluna da primeira
dimensédo (‘D) comumente de 30 m de comprimento e diametro interno de 0,25 a
0,32 mm. A coluna da segunda dimensé&o (°D) deve ser mais curta, do tipo fast-GC,
para que o perfil de separacéo obtido na ‘D seja mantido.*®*® A Figura 13 apresenta

um diagrama representativo de um sistema de GCxGC.

Injetor Detector
S—
D 7 N\
Modulador D
== —

Figura 13. Diagrama representativo das partes de um equipamento empregado em

cromatografia gasosa bidimensional abrangente.

O modulador é acoplado entre as duas colunas, sendo que sua funcéo € de
amostrar e focalizar as fragdes eluidas da primeira coluna e, em seguida, liberar
essa porcao, rapidamente, para a segunda coluna. O modulador, ao focalizar o
efluente proveniente da primeira coluna e introduzir o mesmo na segunda dimensao,
deve fazé-lo em uma frequéncia correta de amostragem para que a resolugéo
cromatografica encontrada na primeira separacdo seja mantida. Este periodo de

amostragem corresponde a duracdo de um ciclo completo de modulacéo e ao tempo
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de separacdo na coluna da segunda dimensao. Devido ao tempo de separacao da
segunda dimenséao ser muito curto, geralmente de 2 a 10 segundos, a separacao na

segunda coluna é essencialmente isotérmica.'****

O termo “abrangente” é utilizado para designar que todo o efluente da
primeira dimensdo ou uma parte representativa do mesmo seja introduzido na
segunda dimensdo, sem perda das caracteristicas da separacdo na 'D. Na
separacao abrangente, trés fatores devem ser verificados: (1) todos os constituintes
da amostra estdo sujeitos a duas separacdes de mecanismos distintos; (2) os
constituintes da amostra separados na 'D seguirdo separados na °D; (3) o perfil de
eluicdo de ambas as colunas é mantido.*** Geralmente, a fase estacionaria da 'D é
apolar, ou de baixa polaridade, onde o processo de separacdo ocorre por diferenca
no ponto de ebulicdo dos analitos. Ja a coluna da ?D possui fase estacionéria polar,
ou de meédia polaridade (separacdo por polaridade). A eficiéncia da separacdo
depende, entre outros fatores, do tipo de amostra e do conjunto de colunas
empregado na primeira e segunda dimens&o.**"18

Em geral, a GCxGC apresenta quatro vantagens sobre a 1D-GC: (1) aumento
de resolucao; (2) aumento de sensibilidade devido a reconcentracédo da banda do
soluto no modulador na ?D, favorecendo a deteccdo de componentes em nivel de
tracos, (3) possibilidade de distribuicdo organizada dos analitos no espago
bidimensional, de acordo com as semelhancas e diferencas das suas estruturas
quimicas e aumento da capacidade de pico. A retencao nas duas colunas através de
diferentes mecanismos de interacdo analito — fase estacionaria faz com que a
capacidade tedrica de pico na GCxGC seja igual ao produto das capacidades de
pico das duas dimensées.***14°

Do mesmo modo como ocorre na 1D-GC, a GCxGC também proporciona
informacdes qualitativas e quantitativas a respeito de uma amostra. Contudo, a
representacdo grafica dos resultados € diferenciada. Através de softwares
especificos, sdo gerados graficos tridimensionais, onde o eixo x é representado pela
separacdo na D, o eixo y, a separacdo na ?D. Um terceiro eixo, z, representa a
intensidade do sinal gerado pelo detector.!* A Figura 14 mostra a geragéo e

visualizacdo do sinal cromatografico por GCxGC.
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Figura 14. Geragcdo e visualizacdo do sinal cromatogréafico por GCxGC.*°

Na Figura 14 pode ser observada uma banda cromatografica composta por
trés analitos que nado foram separados na 'D (A). Esta banda é amostrada e injetada
na segunda coluna na forma de pulsos estreitos e periddicos pelo modulador. Cada
pico eluido da primeira coluna é fatiado de trés a quatro vezes ou mais, dependendo
da demanda analitica, em um sistema cromatografico, o que resulta na formacao de,
no minimo, trés cromatogramas consecutivos da separacdo ocorrida na D (B),
gerando o cromatograma bruto da ?D. Através do uso de softwares especificos, cada
cromatograma individual da ?D é fatiado e disposto lado a lado (C). Para facilitar a
interpretacdo dos dados, os cromatogramas sdo convertidos em diagramas
tridimensionais (D), onde a altura dos picos é representada por linhas de contornos
ou por uma escala de cores. O software utiliza o periodo de modulacédo e o tempo
em que ocorrem 0s pulsos de injecdo para a segunda coluna para fatiar o
cromatograma original e gerar o cromatograma da segunda dimensao.**°

O modulador utilizado neste trabalho foi o de loop, desenvolvido por Ledford e
colaboradores.*** Conforme ilustra a Figura 15 , este tipo de modulador emprega um
jato de nitrogénio frio e outro quente direcionados para um tubo capilar na forma de

loop. Através do jato frio, sdo formados dois pontos de resfriamento no tubo capilar,
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gue aprisionam as bandas cromatograficas. Enquanto o jato frio funciona
continuamente, o jato quente atua periodicamente, aquecendo os pontos resfriados
e liberando os analitos aprisionados anteriormente pelo jato frio. A modulacéo ocorre

pelos pulsos de jato quente, que sé&o ligados e desligados periodicamente.'**

- -
—] ‘ —
(AT [T

L e
Y —
H Loop do modulador

Jato quente

Jato frio

Figura 15 . Esquema de funcionamento do modulador de loop. *®

Os sistemas de deteccdo para GCxGC devem apresentar alta taxa de
aquisicdo de dados e pequeno volume interno para evitar alargamento dos picos.**’
O detector de espectrometria de massas com analisador por tempo de v6o (TOFMS,
do inglés time of flight mass spectrometry) € o mais utilizado nas analises por
GCxGC, justamente porque alcanca a taxa de aquisicdo de dados requerida (50 -
100 Hz) para este tipo de andlise, mas possui alto custo. O analisador de massas do
tipo quadrupolo apresenta uma desvantagem em relacdo ao TOF, que é a baixa taxa
de varredura. Recentemente foram desenvolvidos quadrupolos “mais rapidos”, com
taxas de aquisicdo que chegam a mais de 50 Hz, que sdo compativeis com a
velocidade de geracgéo de picos da GCxGC. Contudo, ainda é necessario otimizar o
sistema de deteccdo para a obtencdo de uma maior velocidade de aquisicdo de
dados. O analisador de massas do tipo quadrupolo tem a vantagem de poder operar
no modo de varredura ou no modo SIM (monitoramento de ion selecionado, do
inglés single ion monitoring). No modo de varredura, uma determinada faixa de
razGes massa/carga a ser analisada é determinada; jA no modo SIM, a sensibilidade
€ aumentada devido ao monitoramento de poucos ions, fazendo com que ocorra um

aumento na taxa de aquisicéo dos dados, mas perda da informacéo espectral.}4"14®
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3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1. PREPARO DA AMOSTRA

A alcachofra (Cynara scolymus L.) foi adquirida de um produtor local no
municipio de Riozinho, Rio Grande do Sul, em fevereiro de 2011. Apés a coleta, o
material vegetal foi seco em estufa a lenha de aco inox pelo produtor em
temperatura entre 35 e 40 °C, durante 72 h. A sua herborizacdo, processo de
preparacdo do material coletado para preservd-lo em uma colecdo de plantas
denominada herbéario’’, foi realizada no Laboratério de Angiospermas da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul — UFRGS. A exsicata da alcachofra, ou

seja, a planta herborizada e acondicionada em uma pasta de papel*’

, pode ser
observada na Figura 16. A identificacdo foi realizada pelo Dr. Eduardo Pasini,
(Instituto de Biociéncias/ Departamento de Botanica da UFRGS). A planta foi
catalogada no herbario da UFRGS (ICN: 166985). Para os estudos realizados
durante este trabalho, as folhas foram separadas manualmente dos caules,

trituradas e armazenadas em papel aluminio.

\
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Figura 16. Fotografia da exsicata da planta de alcachofra (Cynara scolymus L.).
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3.2. MATERIAIS E SOLVENTES

Os solventes empregados nas extracdes e analises cromatograficas foram
acetato de etila, diclorometano, hexano e etanol, grau pesticida ou equivalente da
Merck (Darmstadt, Alemanha). A agua utilizada foi tratada pelo sistema Milli-Q da
Millipore (Billerica, Massachusetts, USA).

O gas hélio empregado nas analises cromatograficas (pureza superior a
99,999%), 0 gas nitrogénio (pureza entre 97 e 99,999%) utilizado no processo de
evaporacao dos solventes das amostras e o nitrogénio liquido, necessario para a
modulacdo do sistema de GCxGC, foram adquiridos da Linde Gases (Canoas, RS,
Brasil).

Os padrdes de alcanos lineares (Cg até o Cgp), com grau de pureza acima de
98%, foram adquiridos da Sigma-Aldrich (Milwaukee, WI, USA), onde n em C, indica

0 numero de carbonos na molécula do alcano linear.

3.3. EMPREGO DE DIFERENTES TECNICAS DE EXTRACAO NA
CARACTERIZACAO QUIMICA DAS FOLHAS DE ALCACHOFRA

3.3.1. Extracao Assistida por Ultrassom

3.3.1.1. Extracdo Sequencial

O banho de ultrassom da marca Unique (Indaiatuba, SP, Brasil) modelo USC
1800, com poténcia de 220 W, frequéncia de 40 kHz e volume de 3,8 L, foi utilizado
para as extracdes sequenciais das folhas de alcachofra (Figura 17). A agua do
banho do equipamento foi mantida a temperatura de 50 £ 5 °C. Foram empregadas
as condicBes utilizadas por Jacques et al.”” para a extracdo de compostos organicos
da erva-mate com adaptacdes. Para a realizacado dos experimentos, condensadores
de refluxo foram conectados a erlenmeyers de 400 mL. O sistema de refrigeracao
com agua operou entre 0 e 5 °C, Foram adicionados 7,5 g (+ 0,001 g) de amostra,
pesados em balanca analitica Ohaus, modelo Adventurer (Pine Brook, New Jersey,
USA) e também 225 mL de hexano para o inicio das extracdes. Os solventes
subsequentes empregados na extracdo sequencial foram diclorometano e acetato

de etila. A relagcdo massa de amostra:volume de solvente 1:30 foi mantida ao longo
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de todas os experimentos. O tempo de cada extracao foi de 180 min. Cada extrato
foi filtrado separadamente e os solventes foram evaporados em evaporador rotatério
Steroglass, modelo Strike 202 (Perugia, Italia), a T < 40 °C, sendo submetidos a
fluxo de nitrogénio logo apds a evaporagdo, antes do armazenamento a - 17 °C. As
extracOes foram realizadas em triplicata. Para as analises cromatogréaficas, foram
preparadas solucées em diclorometano de 1000 mg L™ dos extratos de maior
rendimento. Na Figura 18 esta apresentado um fluxograma do procedimento de

extragcao assistida por ultrassom sequencial descrito acima.

3 2013

o
[V

Figura 17. Fotografia do banho de ultrassom utilizado na extracdo das folhas de

alcachofra.
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UAE

7,5 g folhas
Hexano
(Mamostra* Vsolvente L 30)
T=50°C
t =180 min

Evaporagao
Evaporador rotatério

| Folhas |

UAE

Diclorometano
(mamostra: vsolvente 1: 30)
°C

t =180 min

Evaporagao
No

| Filtracao |—>—>

Evaporagao
Evaporador rotatério

[Faas

UAE

Acetato de etila
(mamostra: Vsolvente 130)
0 °C

t =180 min

Evaporagao
Np

- { G |

Evaporacao
Evaporador rotatério

Folhas

Descarte

Evaporacao
2

- coias |

Figura 18. Fluxograma do procedimento de extracdo assistida por ultrassom

sequencial para obtencédo dos extratos das folhas de alcachofra.

3.3.1.2. Extrato Hidroalcodlico

Para a obtencdo do extrato hidroalcoodlico, folhas de alcachofra foram

submetidas a UAE com solucdo de etanol 60% (triplicata). O equipamento, as

condicOes de extracdo e as quantidades de amostra e solvente foram 0os mesmos

utilizados nos experimentos de UAE sequencial descritos no Item 3.3.1.1. Apdés

filtracdo, os extratos foram concentrados em evaporador rotatério a T < 50 °C e

secos em liofilizador modelo Supermodulyo (Thermo Fisher Scientific, EUA). Estes
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extratos foram diluidos em 6,8 mL de agua e submetidos a extragdo liquido-liquido
(LLE, do inglés liquid-liquid extraction) sequencial com hexano, diclorometano e
acetato de etila, respectivamente (trés vezes de 5 mL para cada solvente).’*® Os
solventes das trés fracdes foram evaporados sob nitrogénio e as fracdes secas
foram pesadas para célculo de rendimento e armazenadas a -17 °C. Solu¢des em
diclorometano de 1000 mg L™ dos extratos de maior rendimento foram analisadas
via GC/gMS. Na Figura 19 esta apresentado um fluxograma do procedimento de

extracdo para obtencéo do extrato hidroalcodlico das folhas de alcachofra.

LLE | —
UAE Ve —-l Fragdo Organica ]—~ Evaporagao GC/gMS
7,5 g folhas (3x5mL) N,
225 mL etanol 60 %
T=50°C
t =180 min

Fragao Aquosa

Filtragao

LLE = ,
Diclorometano —'I Fragao Organica }—' Evaporagao GC/gMS
(3x5mL) N, a

Evaporagao
Evaporador rotatério

Fragao Aquosa
Liofilizagao [

LLE ' =
Acetato de etila —-| Fragdo Orgénica '—' Evapzragao GC/qMS
(3x5mL) 2

Dissolugao
6,8 mL agua

Fragao Aquosa

Figura 19. Fluxograma do procedimento de extragcdo para obtencdo do extrato
hidroalcodlico das folhas de alcachofra.

3.3.2. Extracéo por Fluido Supercritico

Os experimentos de SFE foram realizados no Laboratério de Termodinamica
e Extracdo Supercritica (LATESC) do Departamento de Engenharia Quimica e
Engenharia de Alimentos da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC). O
extrator supercritico utilizado operou a uma pressdao maxima de 300 bar e vazdes de
solvente de 1,67 g/min a 13,33 g/min. A unidade de SFE disponivel no LATESC foi
completamente desenvolvida e construida pelo Laboratério Thermische
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Verfahrenstechnik da Technische Universitat Hamburg-Harburg (TUHH), na
Alemanha.

A unidade de SFE é constituida de um cilindro de CO, com 99,9 % de pureza
(White Martins, Brasil), que alimenta diretamente a linha de extragdo. O CO, segue
para um banho termostéatico (C10-K10, Thermo Haake, Karlsruhe) com temperatura
programada para 1 °C. O extrator é constituido de um cilindro de aco inox de volume
de 103 mL e extremidades rosqueadas. A linha que liga a bomba ao extrator, bem
como a linha ap6s o extrator, € mantida em um banho termostatico (MQBTZ99-20,
Microquimica, Palhoca, SC) programado para manter a temperatura em 65 °C, de
modo a evitar o congelamento da valvula micrométrica. No inicio do processo de
extracdo, a valvula (Maximator Cat no 3710.0104) é mantida fechada e, ap6s a
pressurizagdo do solvente, € aberta para permitir a passagem do CO, para o
extrator. O extrator € mantido na temperatura de extracdo desejada através de um
banho termostatico (Thermo Haake, DC30-B30). A Figura 20 apresenta um

esquema da unidade de SFE e a Figura 21 , uma fotografia da mesma.

—

A

Figura 20: Esquema representativo da unidade de extracdo por fluido supercritico
utilizada nos experimentos. (A) cilindro de COg, (B) e (C) banhos termostaticos, (D)
extrator, (E) frasco coletor, (F) bomba de alta pressao, (G) medidor de presséo e (H)

valvula micrométrica com sistema de aquecimento.

. ) 34
Caroline Saucier



Dissertacdo de Mestrado - PPGQ/UFRGS

Figura 21. Fotografia da unidade de SFE utilizada nos experimentos.

Foram pesados 20 g (= 0,001 g) de folhas de alcachofra para cada extragao.
Os experimentos foram realizados somente com CO, como solvente e utilizando
CO, com 5 % de acetato de etila como cossolvente. Foi empregado somente acetato
de etila como cossolvente devido a incompatibilidade quimica do hexano e do
diclorometano com o material que constitui as partes internas da bomba (de acordo
com o manual do equipamento). As condi¢Oes foram: vazao de solvente de 5 g/min,
pressédo de 300 bar, temperatura de 50 °C e tempo de 240 min. Os extratos foram
secos sob nitrogénio, pesados para céalculo de rendimento e armazenados a - 17
oc®" Para as andlises cromatograficas, foram preparadas solucdes em
diclorometano de 1000 mg L™ dos extratos. A Figura 22 mostra um fluxograma do

procedimento de extracdo por fluido supercritico descrito acima.

SFE

20 g folhas
Solvente: CO,o0u ~
CO, + 5% acetato de etila Evaporagao
Vazéo = 5 g/min N,
P =300 bar
T=50°C
t =240 min

Figura 22. Fluxograma do procedimento de extracdo por fluido supercritico das

folhas de alcachofra.
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3.3.3. Extracéo por Hidrodestilagéo

O aparelho de Clevenger utilizado na hidrodestilacdo € apresentado na
Figura 23 . Em um baldo de vidro de 2 L, foram colocados 100 g (+ 0,001 g) de
folhas de alcachofra e 700 mL de &gua Milli-Q. O tempo de extracdo foi de 4 h, a
partir do momento da ebulicdo. O sistema de refrigeracdo empregado operou entre O
e 5 °C, para minimizar a perda dos compostos volateis. A mistura de agua e 6leo
essencial (produto da hidrodestilacéo), foi submetida trés vezes a extracdo liquido-
liguido com diclorometano na proporcgéo de 1:1. Apds, a fracdo orgéanica foi seca em
sulfato de sédio anidro (Nuclear, Brasil) e armazenada a - 17 °C.**° A Figura 24
apresenta um fluxograma do procedimento de hidrodestilacdo das folhas de

alcachofra.

Figura 23. Fotografia do aparelho de Clevenger durante o processo de

hidrodestilacao das folhas de alcachofra.

HD
Agua
Clevenger g LLE
100 g folhas + Diclorometano 4’| Fragao Organica
700 mL H,0 Oleo essencial 1:1 (3x)
t =240 min

Secagem

| Fracdo Aquosa I Na,SO,

Descarte GC/gMs

GCxGC/qMS

Figura 24. Fluxograma do procedimento de hidrodestilacdo das folhas de

alcachofra.
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3.4. ANALISES CROMATOGRAFICAS

3.4.1. Extratos Obtidos por Extragao Assistida por Ultrassom

Os extratos obtidos por UAE sequencial e as fracfes do extrato hidroalcodlico
obtidas por LLE sequencial foram analisados em um cromatégrafo gasoso modelo
GCMS-QP2010 Plus, Shimadzu (Kioto, Japao). A coluna capilar utilizada foi uma
ZB-5MS (fase estacionaria contendo 95% de dimetil polisiloxano e 5% de
grupamentos fenila), com 60 m de comprimento, 0,25 mm de diametro interno e 0,25
Mm de espessura de fase estacionaria (Phenomenex,Torrance, CA, USA). O gas de
arraste foi hélio, com um fluxo de 0,91 mL/min. As temperaturas do injetor, da
interface e da fonte de ions foram mantidas a 300 °C. A energia para ionizagao por
impacto eletrénico foi de 70 eV. O modo de andlise adotado foi o de varredura de
espectro total (full scan), com m/z de 40 a 500 Daltons. O volume de injecao foi de
0,5 pL no modo splitless. A temperatura inicial do forno foi de 40 °C com taxa de
aquecimento de 2 °C/min até 300 °C, permanecendo nesta temperatura por 20

min.**°

3.4.2. Extratos Obtidos por Extracdo por Fluido Sup  ercritico e Hidrodestilacdo

As analises dos extratos obtidos por SFE e do Oleo essencial obtido por HD
foram realizadas em um cromatografo gasoso modelo GCMS-QP2010 Ultra,
Shimadzu (Kioto, Japao). A coluna capilar da primeira dimenséo foi uma OV-5 (fase
estacionaria contendo 95% de dimetil polisiloxano e 5% de grupamentos fenila), com
60 m de comprimento, 0,25 mm de diametro interno e 0,10 um de espessura de fase
estacionaria (Ohio Valley Specialty Company, USA). Na segunda dimenséo, foi
utiizada uma coluna capilar DB-17MS (fase estacionaria contendo 50% de
grupamentos fenila e 50% de dimetil polisiloxano) de 2,15 m de comprimento, 0,18
mm de diametro interno e 0,18 um de espessura de fase estacionaria, adquirida da
Agilent Technologies - J&W Scientific (Palo Alto, CA, EUA). O gas de arraste foi
hélio, com um fluxo de 0,91 mL/min. As temperaturas do injetor, da interface e da
fonte de ions foram mantidas a 300 °C. A energia para ionizagdo por impacto
eletrénico foi de 70 eV. O modo de andlise adotado foi o de varredura de espectro

total (full scan), com m/z de 40 a 500 Daltons. O volume de inje¢&o foi de 0,5 pL no
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modo splitless. A temperatura inicial do forno foi de 40 °C com taxa de aquecimento
de 2 °C/min até 300 °C, permanecendo nesta temperatura por 20 min.**° Para a
analise bidimensional do 6leo essencial, foi utilizado um modulador do tipo loop
(ZX1- GCxGC, Zoex, Houston, TX, USA) com gas resfriado por nitrogénio liquido e
gas aquecido pelo forno do cromatdgrafo. Nas analises monodimensionais (extratos
obtidos por SFE e 6leo essencial obtido por HD), este modulador foi desligado. O
periodo de modulacdo empregado foi de 5 s, com duracao do jato quente de 10% do

periodo de modulacéo (0,5 s).
3.5. TRATAMENTO DOS DADOS

Para o tratamento dos dados mono e bidimensionais, foram utilizados os
softwares GCMS Solutions 2.6 (Shimadzu, Japdo) e GC Image 2.2bl (Zoex
Corporation, Houston, Texas, USA), respectivamente.

Na GCxGC, apos a integracao dos picos, realizada pelo software, € gerado
um diagrama de cores, onde 0s picos sao representados por blobs. O termo blob, na
literatura relacionada a processamento de imagem digital, significa um conjunto de
pixels que sdo mais brilhantes, ou mais escuros, que a regiéo ao seu redor.**

A identificacdo tentativa dos compostos das folhas de alcachofra foi efetivada
através da comparacdo dos indices de retencdo com programacao linear de
temperatura (LTPRI, do inglés linear temperature programmed retention index)
obtidos experimentalmente com aqueles reportados na literatura cientifica®
empregando-se a coluna DB-5. Para tanto, foram utilizadas uma mistura de alcanos

lineares (Cs-Cso) € a equagao de Van den Dool e Kratz:*%31%*

LTPRI = 100 n + 100 __Ra. = &)
R(n+1) ~ 'R(n)

N~ e

Onde:
* LTPRI é o indice de retencdo com programacao linear de temperatura;
* tgri € 0 tempo de retencdo do composto desconhecido;
* trn € O tempo de retengcdo do alcano linear menos retido pela fase

estacionaria do que o composto i;

. . 38
Caroline Saucier



Dissertacao de Mestrado - PPGQ/UFRGS

* trp+y € O tempo de retengcdo do alcano linear mais retido pela fase
estacionaria do que o composto i;

Para a analise bidimensional, esse calculo foi realizado somando-se o0s
tempos de retencdo da 'D e da ’D de cada composto. A validacdo deste
procedimento foi realizada por von Millen et al.**® Uma relacdo linear foi obtida a
partir dos indices de retencao calculados através da GCxGC/TOFMS (cromatografia
gasosa bidimensional abrangente acoplada a espectrometria de massas por tempo
de voo, do inglés comprehensive two-dimensional gas chromatography with time-of-
flight mass spectrometry) para trinta padroes de compostos volateis e os indices
apresentados na literatura para 1D-GC. Foram identificados através deste
procedimento compostos volateis de Oleo essencial de eucalipto. Os compostos
foram considerados tentativamente identificados por LTPRI apenas quando o valor
da diferenca (em moddulo) entre o LTPRI da literatura e o LTPRI experimental foi
menor ou igual a 10 unidades para dados monodimensionais e 15 unidades para
dados bidimensionais.

Para a realizacdo da identificacdo tentativa dos compostos encontrados nos
extratos das folhas de alcachofra, também foram comparados os seus espectros de
massas com aqgueles da biblioteca de espectros de massas NIST versédo 05, sendo
considerado um valor minimo de similaridade de 80% na GC/gMS e 700 na
GCxGC/qMS.

Foram considerados majoritarios 0s compostos com areas percentuais acima
de 1% na GC/gMS e volumes percentuais acima de 1% na GCxGC/qMS.

Os dados obtidos por GCxGC/gMS foram transferidos para uma planilha do
software Microsoft Excel™ para que fossem construidos gréaficos de disperséo (‘tg %
%tg) a fim de melhorar a visualizacdo da separacdo e da distribuicdo dos compostos
no espaco bidimensional.

. ) 39
Caroline Saucier



Dissertacédo de Mestrado - PPGQ/UFRGS

4. RESULTADOS E DISCUSSAO
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. EMPREGO DE DIFERENTES TECNICAS DE EXTRACAO NA
CARACTERIZACAO QUIMICA DAS FOLHAS DE ALCACHOFRA

4.1.1. Extracéo Assistida por Ultrassom

4.1.1.1. Extracdo Sequencial

Na Tabela IV estdo apresentados os resultados obtidos quanto ao rendimento
das extragOes sequenciais utilizando banho de ultrassom. Os rendimentos (n) foram
expressos em percentagem de massa de extrato (g) em relacdo a massa de material

vegetal seco (% m/m).

Tabela IV. Rendimentos dos extratos obtidos por extracdo assistida por ultrassom
sequencial expressos em percentagem de massa de extrato (g) em relacdo a massa

de material vegetal seco (% m/m).

Solvente n (% m/m) + o
Hexano 1,90 + 0,26
Diclorometano 5,63+0,14
Acetato de etila 1,35+ 0,32

O rendimento dos extratos depende do solvente utilizado e aumenta conforme
aumenta sua polaridade. Os materiais vegetais contém componentes hidrofilicos e
hidrofébicos, mas o conteido de compostos sollveis em agua é muito maior.®
Assim, sdo esperados maiores rendimentos com o emprego de solventes mais
polares. Contudo, conforme pode ser verificado na Tabela IV, ndo foi observado
este comportamento para os rendimentos dos extratos das folhas de alcachofra
obtidos por ultrassom, pois os experimentos foram realizados de forma sequencial.

Na Figura 25 sao apresentados os cromatogramas de corrente idnica total
dos extratos das folhas de alcachofra obtidos por UAE sequencial com hexano,
diclorometano e acetato de etila. As condi¢cdes cromatogréficas estdo descritas no
Iltem 3.4.1 da parte experimental. A Tabela V apresenta os compostos positivamente
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e tentativamente identificados e suas classes, bem como seus respectivos tempos

de retencdo, areas percentuais, indices de retengdo calculados e indices de

retencédo da literatura.
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Figura 25. Cromatogramas de corrente ionica total dos extratos obtidos por extragao

assistida por ultrassom sequencial com (A) hexano, (B) diclorometano e (C) acetato

de etila. Os numeros dos picos correspondem aos compostos apresentados na

Tabela V. As condicbes cromatogréaficas estdo descritas no Item 3.4.1 da parte

experimental.
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Tabela V. Resultados das andlises dos extratos de folhas de alcachofra obtidos por extracdo assistida por ultrassom sequencial

com hexano, diclorometano e acetato de etila.

Hexano Diclorometano Acetato de Etila
Composto Classe LTPRI, - - -

tz (min) A (%) LTPRI tr(min) A(%) LTPRIg tx(min) A (%) LTPRI
1 NI - - 9,34 0,14 767 - - - - - -
2 3-Meti|—3-pentan0|3 Alcool - 10,14 0,22 779 - - - - - -
3 3-Hexanona? Cetona 795 11,44 0,21 797 - - - - - -
4 2-Hexanona? Cetona 801 11,64 0,69 800 - - - - - -
5 1-Meti|ciclopentano|2 Alcool 796 11,84 0,26 800 - - - - - -
6 3-Hexanol? Alcool 802 11,96 0,25 801 - - - - - -
7 2-Hexanol Alcool 801 12,17 0,30 805 - - - - - -
8 NI - - 14,56 0,18 845 - - - - - -
9 3-Metilciclopentanona2 Cetona 847 14,94 0,07 851 - - - - - -
10 NI - - - - - - - - 16,61 5,22 879
11 m-DiisopropiIbenzeno3 HC aromatico - 36,28 0,18 1150 - - - - - -
12 1-t-Butil-4-etilbenzeno® HC aromatico - 36,73 0,11 1156 - - - - - -
13 2-Meti|—2-fenilpentano3 HC aromatico - 37,99 0,11 1173 - - - - - -
14 p-DiisopropiIbenzeno2 HC aromatico 1175 38,08 0,20 1174 - - - - - -
15 NI - - - - - - - - 42,80 7,64 1239
16 Di-hidroactinidiolideo® Norisoprenoide 1532 62,02 0,04 1531 - - - - - -
17 NI - - 75,48 0,08 1768 75,47 0,12 1767 - - -
18 NI - - - - - 78,14 0,11 1818 - - -
19 NI - - 79,12 1,08 1837 79,12 0,84 1837 79,11 3,63 1837
20 Fitona® Cetona 1842 79,36 0,57 1841 79,36 0,20 1841 - - -
21 Palmitato de metila’ EStegrdaigc'do 1925 83,58 0,29 1925 8358 054 1925 8358 7,98 1925
22 Acido palml'tico2 Acido graxo 1958 85,27 7,97 1959 85,20 3,20 1958 85,17 13,51 1957
23 NI - - - - - 88,28 0,12 2022 - - -
24 Linoleato de metila? EStegrdaigc'do 2092 91,56 0,06 2092 9156 0,11 2092 - - -
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Hexano Diclorometano Acetato de Etila
Composto Classe LTPRI,
ta(min)  A(%) LTPRIz  tg(min) A(%) LTPRI; tz(min) A(%)  LTPRI
25 NI - - 91,89 0,22 2099 91,88 0,47 2099 91,88 4,70 2099
26 Fitol? g:;geéazr&% 2110 92,31 1,63 2108 9231 051 2108 - - -
27 Acido linoleico? Acido graxo 2130 93,23 1,16 2129 93,23 0,13 2129 - - -
28 NI - - 93,51 3,23 2135 93,49 025 2135 - - -
29 Acido estearico® Acido graxo 2162 94,61 0,26 2160 - - - - - -
30 NI - - 94,79 0,33 2164 9478 0,32 2164 - - -
31 NI - - - - - 99,91 081 2282 - - -
32 NI - - - - - 102,04 0,48 2333 - - -
33 NI - - 102,62 0,09 2347 - - - - - -
34 NI - - - - - 102,94 0,22 2355 - - -
35 NI - - - - - 103,66 0,30 2372 - - -
36 Grosheimina® S%Sgggig) de(;‘o - 103,87 0,21 2378 103,96 14,19 2380 103,84 17,24 2377
37 NI - - - - - 104,80 471 2400 10471 3,77 2398
38 NI - - - - - 105,86 4,86 2427 - - -
39 NI - - 106,45 0,11 2442 106,45 2,76 2442 106,44 2,77 2442
40 NI - - 108,45 0,14 2493 - - - - - -
41 Pentacosano® HC ”slfé‘;rrado 2500 108,79 0,17 2501 - - - - - -
42 NI - - 111,02 0,05 2560 - - - - - -
43 NI - - 111,66 0,18 2577 111,66 0,32 2577 - - -
44 NI - - 112,09 0,81 2588 112,09 1,62 2588 - - -
45 NI - - 113,83 0,10 2636 - - - - - -
46 NI - - 116,08 0,57 2699 - - - - - -
47 Heptacosano® HC “Sr?é‘;rrado 2700 11625 1,33 2703 ; - - - ; ;
48 NI - - - - - 116,95 925 2723 - - -
49 HC? HC saturado - 117,39 013 2735 - - - - - -
ramificado
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Hexano Diclorometano Acetato de Etila
Composto Classe LTPRI, - - -
tr (min) A (%) LTPRI tr(min) A(%) LTPRIg tx(min) A (%) LTPRIg
50 NI - - - - - 118,07 12,82 2754 - - -
51 HC* HC saturado - 118,82 0,29 2775 - - - - - -
ramificado
52 Octacosano® HC ”slf‘é‘;rrado 2800 119,77 0,19 2802 ; - - - ; ;
53 NI - - 120,18 0,21 2814 - - - - - -
54 HC* HC saturado - 120,83 0,11 2833 - - - - - -
ramificado
55 NI - ; 121,07 0,19 2840 ; - - - ; ;
56 HC* HC saturado ; 121,73 0,10 2860 ; - - - ; ;
ramificado
57 NI - ; ; ; - ; - - 122,47 7,63 2882
58 NI - - - - - 122,62 19,21 2887 - - -
59 Nonacosano® HC ”slfé‘;rrado 2900 123,19 8,38 2904 123,17 028 2903 - ; ;
60 NI - ; 123,75 0,50 2920 ; - - - ; ;
61 HC* HC saturado ; 12423 051 2935 ; - - - ; ;
ramificado
62 HC* HC saturado - 125,03 0,56 2959 - - - - - -
ramificado
63 Triacontano HC ”slf‘é‘;rrado 3000 126,48 0,41 2994 ; - - - ; ;
64 NI - - 127,81 0,13 3031 - - - - - -
65 HC? HC saturado ; 12828 023 3044 ; - - - ; ;
ramificado
66 HC* HC saturado ; 129,70 23,03 3083 129,66 0,63 3072 - - -
ramificado
67 NI - - 130,31 0,09 3099 - - - - - -
68 NI - ; 131,04 0,24 3120 ; - - - ; ;
69 HC HC saturado ] 132,95 046 3172 ; . . . ; ;
ramificado
70 NI - - 134,86 0,81 3225 134,86 054 3211 - - -
71 HC HC saturado ] 136,76 554 3277 ; . . . ; ;
ramificado
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Hexano Diclorometano Acetato de Etila
Composto Classe LTPRI,

ta(min)  A(%) LTPRI.  tx(min) A(%) LTPR. tx(min) A(%) LTPRI
72 NI - - 137,30 0,92 3292 137,28 0,70 3276 - - -
73 NI - - 137,72 0,13 3303 - - - - - -
74 NI - - 137,87 0,39 3307 - - - - - -
75 NI - - 13837 0,15 3321 - - - - - -
76 B-amirina’ Z;iigeéﬁggg 3337 139,18 4,23 3343 139,17 2,37 3327 139,12 3,12 3336
77 NI - - 139,92 0,30 3364 - - - - - -
78 Lupeol® g;iigeéﬁigg - 141,28 7,96 3401 14127 447 3383 14126 541 3394
79 NI - - 144,04 0,34 3477 - - - - ; ]
80 NI - - 14468 0,32 3495 - - - - - -
81 NI - - 14523 0,67 3510 - - - - - -
82 NI - - 14565 7,70 3521 14562 536 3500 14559 11,23 3513
83 NI - - 146,25 10,19 3538 146,23 6,85 3516 146,18 6,15 3529
84 NI - - 14931 0,53 3622 - - - - - -

NI: composto néo indentificado, HC: hidrocarboneto, tr (min): tempo de retengdo em minutos, A (%): area percentual, LTPRIg: LTPRI obtido experimentalmente, LTPRI,:
LTPRI obtido da literatura (biblioteca NIST), 1Compostos positivamente identificados através de co-injecdo com padrdes, 2Compostos tentativamente identificados através da
comparagdo entre os espectros de massas e LTPRI obtidos experimentalmente com aqueles reportados na literatura cientifica, 3Compostos tentativamente identificados
através da comparagdo entre os espectros de massas obtidos experimentalmente com aqueles reportados na literatura cientifica. Nestes casos o nome do composto foi
sugerido apesar da incerteza desta identificacéao, 4Compostos tentativamente identificados através da comparacao entre os espectros de massas obtidos experimentalmente

com aqueles reportados na literatura cientifica com designacao da classe quimica.
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O cromatograma de corrente idnica total do extrato de UAE sequencial com
hexano das folhas de alcachofra, Figura 25 (A), apresentou 5 compostos
positivamente identificados e 31 compostos tentativamente identificados. Os
constituintes majoritarios foram acido palmitico (22; 7,97%), fitol (26; 1,63%), acido
linoleico (27; 1,16%), heptacosano (47; 1,33%), nonacosano (59; 8,38%), dois
hidrocarbonetos saturados ramificados (66; 23,03%) e (71; 5,54%), p-amirina (76;
4,23%) e lupeol (78; 7,96%). Os numeros entre parénteses correspondem aos
nameros dos compostos na Tabela V e suas respectivas areas percentuais.

Para o extrato de UAE sequencial com diclorometano das folhas de
alcachofra, cujo cromatograma pode ser observado na Figura 25 (B), foi
positivamente identificado 1 composto e tentativamente identificados 12 compostos.
Os compostos majoritarios foram acido palmitico (22; 3,20%), grosheimina (36;
14,19%), B-amirina (76; 2,37%) e lupeol (78; 4,47%).

O cromatograma de corrente idnica total do extrato de UAE sequencial com
acetato de etila das folhas de alcachofra, Figura 25 (C), apresentou 5 compostos
tentativamente identificados. Os compostos majoritarios foram palmitato de metila
(21; 7,98%), acido palmitico (22; 13,51%), grosheimina (30; 17,24%), B-amirina (76;
3,12%) e lupeol (78; 5,41%).

Pela comparacdo da composicdo dos extratos obtidos com os diferentes
solventes € possivel verificar que o hexano possibilitou a identificacdo de um maior
namero de compostos. No entanto, foram observadas maiores areas percentuais
dos compostos majoritarios acido palmitico e grosheimina com a utilizacdo de
acetato de etila. Em todos os extratos foram tentativamente identificados é&cido
palmitico, palmitato de metila, grosheimina, B-amirina e lupeol.

A lactona sesquiterpénica grosheimina, neste estudo classificada como
sesquiterpeno oxigenado, esta presente principalmente em plantas da familia
Asteraceae, como a alcachofra.>®*®’ A grosheimina é reportada na literatura
cientifica como um dos compostos responsaveis pelos efeitos de diminuicdo do
colesterol, atividade antioxidante e anti-hiperlipidémica de extratos de folhas de
alcachofra.®®*®" As lactonas sesquiterpénicas da classe dos guaianolideos, a qual
pertence a grosheimina, possuem atividade antituberculose.?#1°81>9

Na Figura 26 estdo apresentados os espectros de massas da grosheimina
(A) da amostra e (B) da biblioteca NIST 05. A comparacéo destes espectros permitiu

a identificacdo deste composto. E possivel observar que o padrdo de fragmentacéo
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da grosheimina na amostra é semelhante ao encontrado na biblioteca. Estado
presentes em ambos 0s espectros de massas os fragmentos com m/z 41, 67, 69, 97,
121, 137, 165, 200, 244 e o ion molecular, com m/z 262.

A B-amirina, triterpeno oxigenado tentativamente identificado em todos os
extratos, € um dos compostos triterpenoides mais abundantes na natureza.
Trabalhos cientificos sugerem seu grande potencial como medicamento. Pesquisas
de misturas de a e B-amirina confirmaram suas atividades gastroprotetora,
antipruritica, hepatoprotetora, ansiolitica e antidepressiva.'®*'®* Martelanc et al.'®
verificaram a presenca de B-amirina em repolho branco (Brassica oleracea L.)
através de extracdo com diclorometano e analise por cromatografia liquida de alta
eficiéncia com detecgédo por ultravioleta e espectrometria de massas. Em outro
estudo, Aragéo et al. extrairam da resina da almacegueira (Protium heptaphyllum) a
e B-amirina. Os compostos foram caracterizados por infravermelho e ressonancia
magnética nuclear de préton e de carbono 13.*%°

O triterpeno oxigenado lupeol, tentativamente identificado em todos os
extratos obtidos por UAE, tem sido reportado na literatura cientifica como
antioxidante, anti-inflamatério, inibidor de crescimento de tumores e protetor contra o
aumento do colesterol. Além disso, devido a sua dificil sintese, € importante que o
lupeol seja isolado de plantas.*®%%

Os espectros de massas do lupeol (C) da amostra e (D) da biblioteca NIST 05
estdo apresentados na Figura 26. A comparacdo destes espectros permitiu a
identificacéo deste composto. E possivel observar que o padrdo de fragmentag&o do
lupeol na amostra é semelhante ao encontrado na biblioteca. Estdo presentes em
ambos o0s espectros de massas os fragmentos com m/z 43, 55, 68, 81, 95, 109, 135,
147,175, 189, 207, 218, e o ion molecular, com m/z 426.

O fitol (26) foi tentativamente identificado nos extratos com hexano e
diclorometano. E um alcool diterpénico, neste trabalho classificado como diterpeno
oxigenado. E utilizado na produc&o sintética das vitaminas K1 e E e como fixador na
indUstria de perfumes.*®*

Os éster de acido graxo palmitato de metila também foi tentativamente
identificado em todos os extrato obtidos por UAE sequencial. O linoleato de metila foi
tentativamente identificado nos extratos com hexano e diclorometano. Esses
compostos sao constituintes de uma das principais classes que compde as ceras

que recobrem as folhas dos vegetais. Essas ceras sdo misturas complexas de
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compostos de cadeias longas, tais como acidos graxos, hidrocarbonetos, alcoois,
aldeidos, cetonas, ésteres, compostos alifaticos polinucleares e compostos

fenolicos.%®
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Figura 26. Espectros de massas da grosheimina da amostra (A) e da biblioteca
NIST 05 (B) e do lupeol da amostra (C) e da biblioteca NIST 05 (D).

Na Figura 27 é possivel visualizar a influéncia do solvente nas areas
percentuais obtidas para as diferentes classes quimicas de compostos
positivamente e tentativamente identificados. A utilizacdo de hexano levou a
obtencdo de maiores areas percentuais para alcoois, cetonas, hidrocarbonetos
saturados lineares, hidrocarbonetos saturados ramificados, hidrocarbonetos
aromaticos e para o triterpeno oxigenado lupeol. Com diclorometano, foi obtida uma
maior area percentual para compostos nao identificados. Com acetato de etila, foi
possivel obter maiores areas percentuais para ésteres de acidos graxos e acidos

graxos, bem como para o sesquiterpeno oxigenado grosheimina.
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Figura 27. Influéncia do solvente na composicédo dos extratos obtidos por extracao
assistida por ultrassom sequencial em termos das areas cromatograficas

percentuais das classes quimicas de compostos tentativamente identificados.

4.1.1.2. Extrato Hidroalcodlico

O rendimento de extrato hidroalcodlico (60% etanol/agua) liofilizado das
folhas de alcachofra em relacdo & massa do material vegetal seco foi de 18,13 % +
1,1 (m/m). Na Tabela VI estdo apresentados os resultados obtidos quanto ao
rendimento das extragcdes sequenciais liquido-liquido com hexano, diclorometano e
acetato de etila. Os rendimentos (n) foram expressos em percentagem de massa de

extrato (g) obtida apos a LLE em relacdo a massa de extrato liofilizado (% m/m).

Tabela VI. Rendimentos dos extratos expressos em percentagem de massa de
extrato (g) obtida apos extracdo liquido-liquido em relagdo a massa de extrato
liofilizado (% m/m).

Solvente n (% m/m)+ o
Hexano 0,31 +£0,08
Diclorometano 0,85+0,12

Acetato de etila 0,79 +0,13
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Na Figura 28 sao apresentados os cromatogramas de corrente idnica total

dos extratos obtidos por LLE com hexano, diclorometano e acetato de etila a partir

do extrato hidroalcodlico das folhas de alcachofra. As condicbes cromatograficas

estdo descritas no Item 3.4.1 da parte experimental. A Tabela VII apresenta os

compostos tentativamente identificados e suas classes, bem como seus respectivos

tempos de retencdo, areas percentuais, indices de retencédo calculados e indices de

retengéo da literatura.
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Figura 28. Cromatogramas de corrente idnica total dos extratos obtidos por extracao

liquido-liquido com (A) hexano, (B) diclorometano e (C) acetato de etila a partir do

extrato hidroalcodlico das folhas de alcachofra. Os numeros dos picos correspondem

aos compostos apresentados na Tabela VII. As condi¢cdes cromatograficas estado

descritas no Item 3.4.1 da parte experimental.
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Tabela VII. Resultados das analises dos extratos obtidos por extracao liquido-liquido com hexano, diclorometano e acetato de etila

a partir do extrato hidroalcoolico das folhas de alcachofra.

Hexano Diclorometano Acetato de etila
Composto Classe LTPRI, - - -

tg (min) A (%) LTPRI; tr (min) A (%) LTPRIg tr (min) A (%) LTPRI;
1 Di-hidroactinidiolideo® Norisoprenoide 1525 61,99 0,09 1531 - - - - - -
2 3-Oxo-a-ionol’ Norisoprenoide 1632 - - - 68,42 0,10 1640 - - -
3 NI - - - - - 69,89 0,14 1666 - - -
4 NI - - - - - 70,92 0,18 1684 - - -
5 Pentadecanal® Aldeido 1715 72,65 0,09 1715 - - - - - -
6 NI - - - - - 75,44 0,91 1767 75,45 1,55 1767
7 NI - - - - - 76,38 0,30 1784 76,39 1,54 1785
8 NI - - 78,11 0,16 1817 - - - - - -
9 NI - - 79,07 0,32 1836 - - - - - -
10 Fitona' Cetona 1842 79,32 0,56 1841 - - - - - -
11 NI - - 81,26 0,16 1878 - - - - - -
12 NI - - 83,23 0,10 1918 - - - - - -
13 Palmitato de metila® ESte;faigc'do 1925 83,53 029 1924 83,54 0,16 1924 ) ) )
14 Acido palmitico® Acido graxo 1958 85,19 15,62 1958 - - - - - -
15 Palmitato de etila* Esterdedcido g94 86,85 1,30 1992 ; ; - ; - ;

graxo
16 NI - - 88,24 0,17 2021 - - - - - -
17 NI - - 91,83 0,24 2098 91,84 0,12 2098 - - -
18 Fitol! Diterpeno 2110 92,26 2,80 2107 - - - - - -
Oxigenado
19 Acido linoleico® Acido graxo 2130 93,15 2,59 2127 - - - - - -
20 NI - - 93,41 5,95 2133 - - - - - -
21 NI - - 94,54 1,46 2158 - - - - - -
22 NI - - 94,82 1,58 2165 94,75 0,38 2163 - - -
23 NI - - - - - 94,91 0,12 2167 - - -
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Hexano Diclorometano Acetato de etila
Composto Classe LTPRI, - - -
tg (min) A (%) LTPRIg tr(min) A(%) LTPRIg tr(min) A (%) LTPRIg
24 NI - ] - - - 9574 0,12 2185 - ] -
25 NI - - - - - 9591 0,09 2189 - - -
Ester de 4cid
26 Estearato de etila® sterdeacdo 5193 96,03 022 2192 - - - - - -
graxo
27 NI ; ; ; ; ; 9987 1,03 2281 99,83 5,42 2280
28 NI - - - - - 101,76 0,28 2326 101,76 9,50 2326
29 NI ; ; ; ; ; 102,00 1,89 2332 102,00 1891 2332
30 NI - - 102,56 0,10 2346 - - - - - -
31 NI ; ; ; ; ; 102,89 0,17 2354 ; ; ;
32 NI - - - - - 103,67 4,36 2373 10358 2,72 2371
33 Grosheimina’ Sesquiterpeno - 103,80 055 2376 103,99 31,32 2381 103,84 166 2377
oxigenado
34 NI - - - - - 104,77 5,63 2400 104,71 4,85 2398
35 NI ; ; ; ; ; 10536 0,08 2414 ; ; ;
36 NI - - - - - 10552 0,16 2418 - - -
37 NI ; ; ; ; ; 10594 0,82 2429 ; ; ;
38 NI - - 106,39 0,09 2441 - - - - - -
39 NI ; ; 108,79 019 2502 ; ; ; ; ; ;
40 NI - - - - - 11096 0,13 2559 - - -
a1 NI ; ; 111,61 021 2576 111,61 051 2576 11162 22,01 2576
42 NI - - 112,02 060 2587 112,05 2,27 2587 112,04 2,83 2587
43 NI ; ; ; ; ; 116,69 0,11 2716 ; ; ;
44 NI - - - - - 121,32 0,40 2845 - - -
45 NI ; ; ; ; ; 122,04 034 2865 ; ; ;
46 NI - - 122,40 0,83 2880 122,65 46,37 2882 122,48 4,11 2883
47 NI ; ; 12857 019 3042 ; ; ; ; ; ;
48 NI - - 12977 013 3075 - - - - - -
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Hexano Diclorometano Acetato de etila
Composto Classe LTPRI, - - -
tg (min) A (%) LTPRIg tr(min) A(%) LTPRIg tr(min) A (%) LTPRIg
49 NI - - 13478 2,02 3214 - - - - - -
50 NI . - 137,19 2,37 3280 - - - - - -
51 NI ; - 137,81 045 3297 - - . - . -
52 NI . - 13824 025 3309 - - - - - -
53 B-amirina’ Triterpeno 3337 139,06 7,65 3332 139,06 0,20 3340 - - -
oxigenado
54 Lupeol® Triterpeno - 141,16 16,05 3390 141,17 041 3398 141,16 7,43 3406
oxigenado
55 NI ; - 14452 028 3483 - - - - - -
56 NI ; - 145,09 1,12 3498 - - . - - -
57 NI . - 14548 13,89 3509 14549 037 3518 14545 7,17 3527
58 NI ; - 146,09 19,33 3526 146,06 0,556 3534 146,07 10,30 3544

NI: composto ndo indentificado, tr (min): tempo de retencdo em minutos, A (%): area percentual, LTPRIg: LTPRI obtido experimentalmente, LTPRI.: LTPRI obtido da literatura

(biblioteca NIST), 1Compostos tentativamente identificados através da comparagdo entre os espectros de massas e LTPRI obtidos experimentalmente com aqueles

reportados na literatura cientifica, 2Compostos tentativamente identificados através da comparagdo entre os espectros de massas obtidos experimentalmente com aqueles

reportados na literatura cientifica. Nestes casos o nome do composto foi sugerido apesar da incerteza desta identificacéo.
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O cromatograma de corrente idnica total do extrato de LLE com hexano obtido
a partir do extrato hidroalcodlico das folhas de alcachofra, Figura 28 (A) , apresentou
12 compostos tentativamente identificados. Os constituintes majoritarios foram acido
palmitico (14; 15,62%), palmitato de etila (15; 1,30%), fitol (18; 2,80%), acido
linoleico (19; 2,59%), B-amirina (53; 7,65%) e lupeol (54; 16,05%). Os numeros entre
parénteses correspondem aos numeros dos compostos na Tabela VIl e suas
respectivas areas percentuais.

Para o extrato de LLE com diclorometano obtido a partir do extrato
hidroalcoolico das folhas de alcachofra, cujo cromatograma pode ser observado na
Figura 28 (B), foram tentativamente identificados 5 compostos. O composto
majoritario foi a grosheimina (33; 31,32%).

O cromatograma de corrente idnica total do extrato de LLE com acetato de
etila obtido a partir do extrato hidroalcodlico das folhas de alcachofra, Figura 28 (C),
apresentou 2 compostos tentativamente identificados, grosheimina (33; 1,66%) e
lupeol (54; 7,43%).

Pela comparacdo da composicdo dos extratos obtidos com os diferentes
solventes a partir do extrato hidroalcodlico das folhas de alcachofra é possivel
verificar que o hexano possibilitou a identificacdo de mais compostos e a obtencéo
de uma maior area percentual para o lupeol. No entanto, com diclorometano e
acetato de etila foram obtidas maiores areas percentuais para grosheimina.

Na Figura 29 é possivel visualizar a influéncia do solvente nas areas
percentuais obtidas para as diferentes classes quimicas de compostos
tentativamente identificados nos extratos obtidos por LLE do extrato hidroalcodlico
das folhas de alcachofra. A utilizacdo de hexano levou & obtencdo de maiores areas
percentuais para o aldeido pentadecanal, a cetona fitona, acidos graxos, ésteres de
acidos graxos, o diterpeno oxigenado fitol e triterpenos oxigenados. Com
diclorometano, foram obtidas maiores areas percentuais para norisoprenoides e para
0 sesquiterpeno oxigenado grosheimina. Com acetato de etila, foram obtidas
maiores areas percentuais para compostos nao identificados.

E possivel comparar os resultados das analises dos extratos de folhas de
alcachofra em termos das areas percentuais de compostos bioativos. Os extratos
hidroalcodlicos submetidos a extracdo liquido-liqguido sequencial apresentaram
maiores areas percentuais para grosheimina e lupeol do que os extratos obtidos por

UAE sequencial.
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Figura 29. Influéncia do solvente na composicdo dos extratos obtidos por extracao
liguido-liquido em termos das areas cromatograficas percentuais das classes
guimicas de compostos tentativamente identificados.

Noldin et al.®®

estudaram a composicdo quimica das folhas de alcachofra
(Cynara scolymus L.). Neste trabalho foi obtido um extrato em metanol das folhas
por maceracgéo. A seguir, este extrato foi particionado com solventes de polaridade
crescente (hexano, diclorometano, acetato de etila e butanol). Os extratos foram
caracterizados por cromatografia em camada delgada e ressonancia magnética
nuclear de proton. Os principais compostos encontrados em cada fracdo foram:
lupeol na fracdo de hexano, cinaropicrina (lactona sesquiterpénica) na fracdo de
diclorometano, cinarosideo (flavonoide) na fragdo de acetato de etila e

escolimosideo (flavonoide) na fracdo de butanol.

. . 56
Caroline Saucier



Dissertacdo de Mestrado - PPGQ/UFRGS

4.1.2. Extragdo por Fluido Supercritico

Os resultados obtidos para os rendimentos das extracbes somente com CO; e
com CO, + acetato de etila como co-sovente foram 1,6 % e 3,3 % respectivamente,
expressos em percentagem de massa de extrato (g) em relacdo a massa de material
vegetal seco (% m/m).

Os cromatogramas de corrente idnica total dos extratos obtidos por SFE com
CO, e CO; + 5% de acetato de etila estdo apresentados na Figura 30 . As condicbes
cromatograficas estdo descritas no Item 3.4.2 da parte experimental. A Tabela VIII
apresenta 0s compostos positivamente e tentativamente identificados e suas
classes, bem como seus respectivos tempos de retencéo, areas percentuais, indices

de retencdao calculados e indices de retencéo da literatura.
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Figura 30. Cromatogramas de corrente ionica total dos extratos obtidos por extragao
por fluido supercritico com (A) CO; e (B) CO, + 5% de acetato de etila. Os niumeros
dos picos correspondem aos compostos apresentados na Tabela VIII. As condi¢cdes

cromatograficas estédo descritas no Item 3.4.2 da parte experimental.
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Tabela VIII. Resultados das analises dos extratos de folhas de alcachofra obtidos por extracéo por fluido supercritico com CO; e

com CO, + 5% de acetato de etila.

CO; CO; + Acetato de etila
Composto Classe LTPRI, - -
tr (Min) A% LTPRIg  tr(min) A% LTPRIg
1 HC* HC saturado ramificado - - - - 11,88 083 824
2 HC* HC saturado ramificado . . - - 1553 004 856
3 HC* HC saturado ramificado - - - - 1569 019 860
4 4-Etil-3-hexanona® Cetona - - - - 25,1 0,07 1016
5 HC* HC saturado ramificado - 32,06 0,09 1116 32,06 0,11 1116
6 HC* HC saturado ramificado - 32,16 0,16 1117 32,16 0,18 1117
7 HC* HC saturado ramificado - 33,13 0,06 1131 3313 0,09 1131
8 HC* HC saturado ramificado - 33,35 0,09 1134 33,35 0,08 1134
9 NI - - - - - 36,34 0,10 1177
10 NI - - - - - 41,04 0,09 1245
11 NI - - - - - 42,09 0,08 1261
12 NI - - 42,37 0,05 1265 42,36 0,08 1264
13 HC* HC saturado ramificado - 43,30 0,11 1278 - - -
14 HC* HC saturado ramificado - 46,33 0,06 1324 - - -
15 NI - - - - - 4503 0,12 1304
16 NI - - - - - 46,13 0,05 1321
17 Pentadecano® HC saturado linear 1500% 56,95 0,12 1494 - - -
18 HC* HC saturado ramificado - 59,59 0,03 1539 - - -
19 HC* HC saturado ramificado - 68,99 0,06 1709 - - -
20 NI } ) 75,61 111 1838 75,59 1,51 1838
21 Fitona® Cetona 1844° 75,92 0,14 1844 75,90 0,19 1844
22 NI - - - - - 76,82 0,07 1863
23 NI - - 76,83 0,06 1863 - - -
24 NI - - 77,70 0,59 1881 77,69 0,79 1880
25 Acido palmitico® Acido Graxo 1960° 81,48 0,07 1960 81,50 022 1961
58
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CO2 CO; + Acetato de etila
Composto Classe LTPRI, - -
tr (Min) A% LTPRIg  tr(min) A% LTPRIg
26 Palmitato de etila® Ester de acido graxo 1993° - - - 83,01 0,04 1993
27 Eicosano* HC saturado linear 2000% 83,25 0,06 1998 - - -
28 Octadecanal® Aldeido 2021° - - - 84,20 005 2019
29 Heneicosano! HC saturado linear 2100% 87,73 0,32 2097 - - -
30 NI - - - - - 88,34 0,20 2112
31 Docosano* HC saturado linear 2200% 92,01 0,93 2197 91,98 0,08 2197
32 NI - - - - - 92,86 0,07 2218
33 Tricosano® HC saturado linear 2300° 96,11 2,07 2297 96,08 0,17 2297
34 Tetracosano® HC saturado linear 2400% 100,03 3,34 2397 100,01 o552 2397
35 HC* HC saturado ramificado - 102,41 0,08 2460 - - -
36 Pentacosano® HC saturado linear 2500% 103,81 3,75 2497 103,77 0,33 2496
37 HC* HC saturado ramificado - 106,09 0,15 2560 - - -
38 HC* HC saturado ramificado - 106,44 0,05 2570 - - -
39 Hexacosano® HC saturado linear 2600° 107,43 2,78 2597 107,4 0,21 2596
40 HC* HC saturado ramificado - 109,62 0,14 2662 - - -
41 HC* HC saturado ramificado - 109,98 0,12 2673 - - -
42 Heptacosano® HC saturado linear 2700° 110,92 3,03 2700 110,89 137 2700
43 HC* HC saturado ramificado - 113,03 0,12 2761 - - -
44 HC* HC saturado ramificado - 113,38 0,10 2771 - - -
45 Octacosano® HC saturado linear 2800° 114,27 1,19 2797 114,25 0,19 2796
46 NI - - 115,3 0,12 2829 115,27 0,18 2828
47 HC* HC saturado ramificado - 116,67 0,08 2873 - - -
48 Nonacosano" HC saturado linear 2900° 117,54 11,42 2901 117,52 11,84 2900
49 NI - - 118,13 0,16 2919 118,11 0,16 2918
50 Triacontano® HC saturado linear 3000° 120,65 1,23 2997 120,63 0,65 2996
51 Hentriacontano® HC saturado linear 3100° 123,77 35,79 3098 123,76 3596 3091
59

Caroline Saucier



Dissertacao de Mestrado - PPGQ/UFRGS

CO2 CO; + Acetato de etila
Composto Classe LTPRI.
te(min) A% LTPRI  tr(min) A%  LTPRIe

52 Dotriacontano® HC saturado linear 3200° 126,63 0,56 3187 126,61 0,44 3178
53 NI - - 128,48 0,21 3245 - - -
54 Tritriacontano” HC saturado linear 3300° 129,51 8,39 3278 129,49 789 3266
55 NI - - 130,16 0,49 3298 130,13 0,68 3286
56 NI - - 131,11 2,27 3328 131,10 2,97 3315
57 NI - - - - - 132,35 0,65 3353
58 Lupeol® Triterpeno oxigenado - 132,51 4,92 3372 132,49 647 3358
59 NI - - - - - 134,16 0,92 3409
60 NI - - - - - 134,29 0,64 3413
61 NI - - - - - 134,56 0,18 3421
62 NI - - 134,95 0,63 3449 134,91 0,76 3432
63 NI - ) 135,37 4,87 3462 135,35 6,58 3445
64 NI - - 135,74 6,98 3473 135,73 10,20 3457
65 NI - - 137,66 0,19 3534 137,66 0,42 3516
66 NI - - - - - 138,94 1,93 3555
67 NI - - - - - 139,37 2,37 3568

NI: composto ndo indentificado, HC: hidrocarboneto, tr (min): tempo de retengdo em minutos, A (%): area percentual, LTPRIg: LTPRI obtido experimentalmente, LTPRI,:
LTPRI obtido da literatura, *Adams, “biblioteca NIST, 1Compostos positivamente identificados através de co-injecdo com padrdes, 2Compostos tentativamente identificados
através da comparacdo entre os espectros de massas e LTPRI obtidos experimentalmente com aqueles reportados na literatura cientifica, 3Compostos tentativamente
identificados através da comparagdo entre 0s espectros de massas obtidos experimentalmente com aqueles reportados na literatura cientifica. Nestes casos o0 nome do
composto foi sugerido apesar da incerteza desta identificacéo, 4Compostos tentativamente identificados através da comparagdo entre os espectros de massas obtidos

experimentalmente com aqueles reportados na literatura cientifica com designacéo da classe quimica.
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O cromatograma de corrente idnica total dos extratos das folhas de alcachofra
obtidos por extracdo com fluido supercritico com CO,, Figura 30 (A) , apresentou 15
composto positivamente identificados e 19 compostos tentativamente identificados.
Os compostos majoritarios, foram os hidrocarbonetos saturados lineares tricosano
(33; 2,07%), tetracosano (34; 3,34%), pentacosano (36; 3,75%), hexacosano (39;
2,78%), heptacosano (42; 3,03%), octacosano (45; 1,19%), nonacosano (48;
11,42%), triacontano (50; 1,23%), hentriacontano (51; 35,79%) e tritriacontano (54;
8,39%) e o triterpeno oxigenado lupeol (58; 4,92%). Os numeros entre parénteses
correspondem aos numeros dos compostos na Tabela VIl e suas respectivas areas
percentuais.

No cromatograma de corrente idnica total dos extratos das folhas de
alcachofra obtidos por extragdo com fluido supercritico com CO, + 5% de acetato de
etila, apresentado na Figura 30 (B) , foram positivamente identificados 12 compostos
e tentativamente identificados 13 compostos. Os hidrocarbonetos saturados lineares
heptacosano (42; 1,37%), nonacosano (48; 11,84%), hentriacontano (51; 35,96%) e
tritriacontano (54; 7,89%) e o triterpeno oxigenado lupeol (58; 6,47%) foram os
majoritarios.

Para os dois extratos obtidos, os principais compostos tentativamente
identificados foram hidrocarbonetos lineares de cadeia longa e o triterpeno
oxigenado lupeol. Como é possivel observar na Tabela VI, a extracdo
empregando somente CO, como solvente levou a obtencdo de um nimero maior de
hidrocarbonetos, mas a extracdo com acetato de etila como cossolvente possibilitou
identificar a cetona 4-etil-3-hexanona, o éster de acido graxo palmitato de etila e o
aldeido octadecanal.

Na Figura 31, € possivel visualizar a influéncia do uso de cossolvente nas
areas percentuais obtidas para as diferentes classes quimicas de compostos
positivamente e tentativamente identificados. A utilizagdo de 5% de acetato de etila
levou a obtencdo de maiores &reas percentuais para aldeidos, cetonas, &cidos
graxos, ésteres de acidos graxos, compostos nao identificados e para o triterpeno
oxigenado lupeol.

As condi¢cbOes de extracdo utilizadas nos experimentos de SFE (presséo de
300 bar, temperatura de 50 °C e tempo de 240 min), com consumo de CO; de 60 kg

CO./kg planta, favoreceram a obtencdo de compostos de alta massa molecular,
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como hidrocarbonetos de cadeia longa, o que esta de acordo com a literatura

cientifica.
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Figura 31. Influéncia do uso de cossolvente na composicdo dos extratos obtidos por
extracdo por fluido supercritico em termos das é&reas percentuais das classes
guimicas de compostos tentativamente identificados.

Glisic et al.®

empregaram a SFE com CO, como solvente em diferentes
condicdes de temperatura e pressdo no estudo da composicdo de extratos de salvia
(Salvia officinalis L.). Foram identificados via GC/gMS principalmente terpenos,
esteres e ceras. Os autores verificaram que a extracéo realizada a 150 bar e 50 °C
com alto consumo de CO; (> 37 kg CO./ kg planta) foi favoravel para obtencdo de
compostos de alta massa molecular (triterpenos, ésteres e ceras). Por outro lado,
extragbes com consumo de CO, entre 3 e 10 kg CO,/ kg planta, nas mesmas
condicBes de pressdo e temperatura, favoreceram a obtencdo de compostos com
massa molecular mais baixa, como monotepenos e monoterpenos oxigenados.
Tempos de extracdo longos e alta pressao (300 bar), com temperetura de 50 °C
foram favoraveis para extragdo de compostos de alta massa molecular. O aumento
da solubilidade destes compostos a 300 bar e, consequentemente, o0 aumento do
rendimento dos extratos ocorreu juntamente com decréscimo da seletividade para

compostos mais leves.
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Hamburger et al.*®’

estudaram o efeito da pressao no rendimento de extratos
de plantas medicinais, como a camomila. Com pressfes a partir de 300 bar, os
rendimentos dos extratos aumentaram, bem como os rendimentos para compostos

lipofilicos, como ésteres de cadeia longa.

4.1.3. Extracéo por Hidrodestilacéo

Na Figura 32 é apresentado o cromatograma de corrente iénica total do 6leo
essencial de folhas de alcachofra. As condicbes cromatograficas estdo descritas no
ltem 3.4.2 da parte experimental. A Tabela IX apresenta 0s compostos
positivamente e tentativamente identificados e suas classes, bem como seus
respectivos tempos de retencdo, areas percentuais, indices de retencdo calculados

e indices de retencéo da literatura.
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Figura 32. Cromatograma de corrente idnica total do éleo essencial das folhas de
alcachofra (A) e ampliagbes do mesmo (B) e (C). Os numeros dos picos
correspondem aos compostos apresentados na Tabela IX. As condi¢bes

cromatograficas estdo descritas no ltem 3.4.2 da parte experimental.
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Tabela I1X. Resultados da analise por cromatografia gasosa monodimensional do

6leo essencial das folhas de alcachofra.

Composto Classe tr(min) A (%) LTPRIe LTPRI.
1 NI - 12,14 7,93 785 -
2 NI - 13,01 0,66 804 -
3 Furfural* Aldeido 14,47 1,84 834 828?
4 (E)-2-Hexenal* Aldeido 15,37 1,42 853 846°
5 Benzaldeido® Aldeido 21,48 1,44 961 952°
6 1-Octen-3-ona’ Cetona 22,55 11,30 978 980"
7 6-Meti|—5-hepten-2-onal Norisoprenodide 23,19 0,37 988 9812
8 Octanal* Aldeido 2421 0,40 1004 998°
9 NI - 24,83 0,51 1012 -
10 NI - 25,44 1,15 1021 -
11 NI - 26,81 0,66 1041 -
12 Acetaldeido benzénico® Aldeido 27,01 8,86 1044 1036°
13 (E)-2-Octenal® Aldeido 28,05 0,62 1058 1060°
14 Acetofenona’ Cetona 28,62 0,11 1067 1059°
15 (E,E)-3,5-Octadien-2-ona’ Cetona 28,98 0,25 1072 1072°
16 NI - 30,88 0,30 1099 -
17 Nonanal Aldeido 31,21 1,68 1103 1100%
18 (E)-6-Metil-3,5-heptadien-2-ona’ Norisoprendide 31,35 0,62 1106 1106°
19 NI - 31,53 0,92 1108 -
20 NI - 31,66 0,33 1110 -
21 Alcool fenetilico® Alcool 31,93 0,46 1114 1107°
22 Isoforona’ Cetona 32,47 1,18 1122 1118°
23 3-Nonen-2-ona’ Cetona 33,74 0,26 1140 1141°
24 NI - 34,09 0,59 1145 -
25 (E,Z)-2,6-N0nadienal1 Aldeido 34,68 0,30 1153 1150°%
26 NI - 35,13 0,59 1159 -
27 1-Fenil-1-propanona Cetona 35,52 0,49 1165 1164°
28 NI - 36,52 0,20 1179 -
29 4-Metil-acetofenona® Cetona 36,93 0,36 1185 1179°
30 NI - 37,60 1,97 1195 -
31 Safranal® Mgggteer:gggo 3795 115 1200  1196°
32 Decanal* Aldeido 38,29 0,28 1205 12012
33 NI - 38,99 0,14 1215 -
34 B-Ciclocitral* Mg)zgteenrgggo 39,39 1,35 1221 1220°
35 Neral® Mg)ggfggggo 40,77 022 1241 1235
36 NI - 41,50 0,60 1252 -
37 B-Homociclocitrall Norisoprenodide 41,87 0,24 1257 1254°
38 NI - 42,40 0,57 1265 -
39 Geranial* Mgggggﬁgo 42,76 080 1270 1264
40 NI - 43,35 0,26 1279 -
41 NI - 43,39 0,42 1280 -
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Composto Classe tr(min)  A(%) LTPRIg LTPRIL
42 NI - 44,38 3,40 1294 -
43 p-Vinilguaiacol* Fenilpropandide 45,66 0,68 1314 1314°
44 NI - 45,79 0,25 1316 -
45 NI - 47,50 0,20 1342 -
46 NI - 47,59 0,75 1344 -
47 Eugenol1 Fenilpropandide 48,51 0,69 1358 1356%
48 \(-Nonalactonal Lactona 48,86 0,85 1363 1358%
49 NI - 49,12 1,08 1367 -
50 (E)-B-Damescenona1 Norisoprenoéide 50,24 5,02 1385 1386°
51 NI - 50,45 1,95 1388 -
52 NI - 52,80 0,17 1426 -
53 Geranil acetona® Norisoprendide 54,40 2,23 1452 1455%
54 NI - 55,22 0,98 1465 -
55 NI - 56.338 0,68 1484 -
56 B-Ionona1 Norisoprenoéide 56,34 6,05 1487 14872
57 Diciclo-hexil-metanona® Cetona 56,51 5,18 1520 -
58 NI - 58,50 2,96 1526 -
59 Di-hidroactinidiolideo® Norisoprendide 58,86 3,43 1533 1532°
60 NI - 59,25 0,83 1563 -
61 NI - 60,98 4,11 1580 -
62 NI - 61,98 0,72 1585 -
63 NI - 62,26 0,14 1602 -
64 NI - 63,24 0,45 1615 -
65 NI - 63,92 2,59 1627 -
66 NI - 64,60 0,63 1657 -
67 Fitona® Cetona 66,22 0,19 1844 1844°

NI: composto ndo indentificado, HC: hidrocarboneto, tr (min): tempo de retencdo em minutos, A (%):
area percentual, LTPRIg: LTPRI obtido experimentalmente, LTPRI.: LTPRI obtido da literatura,
aadams, “biblioteca NIST, 1Compostos tentativamente identificados através da comparagéo entre os
espectros de massas e LTPRI obtidos experimentalmente com aqueles reportados na literatura
cientifica, 2Compostos tentativamente identificados através da comparacdo entre os espectros de
massas obtidos experimentalmente com aqueles reportados na literatura cientifica. Nestes casos o

nome do composto foi sugerido apesar da incerteza desta identificacao.

O dleo essencial das folhas de alcachofra apresentou em sua composicéo
(Figura 32 A) 33 compostos tentativamente identificados. Os compostos majoritarios
foram furfural (3; 1,84%), (E)-2-hexenal (4; 1,42%), benzaldeido (5; 1,44%), 1-octen-
3-ona (6; 11,30%), acetaldeido benzénico (12; 8,86%), nonanal (17; 1,68%),
isoforona (22; 1,18%), safranal (31; 1,15%), p-ciclocitral (34; 1,35%), (E)-B-
damescenona (50; 5,02%), geranil acetona (53; 2,23%), B-ionona (56; 6,05%),

diciclo-hexil-metanona (57; 5,18%) e dihidroactinidiolideo (59; 3,43%). Os numeros
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entre parénteses correspondem aos numeros dos compostos na Tabela IX e suas
respectivas areas percentuais.

Na Figura 33 € apresentado o diagrama de cores do Oleo essencial das
folnas de alcachofra. O diagrama tridimensional da mesma amostra pode ser
observado na Figura 34 . As condi¢cdes cromatogréaficas estdo descritas no Item
3.4.2 da parte experimental. A Tabela X apresenta os compostos tentativamente
identificados e suas classes, bem como seus respectivos tempos de retencdo na
primeira dimenséao, tempos de retencédo na segunda dimensao, volumes percentuais,

indices de retencéo calculados e indices de retencéo da literatura.
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Figura 33. Diagrama de cores do 6leo essencial das folhas de alcachofra. As

condicdes cromatograficas estdo descritas no Item 3.4.2 da parte experimental.

Figura 34. Diagrama tridimensional do 6leo essencial das folhas de alcachofra. As
condicdes cromatograficas estdo descritas no Item 3.4.2 da parte experimental.
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Tabela X. Resultados da analise por

abrangente do 6leo essencial das folhas de alcachofra.

Dissertacao de Mestrado - PPGQ/UFRGS

cromatografia gasosa

bidimensional

Composto Classe Ytr(min)  %tr(s) V(%) LTPRIg LTPRI.
1 NI - 10,83 0,37 0,45 762 -
2 2,3-Di-hidro-3-metil-furano® Furano 11,00 0,58 0,38 766 -
3 4-Pentenal® Aldeido 11,33 0,58 0,51 773 -
4 NI - 11,92 0,52 4,79 786 -
5 NI - 12,33 0,85 0,27 795 -
6 2,2-Dimetil-4-pentenal® Aldeido 12,67 0555 281 802 -
7 NI - 14,00 0,64 1,10 831 -
8 Furfural® Aldeido 14,08 154 1,65 833 828"
9 NI - 14,08 0,97 0,17 833 -
10 3-Furfural® Aldeido 14,17 1,27 0,36 835 831"
11 NI - 14,67 0,88 0,27 846 -
12 (E)-2-Hexenal® Aldeido 15,00 0,82 3,75 853 846°
13 2,4-Hexadien-1-0|3 Alcool 16,17 0,85 0,46 878 -
14 NI - 16,58 0,82 0,10 887 -
15 2-Ciclopenteno-l,4-diona2 Cetona 16,75 1,75 0,57 891 884®
16 2-Heptanona2 Cetona 16,92 0,82 0,35 895 889%
17 Heptanal2 Aldeido 17,42 0,82 0,96 904 901°%
18 (E,E)-2,4-Hexadienal® Aldeido 18,08 1,33 0,45 915 907
19 NI - 18,08 1,87 0,46 915 -
20 NI - 19,33 0,91 0,32 935 -
21 Dihidr0-3-(2H)-tiofenona2 Cetona 20,42 2,20 0,34 953 952°
22 6-Metil-2-heptanona® Cetona 20,67 091 0,17 957 956°
23 (2)-2-Heptenal® Aldeido 20,75 1,12 0,39 958 964"
24 Benzaldeido® Aldeido 21,00 1,72 1,47 962 952°
25 0(-Metil-y-butirolactona2 Lactona 21,08 2,35 1,53 964 957°
26 7-Oxabicic|o[4.1.O]heptan-2-ona3 Cetona 21,67 1,66 0,23 973 -
27 NI - 22,00 1,63 0,14 979 -
28 1-Octen-3-ona’ Cetona 22,08 1,06 3,85 980 980"
29 6-Meti|—5-hepten-2-ona2 Norisoprenoide 22,67 1,12 0,74 989 081?
30 2-Pentil-furano® Furano 22,83 0,85 0,23 992 993°
31 (E,E)-2,4-Heptadienal® Aldeido 23,50 1,39 0,30 1003 1003°
32 Octanal® Aldeido 23,67 1,00 0,72 1005 998%
33 NI - 24,33 1,48 0,78 1015 -
34 NI - 24,92 1,00 0,67 1023 -
35 2-Etil-1-hexanol? Alcool 25,50 0,94 0,36 1031 1030°
36 NI - 25,50 1,36 0,09 1032 -
37 2,2,6-Trimetil-ciclo-hexanona2 Cetona 25,75 1,42 0,50 1035 1035°
38 Alcool benzilico® Alcool 25,92 1,99 045 1038  1026°
39 NI - 26,25 2,50 0,70 1043 -
40 NI - 26,25 1,72 0,23 1042 -
41 NI - 26,33 1,33 0,18 1044 -
42 Acetaldeido benzénico? Aldeido 26,50 2,08 2,90 1046 1036°
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2

Composto Classe e (min) tr(s) V(%) LTPRIg LTPRI_
43 NI - 26,75 1,36 0,17 1050 -
44 (E)-2-Octenal® Aldeido 27,50 1,48 0,69 1060 1060°
45 NI - 27,50 1,96 0,19 1061 -
46 \(-Caprolactona2 Lactona 27,50 2,53 0,25 1061 1063"
47 Acetofenona® Cetona 28,08 2,11 0,40 1069 10592
48 4-Metil-benzaldeido® Aldeido 28,25 1,93 017 1071  1076"
49 Octanol? Alcool 28,42 1,06 0,34 1074 1063%
50 (E,E)-3,5-Octadien-2-ona2 Cetona 28,50 1,51 0,32 1075 1072°
51 (Z)-5-Undeceno3 HC insaturado 28,92 1,18 0,15 1081 -
52 o-Guaiacol® Fenilpropandide 29,67 1,96 0,23 1092 1087%
53 HC* HC saturado 3000 052 009 1096 -
ramificado
54 NI - 30,08 1,57 0,34 1098 -
55 1-Nonen-4-ol? Alcool 30,17 1,33 0,13 1099 1109°
56 Undecano® HC saturado linear 30,25 0,52 0,14 1100 1100?
57 Linalol? Mg)zgteer:gggo 3033 1,03 026 1101  1095°
58 Nonanal? Aldeido 30,67 1,12 0,75 1106 1100°%
59 (E)-6-Metil-3,5-heptadien-2-ona’ Norisoprenoide 30,83 1,63 0,51 1109 1107°
60 2,5-Dimeti|—cic|o-hexano|2 Alcool 31,00 1,48 0,68 1111 1099°
61 HC* HC saturado 3117 055 008 1113 -
ramificado
62 Alcool fenetilico® Alcool 31,42 211 060 1117 11072
Hidrocarboneto
63 HC* saturado 31,50 055 009 1118 -
ramificado
64 2,4-Dimeti|-2,4-heptadienal2 Aldeido 31,58 1,51 0,12 1119 1129°
65 NI - 31,67 2,26 0,15 1121 -
66 (2)-2-Undeceno® HC insaturado 31,75 1,06 0,17 1122 1114°
67 Isoforona?® Cetona 31,92 1,75 0,66 1124 11182
68 NI - 32,33 1,90 0,12 1130 -
69 NI - 32,58 1,09 0,16 1133 -
70 3-Nonen-2-ona’ Cetona 33,17 1,72 030 1142  1141°
71 trans-3-Nonen-2-ona’ Cetona 33,25 1,33 0,09 1143  1144°
72 Oxoforona’ Cetona 33,50 202 046 1147  1147°
73 Canfora’ Mgggteer:gggo 3358 163 024 1148  1141°
74 cis-Verbenol? Mgggteer:gggo 3358 1,39 014 1148 1147
75 5-Eti|—6-metiI-(E)-3-hepten-2-ona2 Cetona 33,67 1,15 0,16 1149 1144°
76 4-(5-Meti|—2-furaniI)-2-butanona3 Cetona 34,00 1,78 0,20 1154 -
77 (E,2)-2,6-Nonadienal® Aldeido 34,25 1,45 050 1157 1150°
78 2-Feni|—propena|2 Aldeido 34,42 2,38 0,26 1160 1161°
79 (E)-2-Nonenal® Aldeido 34,58 1,60 0,37 1162 1162°
80 NI - 34,58 1,33 0,09 1162 -
81 Propiofenona2 Cetona 35,00 2,05 0,34 1168 1164°
82 p-Menta-1,5-dien-8-ol? Mé’;‘igteenrgggo 3517 154 041 1170  1166°
83 NI - 35,42 1,12 0,23 1174 -
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Composto Classe e (min) tr(s) V(%) LTPRIg LTPRI_
84 1-Nonanol? Alcool 35,50 1,36 0,35 1175 11652
85 Acido caprilico? Acido graxo 35,58 1,21 0,15 1176 1177°
86 Terpinen-4-ol? Monoterpeno 3583 1,33 011 1180  1174°
oxigenado
87 2-Etil-1-deceno® HC insaturado 36,00 1,27 0,21 1182 -
88 NI - 36,33 1,45 0,16 1187 -
89 4-Metil-acetofenona® Cetona 36,42 2,14 0,27 1188 11792
90 p-Cimen-8-ol? Monoterpeno 36,42 1,78 0,18 1188  1179°
oxigenado
91 NI - 37,08 1,63 1,03 1198 -
92 Safranal® Monoterpeno 37,42 1,75 0,64 1203 1196
oxigenado
93 Decanal® Aldeido 37,75 1,18 0,19 1207 12012
94 NI - 38,50 1,57 025 1218 -
95 3-Fenil-butanal® Aldeido 38,58 1,78 0,14 1220 -
96 NI - 38,67 1,15 013 1221 -
97 Cumarano® Monoterpeno 3883 220 053 1223 1223
oxigenado
98 B-Ciclocitral® Monoterpeno 38,92 1,66 0,70 1224 1224
oxigenado
99 Benzotiazol? Tiazol 39,17 2,98 0,23 1228 1227°
100 NI - 39,33 1,72 0,23 1230 -
101 Nerol? Monoterpeno 39,42 1,36 0,19 1231  1227°
oxigenado
102 2-Pentil-ciclopentanona3 Cetona 39,67 1,87 0,09 1235 -
103 NI - 39,75 2,35 0,22 1237 -
104 NI - 40,25 2,41 0,09 1244 -
105 Neral® Monoterpeno 40,33 1,54 0,44 1245  1235°
oxigenado
106 Carvona’ Monoterpeno 40,50 1,84 0,08 1247 1239
oxigenado
107 NI - 40,83 1,81 018 1252 -
108 NI - 40,92 1,48 014 1253 -
109 Geraniol? Monoterpeno 41,17 1,42 011 1257 1249
oxigenado
110 Piperitona? Monoterpeno 4125 1,84 009 1258  1249°
oxigenado
111 B-Homociclocitral2 Norisoprenoide 41,42 1,51 0,19 1260 1261°
112 \(-Octanolactona2 Lactona 41,50 2,38 0,12 1262 1262"
113 (E)-2-Decenal® Aldeido 41,58 1,66 0,16 1263 1264°
114 NI - 41,75 1,18 0,12 1265 -
115 NI - 41,92 1,84 037 1268 -
116 1,12-Tridecadieno® HC insaturado 42,17 2,02 0,17 1271 -
117 Acido pelargénico® Acido graxo 42,17 1,30 0,27 1271 1267°
118 NI - 42,25 1,54 0,10 1272 -
119 Geranial® Monoterpeno 4233 160 025 1274  1264°
oxigenado
120 2-Fenil-2-butenal® Aldeido 42,42 2,47 0,14 1275 1273°
121 Isopiperitenona? Monoterpeno 42,42 2,14 0,07 1275  1272°
oxigenado
122 (E)-2-Decen-1-ol? Alcool 42,67 1,21 018 1278 1271°
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123 NI - 42,92 1,96 0,54 1282 -
124 NI - 43,17 1,57 0,12 1286 -
125 3-Etoxi-benzaldeido® Aldeido 43,25 2,23 0,10 1287 -
126 Anetol® Fenilpropandide 43,33 1,96 0,13 1288 1282°%
127  p-menta-1(7),8(10)-dien-9-of° Mg;g‘:;gjgo 4358 1,78 023 1292 -
128 2-Undecanona’ Cetona 43,75 1,21 0,07 1294 1293%
129 NI - 43,83 1,54 0,08 1295 -
130 Indol® Nitrogenado 43,92 3,19 1,41 1297 1290
131 NI - 43,92 1,81 0,08 1297 -
132 NI - 44,17 1,93 0,11 1300 -
133 NI - 44,25 1,63 0,10 1302 -
134 NI - 44,58 1,66 0,24 1307 -
135 NI - 44,75 2,26 0,28 1309 -
136 p-Vinilguaiacol? Fenilpropanoide 45,17 226 0,71 1316 1316°
137 (E,E)-2,4-Decadienal® Aldeido 45,33 1,63 035 1318 1315°
138 NI - 45,42 1,90 0,13 1320 -
139 NI - 45,58 2,29 0,30 1322 -
140 NI - 45,75 1,42 0,13 1325 -
141 NI - 45,83 1,72 0,18 1326 -
142 NI - 46,17 2,56 0,29 1332 -
143 Megastigma-4,6(Z),8(2)-trieno’ Norisoprenoide 46,42 1,63 0,31 1335 1324°
144 NI - 46,58 1,63 0,31 1338 -
145 NI - 46,92 1,99 0,08 1343 -
146 Piperitenona® Mgggteer:gggo 47,00 226 019 1345  1340°
147 blilgf;t;’gglorgte;'r'mz C1oH150 4708 235 046 1346  1341°
148 NI - 47,33 1,93 0,11 1350 -
149 NI - 47,33 1,57 0,09 1350 -
150 loneno? Norisoprenoide 47,58 1,45 0,16 1353 1349°
151 NI - 47,75 2,53 0,17 1356 -
152 1'Z'Di'h:]‘gf‘t)élle’ﬁb%'t”me“" Norisoprenoide 47,75 1,72 016 1356 1355
153 Eugenol2 Fenilpropanoide 48,00 2,11 0,70 1360 1356°
154 NI - 48,00 1,48 0,19 1360 -
155 NI - 48,08 1,78 0,10 1361 -
156 \(-Nonalactona2 Lactona 48,33 2,35 0,47 1365 1358%
157 (Z)-B-Damascenona2 Norisoprenoide 48,33 1,66 0,23 1365 1361°
158 Acido caprico? Acido graxo 48,50 1,33 0,24 1368 1373°
159 Oxido de piperitenona® Mg;g‘:;gjgo 4858 2,29 068 1369 1366
160 NI - 48,67 1,60 0,10 1370 -
161 NI - 48,83 1,96 0,10 1373 -
162 NI - 49,00 1,51 0,21 1375 -
163 NI - 49,25 1,51 0,15 1379 -
164 Bifenilo® HC insaturado 49,25 2,41 0,13 1380 1375°
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165 Isolongifoleno2 Sesquiterpeno 49,58 1,60 0,11 1385 1386"
166 (E)-B-Damescenona” Norisoprenoide 49,75 1,75 1,59 1387 1386°
167 5-Metil-indol® Nitrogenado 49,92 3,07 0,15 1390 1381°
168 NI - 50,00 1,57 0,89 1391 -
169 NI - 50,42 2,05 0,15 1398 -
170 NI - 50,67 1,60 0,31 1402 -
171 NI - 50,83 1,99 0,30 1404 -
172 6,10-Dimetil-2-undecanona’ Cetona 50,92 1,15 0,12 1405 1407°
173 Metileugenol2 Fenilpropanoide 51,00 2,14 0,07 1407 14032
174 NI - 51,25 1,84 0,10 1411 -
175 NI - 51,33 1,66 0,24 1412 -
176 NI - 51,33 2,08 0,06 1412 -
177 7,8-Di-hidro-3,4-dehidro-B-ionona2 Norisoprenoide 51,67 1,51 0,97 1418 1424°
178 NI - 51,67 1,63 0,35 1418 -
179 NI - 51,75 1,93 0,19 1419 -
180 NI - 51,75 2,47 0,15 1419 -
181 NI - 52,00 2,14 0,08 1423 -
182 NI - 52,33 1,69 0,08 1429 -
183 NI - 52,75 1,75 0,32 1435 -
184 NI - 52,92 2,14 0,13 1438 -
185 NI - 53,08 1,66 0,13 1441 -
186 NI - 53,67 1,72 0,23 1450 -
187 NI - 53,67 2,83 0,07 1451 -
188 NI - 53,92 2,44 0,14 1454 -
189 Geranil acetona® Norisoprenoide 53,92 1,48 0,86 1454 1455°
190 NI - 54,42 1,93 0,09 1462 -
101 HC* i sarado 5442 073 006 1462 i
192 NI - 54,75 1,69 0,55 1468 -
193 NI - 54,75 2,41 0,10 1468 -
194 \(-Decalactona2 Lactona 54,92 2,20 0,11 1471 14652
195 NI - 55,08 1,81 0,15 1473 -
196 NI - 55,08 1,39 0,13 1473 -
197 NI - 55,42 1,90 0,15 1479 -
198 NI - 55,50 1,48 0,10 1480 -
199 Massoia lactona® Lactona 55,58 2,47 0,10 1482 -
200 NI - 55,58 1,96 0,07 1481 -
201 Dihidro-B-ionona2 Norisoprenoide 55,83 1,84 0,33 1485 1485"
202 NI - 56,00 2,32 0,13 1488 -
203 B-Ionona2 Norisoprenoide 56,08 1,72 1,94 1489 1487%
204 NI - 56,25 0,85 0,08 1492 -
205 NI - 56,33 2,17 0,15 1494 -
206 5-Decalactona’ Lactona 56,67 2,41 0,11 1499 1493%
207 a-Farneseno? Sesquiterpeno 56,75 1,84 0,20 1500 1506°
208 NI - 57,00 1,87 0,09 1505 -
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209 NI - 57,08 256 0,10 1506 -
210 NI - 57,33 1,90 0,22 1510 -
211 NI - 5758 217 0,16 1515 -
212 Diciclo-hexil-metanona® Cetona 58,00 2,11 1,32 1522 -
213 NI - 5800 1,93 048 1522 -
214 NI - 5808 283 014 1523 -
215 NI - 5833 1,90 0,12 1527 -
216 NI - 5842 2,08 1,06 1529 -
217 Pseudoionona’ Norisoprenoide 58,67 1,72 0,11 1533 1527°
218 Di-hidroactinidiolideo? Norisoprenoide 58,75 2,95 1,44 1535 1537°
219 NI - 5875 193 0,13 1535 -
200 44 Trmell 3 (3 metiputi)-ciclo Cetona 58,83 184 009 1536 .
221 NI - 59,08 1,90 0,23 1540 -
222 NI - 59,25 226 0,07 1543 -
223 NI - 59,50 2,20 0,07 1548 -
224 NI - 5958 172 0,12 1549 -
225 NI - 59,92 157 0,15 1554 -
226 NI - 60,00 229 0,05 1556 -
227 NI - 60,50 2,11 057 1565 -
228 (E)-Nerolidol? Seosx?g::ﬁ;%‘zno 60,50 148 0,12 1564  1561°
229 NI - 60,75 1,96 0,22 1569 -
230 Ledol? Seosx‘?gietﬁ;%%”o 60,92 151 007 1572  1569°
231 NI - 61,08 226 016 1575 -
232 NI - 61,50 2,11 1,25 1582 -
233 Espatulenol? Seosx?g::ﬁ;%‘zno 61,50 1,72 0,28 1582  1577°
234 Oxido de cariofileno? Seos)ggietﬁ;%eono 61,83 1,78 056 1587 1582
235 NI - 6200 1,99 017 1590 -
236 NI - 6242 1,30 0,07 1597 -
237 Epdxido de isoaromadendreno® Seos)ggietﬁ;%eono 62,75 1,75 0,15 1603 1594°
238 NI - 63,08 175 0,20 1609 -
239 Epéxido de humuleno 112 Seosx?g::ﬁ;%‘zno 6325 181 008 1613 1608
240 NI - 6342 229 030 1616 -
241 NI - 6342 154 011 1616 -
242 NI - 64,08 232 098 1628 -
243 Benzofenona® Fenilpropanoide 64,25 3,13 0,21 1631 1626°
244 Cubenol® Seos)ggief;%eo”o 6433 1,66 013 1633  1627°
245 NI - 6450 253 0,06 1636 -
246 NI - 64,75 1,87 0,14 1640 -
247 1-Cadinol? Seos)ggief;%eo”o 6500 175 013 1645  1638°
248 Hediona® Cetona 65,67 2,05 0,14 1657 -
249 cis-y-6-D0decenoIaCtona2 Lactona 65,75 1,66 0,32 1659 1657°
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Composto Classe Y%a(min)  %r(s) V(%) LTPRIg LTPRI,
250 Oxido de bisabolol 112 Seosx‘?gietﬁ;%%”o 6575 235 039 1659  1656°
251 Ageratocromeno2 Flavonoide 65,92 2,68 0,08 1662 1658°
252 NI - 66,00 2,89 0,10 1664 -
253 NI - 66,50 2,05 0,17 1673 -
254 \(-Dodecalactona2 Lactona 67,00 2,20 0,17 1682 1676°
255 a-Bisabolol? Seosx‘?ggﬁ;%eono 6725 169 011 1686  1685°
256 NI - 67,33 1,96 0,13 1688 -
257 Heptadecano2 HC saturado linear 67,92 0,94 0,05 1698 1700°
258 NI - 68,25 2,11 0,21 1705 -
259 NI - 68,75 2,08 0,08 1715 -
260 NI - 69,17 2,20 0,10 1723 -
261 NI - 69,25 2,59 0,07 1725 -
262 NI - 72,50 2,41 0,08 1788 -
263 NI - 73,33 2,59 0,11 1804 -
264 Fitona’ Cetona 75,42 1,36 0,23 1846  1846"
265 NI - 75,75 2,50 0,10 1853 -
266 NI - 77,00 2,68 0,13 1878 -
267 Farnesil acetona® Norisoprenoide 79,08 1,84 0,10 1921 1920°
268 Pentacosano’ HC saturado linear 103,25 1,33 0,07 2498 2500°

NI: composto ndo indentificado, HC: hidrocarboneto, “tz (min): tempo de retengdo na primeira dimensédo em
minutos, “tg (s): tempo de retencdo na segunda dimensdo em segundos, V (%): volume percentual, LTPRIg:
LTPRI obtido experimentalmente, LTPRI.: LTPRI obtido da literatura, *Adams, Phiblioteca NIST, 1Compostos
positivamente identificados através de co-injecao com padrdes, 2Compostos tentativamente identificados através
da comparagdo entre os espectros de massas e LTPRI obtidos experimentalmente com aqueles reportados na
literatura cientifica, 3Compostos tentativamente identificados através da comparacdo entre os espectros de
massas obtidos experimentalmente com aqueles reportados na literatura cientifica. Nestes casos o nome do
composto foi sugerido apesar da incerteza desta identificacéo, 4Compostos tentativamente identificados através
da comparacgédo entre os espectros de massas obtidos experimentalmente com aqueles reportados na literatura

cientifica com designacéo da classe quimica.

Através da andlise por GCxGC/gMS, foram positivamente identificados 2
compostos e tentativamente identificados 140 compostos. Os majoritarios foram
2,2-dimetil-4-pentenal (6; 2,81%), furfural (8; 1,65%), (E)-2-hexenal (12; 3,75%),
benzaldeido (24; 1,47%), a-metil-y-butirolactona (25; 1,53%), 1l-octen-3-ona (28;
3,85%), acetaldeido benzénico (42; 2,90%), indol (130; 1,41%), (E)-B-damescenona
(166; 1,59%), B-ionona (203; 1,94%), diciclo-hexil-metanona (212; 1,32%) e
dihidroactinidiolideo (218; 1,44%). Os numeros entre parénteses correspondem aos

nameros dos compostos na Tabela X e seus respectivos volumes percentuais.
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Os compostos volateis mais comumente encontrados em plantas possuem
entre 5 e 20 carbonos e incluem terpenos, fenilpropanoides, alcoois de cadeia curta,
aldeidos, cetonas, fendis e lactonas.'® Os resultados obtidos para o 6éleo essencial
das folhas de alcachofra estdo de acordo com o que é reportado na literatura
cientifica, pois as classes com maior nuimero de compostos tentativamente
identificados foram as de alcoois, aldeidos, cetonas, fenilpropanoides e terpenos
(monoterpenos oxigenados, sesquiterpenos e sesquiterpenos oxigenados).

O diagrama de cores da Figura 33 e o diagrama tridimensional da Figura 34
ilustram a melhor separacao obtida com a utilizacdo da GCxGC/qMS. Foi possivel
identificar positivamente e tentativamente um maior nimero de compostos para o
Oleo essencial das folhas de alcachofra através da GCxGC/gMS (142) do que por
GC/gMS (33). Esta diferenca pode ser explicada pela maior capacidade de pico e
seletividade da GCxGC.**

Para melhor visualizacdo do aumento da capacidade de pico obtido pela
técnica de GCxGC/qMS, foram construidos gréficos de dispersdo (tr % “tr). A
Figura 35 apresenta o grafico de dispersdao de todas as classes e subclasses de
compostos positivamente e tentativamente identificados no 6leo essencial da folhas
de alcachofra (acidos graxos, alcoois, aldeidos, cetonas, fenilpropandides, furanos,
hidrocarbonetos insaturados, hidrocarbonetos saturados lineares, hidrocarbonetos
saturados ramificados, lactonas, monoterpenos oxigenados, norisoprenoides,
sesquiterpenos, sesquiterpenos oxigenados e outros).

No Oleo essencial das folhas de alcachofra foram encontrados varios
compostos com tempos de retencdo semelhantes na 'D, o que indica a possibilidade
de co-eluicbes, quando as andlises foram realizadas por cromatografia gasosa
modimensional, com a mesma coluna empregada na 'D. Através do emprego da
GCxGC, o numero de co-eluicbes diminui consideravelmente, pois varios
componentes foram separados cromatograficamente na “D.

Foram construidos graficos de dispersédo para algumas classes e subclasses
de compostos positivamente e tentativamente identificados no 6leo essencial das
folnas de alcachofra. Nas Figuras 36 e 37 estdo apresentados os gréaficos de
dispersdo para aldeidos e norisoprenoides respectivamente. Os monoterpenos e
sesquiterpenos estao distribuidos no mesmo grafico de dispersao na Figura 38.
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Figura 35. Grafico de dispersdo de todas as classes e subclasses de compostos identificados no 6leo essencial das folhas de

alcachofra por cromatografia gasosa bidimensional abrangente.
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Figura 36. Grafico de dispersdo dos aldeidos identificados no Oleo essencial das

folhas de alcachofra por cromatografia gasosa bidimensional abrangente.
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Figura 37. Grafico de dispersao dos norisoprenoides identificados no 6leo essencial

das folhas de alcachofra por cromatografia gasosa bidimensional abrangente.
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Figura 38. Grafico de dispersdo dos monoterpenos e sesquiterpenos identificados
no Oleo essencial das folhas de alcachofra por cromatografia gasosa bidimensional
abrangente.

Na Figura 36 ¢é possivel observar uma tendéncia a estruturagcdo na
distribuicdo dos aldeidos no grafico de dispersdo por causa da diferenca entre os
nameros de carbonos das subclasses de compostos.

Os norisoprenoides com 13 carbonos (Figura 37) possuem tempos de
retencdo na 'D e na °D muito préximos devido as semelhancas estruturais. Apesar
destas semelhancas foi possivel a separacdo de isbmeros, como por exemplo (Z)-B-
damascenona e (E)-B-damescenona. A B-damascenona esti presente nos o6leos
essenciais de diversas plantas. E um composto altamente odorifero, com uma
fragrancia forte e agradavel. Por estas razfes, possui um papel importante na
industria de perfumes e flavorizantes. Esta substancia também é considerada um
componente chave no odor de muitas bebidas alcodlicas, como whisky, rum, vinho e
cerveja. A B-damescenona também tem sido identificada em frutas (macéa, péssego
e uva) e em algumas bebidas néo alcodlicas, como cha e café.'®®

Na Figura 38 € possivel observar a separacdo dos monoterpenos
oxigenados, sesquiterpenos e sesquiterpenos oxigenados. Estas trés subclasses
aparecem em regifes bem definidas do espaco cromatografico. Os monoterpenos
oxigenados possuem polaridade semelhante aos sesquiterpenos oxigenados, pois

estes compostos tém um atomo de oxigénio em sua estrutura. Assim, 0s tempos de
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retencdo na °D sdo préximos. No entanto, os monoterpenos oxigenados eluem em
tempos de retencdo menores na D, pois possuem, em sua maioria, 10 &tomos de
carbono na estrutura, enquanto os sesquiterpenos oxigenados possuem 15 atomos
de carbono. Este tipo de estruturagdo para monoterpenos e sesquiterpenos também
foi observada nas andlises por GCxGC dos Oleos essenciais de Pinus spp. e
Rosmatinus officinalis realizados por Mateus et al®* e Omar et al.'®
respectivamente.

As Figuras 39, 40 e 41 ilustram exemplos de algumas separacdes na
segunda dimensdo observadas no Oleo essencial das folhas de alcachofra. Os
espectros de massas dos compostos permitem verificar a sua fragmentacéo distinta,

possibilitando que os mesmos sejam tentativamente identificados.
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Figura 39. Exemplo de separacédo na segunda dimenséao de dois compostos do Oleo
essencial das folhas de alcachofra que apresentaram tempos de retencdo
semelhantes na primeira dimens&o. (A) benzaldeido (*tg = 21 min; tg = 1,72 s) e (B)
(2)-2-heptenal (‘tz = 20,75 min; *tg = 1,12 s).
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Figura 40. Exemplo de separacdo na segunda dimensao de trés compostos do 6leo
essencial de folhas de alcachofra que apresentaram tempos de retencdo
58,75 min; “tr
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semelhantes na primeira dimenséo. (A) di-hidroactinolideo (‘g
2,95 s), (B) 2,4,4-trimetil-3-(3-metilbutil)-ciclo-hex-2-enona  (*tr
1,84 s) e (C) pseudoionona (‘g = 58,67 min; ’tg = 1,72 s).
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Figura 41. Exemplo de separacdo na segunda dimensdo de quatro compostos do
0leo essencial de folhas de alcachofra que apresentaram tempos de retencéo
semelhantes na primeira dimens&o. (A) oxoforona (‘g = 33,50 min; %tz = 2,02 s), (B)
canfora (‘tg = 33,58 min; %tz = 1,63 s), (C) cis-verbenol (‘tg = 33,58 min; %tz = 1,39 s)
e (D) 5-etil-6-metil-(E)-3-hepten-2-ona (‘g = 33,67 min; *tg = 1,15 s).

. . 79
Caroline Saucier



Dissertacao de Mestrado - PPGQ/UFRGS

Diversos monoterpenos possuem atividade antitumoral, exibindo ndo somente
a habilidade de prevenir a formacdo ou evolugcdo de cancer, mas também de
provocar a regressao de tumores malignos. Os monoterpenos nerol e geraniol,
presentes no Oleo essencial das folhas de alcachofra, podem exibir atividade contra
0 microrganismo Mycobacterium tuberculosis, causador de tuberculose, como citado
na literatura.’****® Mais de cinquenta sesquiterpenos provenientes de plantas
medicinais tém mostrado efetividade contra tuberculose, doenca que infecta
aproximadamente oito milhdes de pessoas e causa dois milhdes de mortes
anualmente em todo o mundo.*?**8

As lactonas sesquiterpénicas estdo amplamente distribuidas em organismos
terrestres e aquaticos e sdo bem conhecidas por sua ampla variedade de atividades
bioldgicas. A atividade anti-inflamatéria de diversas plantas medicinais pode resultar
da presenca de uma ou mais lactonas sesquiterpénicas.’****® O a-bisabolol,
tentativamente identificado no 6leo essencial das folhas de alcachofra, € um
terpenoide isolado das flores da camomila (Matricaria chamolilla) e € comumente
usado em medicamentos fitoterapicos para tratamento de inflamacfes cuténeas,
como agente antibacteriano e antifingico.*?**°®

A fitona foi tentativamente identificada no O6leo essencial das folhas de
alcachofra. Estudos apontaram a fitona como um dos principais compostos de
plantas medicinais (Leonurus japonicus Houtt. e Centaurium erythraea Rafn.) com
atividade antibacteriana. A composicéo dos 6leos essenciais dessas plantas, obtidos
por hidrodestilacéo, foi investigada por GC/qMS.>"*"* Adicionalmente, a fitona é um
importante intermediario na sintese da vitamina E em laboratério.*"

Existem poucos estudos na literatura sobre compostos volateis e semivolateis
presentes em alcachofra. Bach et al.*® avaliaram a composicéo do headspace das
raizes de alcachofra de Jerusalém (Heliantus tuberosus L.) por GC/gMS. As raizes
dessa planta possuem baixo valor calérico e altos teores de inulina, fibras e
minerais, tendo assim grande potencial para aproveitamento na indutria de
alimentos. Foram tentativamente identificados 41 compostos, principalmente
terpenos. Entre as classes de compostos presentes, foi possivel citar monoterpenos,
sesquiterpenos, aldeidos, alcoois, cetonas, hidrocarbonetos alifaticos, as mesmas
classes obtidas na caraterizagdo do 6leo essencial realizada no presente estudo.

Em outro estudo, os compostos volateis presentes nas folhas de alcachofra

(Cynara scolymus L.) foram extraidos através de um sistema de headspace
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dindmico onde foram tentativamente identificados 23 compostos por GC/gMS. Os
majoritarios foram selineno, benzaldeido, 6xido de cariofileno e alcool fenetilico.>? Os
trés ultimos compostos foram encontrados no 6leo essencial de folhas de alcachofra
analisado neste trabalho.

Guillén-Rios et al.>® pesquisaram a composicdo quimica de extratos com
diclorometano de inflorescéncias de alcachofra (Cynara scolymus L.). Através da
analise por GC/gMS, os principais compostos encontrados foram B-selineno, trans-
cariofileno, limoneno, acetato de isoamila, aromadendreno, benzaldeido e 2-hexanol.
Ha semelhancas nos resultados de Guillén-Rios et al. com os obtidos para o Oleo
essencial da alcachofra neste trabalho. Em ambos os estudos foram tentativamente
identificados benzaldeido e 2-hexenol, bem como alcoois e compostos terpenoides

Buttery et al.*® analisaram o 6leo essencial de cabecas de alcachofra (Cynara
scolymus L.) obtido por destilagcdo por arraste a vapor via GC/qMS. Foram
tentativamente identificados heptanal, octanal, nonanal, decanal, 1-octen-3-ona, 2-
pentilfurano, furfural, benzaldeido, acetaldeido benzénico, alcool benzilico, linalol, 4-
terpineol, compostos também presentes no 6leo essencial das folhas de alcachofra
analisado neste estudo.

No trabalho realizado por Hadaruga et al.>®, foram analisadas por GC/qMS
algumas plantas da familia Asteraceae. Flores, folhas, raizes e caules de alcachofra
(Cynara scolymus L.) foram submetidos a destilacdo por arraste a vapor. O
composto majoritario nas folhas, caules e raizes foi o 3-cubebeno. Nas folhas, (E)-2-
hexenal foi o composto majoritario. O (E)-2-hexenal (12) também foi um dos
compostos majoritarios encontrados no 6leo essencial das folhas de alcachofra no
presente estudo.
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4.2. RESUMO DOS RESULTADOS

Os principais resultados deste trabalho estdo resumidos a seguir:

* O solvente hexano possibilitou a identificacdo de um maior niamero de
compostos nas extragdes assistidas por ultrassom sequenciais das folhas de
alcachofra. No entanto, foram observadas maiores areas percentuais dos
compostos majoritarios acido palmitico e grosheimina com a utilizacdo de
acetato de etila. Em todos os extratos foram tentativamente identificados
acido palmitico, palmitato de metila, grosheimina, [p-amirina e lupeol,
compostos com atividades biolégicas benéficas;

» Quanto a caracterizacao do extrato hidroalcodlico das folhas de alcachofra, foi
possivel verificar que o solvente hexano possibilitou a identificacdo de um
maior numero de compostos e a obtencdo de uma maior area percentual para
o lupeol. No entanto, com diclorometano e acetato de etila foram obtidas
maiores areas percentuais para grosheimina. Estas substancias possuem
diversos efeitos benéficos, tais como diminuicdo do colesterol, atividade
antioxidante, anti-inflamatoria e inibicdo de crescimento de tumores;

» Os extratos hidroalcodlicos submetidos a extragéo liquido-liquido sequencial
com hexano, diclorometano e acetato de etila apresentaram maiores areas
percentuais para 0s compostos bioativos grosheimina e lupeol do que os
extratos obtidos por extracédo assistida por ultrassom sequencial;

« Comparando as técnicas de extracdo assistida por ultrassom sequencial e
extracdo por fluido supercritico € possivel observar que a quantidade de
compostos positivamente e tentativamente identificados foi semelhante. No
entanto, com UAE sequencial foi obtida uma maior variedade de classes de
compostos. Os compostos majoritarios foram acido palmitico, fitol, acido
linoleico, hidrocarbonetos saturados lineares e ramificados, grosheimina, -
amirina e lupeol. Utilizando SFE, os constituintes majoritarios foram
hidrocarbonetos saturados lineares e lupeol;

» Os compostos majoritarios tentativamente identificados para os dois tipos de
extratos obtidos por extracdo por fluido supercritico das folhas de alcachofra
foram hidrocarbonetos lineares de cadeia longa e o triterpeno oxigenado
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lupeol. A extracdo empregando somente CO, como solvente levou a obtencao
de um numero maior de hidrocarbonetos, mas a extracdo com acetato de etila
como cossolvente possibilitou identificar o éster de acido graxo palmitato de
etila e o aldeido octadecanal,

A cromatografia gasosa bidimensional abrangente proporcionou um grande
avanco na separacéo e, portanto, na identificagdo tentativa dos constituintes
do 6leo essencial das folhas de alcachofra. O ganho de seletividade obtido
com a °D e a obtencdo de uma distribuicdo organizada de grupamentos de
compostos semelhantes no espago 2D demostraram a superioridade da
técnica bidimensional em relacdo a monodimensional. Foi possivel identificar
positivamente e tentativamente um maior numero de compostos atraves da
GCxGC/gMS (142) do que com a GC/gMS (33). As classes com maiores
areas percentuais de compostos positivamente e tentativamente identificados
por GCxGC/gMS foram &cidos graxos, 4alcoois, aldeidos, cetonas,
fenilpropandides, furanos, hidrocarbonetos insaturados, hidrocarbonetos
saturados lineares, hidrocarbonetos saturados ramificados, lactonas,
monoterpenos oxigenados, norisoprenoides, sesquiterpenos e sesquiterpenos
oxigenados. Os compostos majoritarios tentativamente identificados foram
2,2-dimetil-4-pentenal, furfural, (E)-2-hexenal, benzaldeido, a-metil-y-
butirolactona, 1-octen-3-ona, acetaldeido benzénico, (E)-B-damescenona, [3-
ionona, diciclo-hexil-metanona e dihidroactinidiolideo. Compostos coeluidos
na 'D foram separados com o emprego da GCxGC/qMS;

No 6leo essencial das folhas de alcachofra foi possivel verificar a presenca de
diferentes classes de compostos bioativos, principalmente fenilpropandides,
lactonas, monoterpenos oxigenados, norisoprenoides, sesquiterpenos e
sesquiterpenos oxigenados;

A técnica de hidrodestilacdo levou a identificagdo de um maior nimero de
compostos com atividade biolégica do que as outras técnicas de extracao

empregadas neste estudo.

. . 83
Caroline Saucier



Dissertacédo de Mestrado - PPGQ/UFRGS

5. CONCLUSOES
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5. CONCLUSOES

As diferentes técnicas de extracdo (extracao assistida por ultrassom, extracado
por fluido supercritico e hidrodestilacdo) aliadas a capacidade analitica da
cromatografia gasosa monodimensional e bidimensional abrangente e também a
utilizacdo dos indices de retencdo com programacdo linear de temperatura
possibilitaram a caracterizacdo dos compostos das folhas de alcachofra.

As publicacbes cientificas que empregam cromatografia gasosa para
caracterizagdo quimica da alcachofra sdo escassas. Além disso, a literatura ndo
apresenta estudos que abordem a utilizacdo da técnica de GCxGC com esta
finalidade.

Este trabalho consiste em uma importante contribuicdo para o conhecimento
da composicao quimica das folhas de alcachofra (Cynara scolymus L.), amplamente

empregadas em preparacg0es fitoterapicas.
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7. ANEXO

Tabela A. Compostos tentativamente identificados nos extratos obtidos a partir das folhas de

alcachofra (Cynara scolymus L.).

Composto Classe FM Formula Estrutural
1,2-Di-hidro-1,1,6-trimetil- ) )
Norisoprenoide Ci3Hie
naftaleno
1,12-Tridecadieno HC insaturado Ci3Has
1-Metilciclopentanol Alcool CgH1,0
1-Met6xi-4-metil- 3
. Eter CqoH180
biciclo[2.2.2]octano
1-Nonanol Alcool CgH,,0
1-Nonen-4-ol Alcool CgH;50
1-Octen-3-ona Cetona CgH140
1-t-Butil-4-etilbenzeno HC aromaético CioHig
2,2-Dimetil-4-pentenal Aldeido C/H,0
2,2,6-Trimetil-ciclo-hexanona Cetona CyH;60
2,3-Di-hidro-3-metil-furano Furano CsHgO
2,4,4-Trimetil-3-(3-metilbutil)-
) Cetona C14H5,0
ciclo-hex-2-enona
2,4-Decadienal, (E,E)- Aldeido C1oH160 Ov\/\/\/\/
2,4-Dimetil-2,4-heptadienal Aldeido CyH140 OM/\
2,4-Heptadienal, (E,E)- Aldeido C7H300 N 2 N
2,4-Hexadien-1-ol Alcool CeH100 HO oo X\
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Composto Classe FM Formula Estrutural
2,4-Hexadienal, (E,E)- Aldeido CeHsO Ov\/\/
OH
2,5-Dimetil-ciclo-hexanol Alcool CgH60
@)
—
2,6-Nonadienal, (E,Z)- Aldeido CoH10 M
_ ) @) @)
2-Ciclopenteno-1,4-diona Cetona CsH,0, ﬁ
2-Decen-1-ol, (E)- Alcool C10H200 HO/WV\/\
2-Decenal, (E)- Aldeido C1oH150 OW
2-Etil-1-deceno HC insaturado CioHos /\H/\/\/\/\
2-Etil-1-hexanol Alcool CgH150 /\/\(\
OH
2-Fenil-2-butenal Aldeido C10H100O ©—</j
=0
%
2-Fenil-propenal Aldeido CoHgO >_©
2-Heptanona Cetona C,H1.0 OM\
O\
2-Heptenal, (2)- Aldeido C;H31,0 1/\/\
NS
2-Hexanol Alcool CeH140 W
OH
@)
2-Hexanona Cetona CeH120 )J\/\/
2-Hexenal, (E)- Aldeido CeH100 NS %
2-Metil-2-fenilpentano HC aromatico CioHig &
2-Nonenal, (E)- Aldeido CgH160 OW
2-Octenal, (E)- Aldeido CsH140 NG

Caroline Saucier

99



Dissertacao de Mestrado - PPGQ/UFRGS

Composto Classe FM Formula Estrutural
0]
2-Pentil-ciclopentanone Cetona C1oH180
0]
2-Pentil-furano Furano CoH1i0 @/W
(e}

2-Undecanona Cetona C11H,,0 /[J\/\/\/\/\
. =
2-Undeceno, (2)- HC insaturado Ci1Hay W

3,5-Octadien-2-ona, (E,E)- Cetona CgH1,0 )J\/\/\/

] ~.O X0
3-Etéxi-benzaldeido Aldeido CoH100:
3-Fenil-butanal Aldeido C1oH1,0 O//_>—©

=0
3-Furfural Aldeido CsH,0, 3 —
Z
] OH
3-Hexanol Alcool CeH140 /\)\/
@)
3-Hexanona Cetona CeH1,0 \)J\/\
3-Metil-3-pentanol Alcool CeH14O /\gl—i\

@)
3-Metilciclopentanona Cetona CeH10O @/
o
3-Nonen-2-ona, Cis- Cetona CgH60O
NN
(@]
S~~~

3-Nonen-2-ona, trans- Cetona CyH60
OH
3-Oxo-a-ionol Norisoprenoide C13H5005
0]
4-(5-Metil-2-furanil)-2- 0
Cetona CoH1,0,
butanona \ |
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Dissertacao de Mestrado - PPGQ/UFRGS

Composto Classe FM Formula Estrutural
O
4-Etil-3-hexanona Cetona CorheO /\ij\/
4-Metil-acetofenona Cetona CyH;00 >/—©*
0]
4-Metil-benzaldeido Aldeido CgHsO //_@
0}
4-Pentenal Aldeido CsHsO MO
O
5-Etil-6-metil-(E)-3-hepten-2-
©® P Cetona C10H180 )‘\/\d\
ona
A\
5-Metil-indol Amina CgHgN N
\
H
5-Undeceno, (2)- HC insaturado CiiH22 WJ
o @)
6,10-Dimetil-2-undecanona Cetona Ci3H260 W
_ o
6-Metil-2-heptanona Cetona CgH160 \r\/\f
6-Metil-3,5-heptadien-2-ona, ] )
Norisoprenoide CgH1,0 o~ =
(E)- o
) ) ) (0]
6-Metil-5-hepten-2-ona Norisoprenoide CgH14,0O M
)
7,8-Di-hidro-3,4-dehidro-[3- ) )
) Norisoprenoide C13H500
ionona
7-Oxabiciclo[4.1.0]heptan-2-
Cetona CsHsO,
ona
Sesquiterpeno
a-Bisabolol q P Ci5H260 N
oxigenado OH
a-Farneseno Sesquiterpeno CisHoa = = NN
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Dissertacao de Mestrado - PPGQ/UFRGS

Composto Classe FM Formula Estrutural
O
a-Metil-y-butirolactona Lactona CsHgO» \do
OH
o Triterpeno
B-amirina _ Cs0Hs00
oxigenado
O\
] ] Monoterpeno
B-Ciclocitral ) C10H160
oxigenado

B-Damescenona, (E)- Norisoprenoide Ci3H150

B-Damascenona, (2)- Norisoprenoide Cy3H3180

Ox
B-Homociclocitral Norisoprenoide C11H4150 \/J%j

B-lonona Norisoprenoide Ci3H500

y-6-Dodecenolactona, cis- Lactona C1oH5005

O

0]
y-Caprolactona Lactona CeH100, //ﬁj
@)
y-Decalactona Lactona C1oH1505 OW

O
o) =
0o
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Dissertacao de Mestrado - PPGQ/UFRGS

Composto Classe FM Formula Estrutural

O
y-Dodecalactona Lactona C1oH»,0, OW
y-Nonalactona Lactona CgH160, O\V\j/\/\/
y-Octanolactona Lactona CgH140, O\#\j/\/\

0-Decalactona Lactona C10H1505

) Sesquiterpeno
1-Cadinol , Ci5H260
oxigenado

(

@)
0]
O
@]
Hog "
Acetaldeido benzénico Aldeido CgHsO f@
O_
)(‘)\©
O

Acetofenona Cetona CgHgO

Acido céaprico Acido graxo C10H2005 /\/\/\/\)J\
OH
Acido caprilico Acido graxo CgH160> /\/\/\)J\
OH

@)
L. ;. L. OH
Acido estearico Acido graxo C1gH3605
X
) ) @) =
Acido linoleico Acido graxo CgH3,05
OH
i i (@)
Acido palmitico Acido graxo C16H3,0 W/\/\/\/V\/

OH

OH
Acido pelargénico Acido graxo CgH150, /\/\/\/\ﬂ/
(0]
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Dissertacao de Mestrado - PPGQ/UFRGS

Composto Classe FM Formula Estrutural
|
0] 0]
Ageratocromeno Flavonoide Ci3H1603
NN
(@)
|
Alcool benzilico Alcool C,HsO HO/\©
OH
Alcool fenetilico Alcool CgH100 ©/\/
Anetol Fenilpropanoide ~ CyoH;,0 /OO_F
Benzaldeido Aldeido C;HsO //—Q
0]
0O
Benzofenona Fenilpropanoide C13H100
N
Benzotiazol Tiazol C,HsNS \>
S
Bifenilo HC insaturado CioH1o
Monoterpeno
Canfora ) C1oH160
oxigenado
o]
0]
Monoterpeno
Carvona ) CioH140
oxigenado
Sesquiterpeno
Cubenol q P C15H560 HO
oxigenado
Monoterpeno O
Cumarano ] CgHgO
oxigenado
Decanal Aldeido C1oH200 IR,
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Dissertacao de Mestrado - PPGQ/UFRGS

Composto Classe FM Formula Estrutural
0
Diciclo-hexil-metanona Cetona C13H2,0
Di-hidro-3-(2H)- tiofenona C,HsOS
Di-hidro-B-ionona Norisoprenoide C43H4150
Di-hidroactinidiolideo Norisoprenoide C11H1605
o Sesquiterpeno
Epoéxido de humuleno II oxigenado C45H24,0
Epodxido de Sesquiterpeno
. . C15H24O
isoaromadendreno oxigenado
Sesquiterpeno
Espatulenol ) C45H24,0
oxigenado
_ Ester de acido
Estearato de etila CooH4005
graxo
Eugenol Fenilpropanoide C1oH1205
Farnesil acetona Norisoprenoide CigH300 = =

Caroline Saucier
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Dissertacao de Mestrado - PPGQ/UFRGS

Composto Classe FM Formula Estrutural
Fitol pterpens CaoHa00 )\/\/‘\/\/k/\/k/\
ito
oxigenado 20T x OH
) @)
Fitona Cetona C4gH360 /U\/\)\/\)\/\)\
Furfural Aldeido CsHA0, awr
O —
Monoterpeno 0)
Geranial _ P C1oH160 NN N
oxigenado
Geranil acetona Norisoprenoide C13H2,0
] Monoterpeno
Geraniol ) C1oH180
oxigenado
o Sesquiterpeno
Grosheimina ) C15H1504
oxigenado
~o
@]
Hediona Cetona C13H»,03
(0]
Heptanal Aldeido C,H.,0 /\/\/\¢O
H
Indol Amina CgH7N N
/
loneno Norisoprenoide Ci3His
Isolongifoleno Sesquiterpeno CisHas
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Dissertacao de Mestrado - PPGQ/UFRGS

Composto Classe FM Formula Estrutural
O
Isoforona Cetona CyH14,0 \q
0]
o Monoterpeno
Isopiperitenona ] C1oH140
oxigenado
Sesquiterpeno
Ledol q P C1sH60 HO
oxigenado
] Monoterpeno
Linalol ) C1oH150
oxigenado
: , Ester de Acido
Linoleato de metila Graxo C1gH3405
Triterpeno
Lupeol )
oxigenado
m-Diisopropilbenzeno HC aromético
C12H18
Massoia lactona Lactona C1oH1602
Megastigma-4,6(2),8(2)-
9astg ) (2).8(2) Norisoprenoide Ci3Hag
trieno
. . . O
Metileugenol Fenilpropanoide C11H1405 /
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Dissertacao de Mestrado - PPGQ/UFRGS

Composto Classe FM Formula Estrutural
O
Neral Monoterpeno CHAO =
era
oxigenado tore N A
Monoterpeno =
Nerol . P C10H180 ~
oxigenado
HO
Nerolidol, (E) Sesquiterpeno CorHAO HO
erolidol, (E)-
oxigenado e ~ ~ =
Nonanal Aldeido CoH180 /\/\/\/\yo
_O
o-Guaiacol Fenilpropanoide C/Hz0,
HO
Octadecanal Aldeido C1gH360 //\\//\\/CO
O/
Octanal Aldeido CgH160 o A I N
Octanol Alcool CgH150 ~— T~ -OH
. _ Sesquiterpeno HO7‘/,, O =
Oxido de bisabolol Il ] C15H2605 ” N
Oxigenado
. o Sesquiterpeno
Oxido de cariofileno ) C45H24,0
Oxigenado
o=
. o Monoterpeno
Oxido de piperitenona ) C1oH1405
oxigenado
Oxoforona Cetona CyH1,0,
] Monoterpeno
p-Cimen-8-ol ] C1oH140
oxigenado
p-Diisopropilbenzeno HC aromético Ci2His

Caroline Saucier
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Dissertacao de Mestrado - PPGQ/UFRGS

Composto Classe FM Formula Estrutural
) Monoterpeno
p-Menta-1(7),8(10)-dien-9-ol ] Ci0H160
oxigenado HO
] Monoterpeno
p-Menta-1,5-dien-8-ol ] CioH160 OH
oxigenado
OH
p-Vinilguaiacol Fenilpropanoide CoH100;
N e
)
Ester de &cido ~_©
Palmitato de etila C1gH360: \ﬂ/\/\/\/\/\/\/\/
Graxo o)
_ _ Ester de acido _0O
Palmitato de metila C17H3405 \ﬂ/\/\/\/\/\/\/\/
Graxo (o)
Pentadecanal Aldeido Ci5H300 \/\/\/\/\/\MO
O
o Monoterpeno
Piperitenona ] C1oH140 .
oxigenado
o Monoterpeno R
Piperitona ] C1oH160
oxigenado
0o
Propiofenona Cetona CyH1oO j—@
©) A
Pseudoionona Norisoprenoide C13H200 W
Safranal Monoterpeno C1oH140 Oéﬁi
oxigenado
_ Monoterpeno HO
Terpinen-4-ol _ Ci0H180 W
oxigenado
OH
) Monoterpeno
Verbenol, cis- , C10H160
oxigenado

FM: Férmula molecular, HC: Hidrocarboneto.
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