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RESUMO

O cerrado brasileiro apresenta grande diversidade de espécies vegetais com grande
potencial medicinal. Oleos essenciais, sdo substancias naturais, com odores distintos,
expelidos por glandulas especializadas de plantas aromaticas, com estrutura quimica
formada basicamente por carbono, hidrogénio e oxigénio, tendo na sua composi¢ao
componentes distintos que caracterizam o aroma agradavel. A extragdo e caracterizagao
dos Oleos essenciais das espécies nativas trazem contribui¢do na compreensdo desta
potencialidade. O presente trabalho tem como objetivo coletar, extrair e caracterizar os
constituintes do OE de espécie de citrus nativo do cerrado tocantinense. Fez-se trés
coletas das folhas frescas de citrus sp, e uma coleta do fruto durante o final do periodo
chuvoso, no més de maio e junho de 2023, na cidade de Araguaina. A extra¢do do OE
deu-se através da destilagdo por arraste a vapor em sistema Clevenger, o rendimento
médio obtido das extragdes foi de 0,17%. Os constituintes quimicos do OE, foi
caracterizado por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas CG/EM.
Obteve-se como componentes: pineno; D-limoneno; Eucaliptol; 5-3-careno; terpinoleno;
y-terpineno; linalol; isopulegol, das extracdes das folhas frescas de Citrus sp. Os
componentes obtidos da extracao do fruto: 3- Careno; a-Fellandreno; Pineno; o-Cimeno;
D-limoneno; y-terpineno. Além disso, com a finalidade de ampliar o conhecimento sobre
espectrometria de massas, foram propostas as fragmentagdes para os picos de maior
abundancia relativa dos espectros de massas, que sdo: Isopulegol (Pico molecular m/z =
154, pico m/z =121, pico m/z = 95, pico base m/z = 41); A-Terpineno (Pico molecular m/z
= 136, pico base m/z = 93); 0-Cymeno (Pico molecular m/z = 134, pico base m/z=119).

Palavras-chave: Citrus sp; Oleo essencial; CG/EM; Sistema Clevenger.



ABSTRACT

The Brazilian cerrado has a great diversity of plant species with power medicinal
potential. Essential oils are natural substances with distinct smells, expelled by
specialized glands of aromatic plants, with a chemical structure basically made up of
carbon, hydrogen and oxygen, having composition distinct components that characterize
the pleasant aroma. The extraction and characterization of essential oils from native
species can contribute to understanding this potential. The objective of this study was to
collect, extract and characterize the EOs of Citrus species native in Cerrado region of
Tocantins. Three collections of fresh Citrus sp leaves and one collection of the fruit were
made at the end of the rainy season, in May and June 2023, in the city of Araguaina, with
the following geographical coordinates 7°10'54.2"S 48°11'51.0"W. The EO was extracted
using steam distillation coupled to a Clevenger system, with an average yield of 0.17%.
The chemical constituents of the EO were characterized by gas chromatography coupled
with GC/MS mass spectrometry. The following components were obtained: pinene; D-
limonene; Eucalyptol; 8-3-carene; terpinolene; y-terpinene; linalool; isopulegol, from the
extractions of the fresh leaves of Citrus sp. The components obtained from the extraction
of the fruit: 3- Carene; a-Fellandrene; Pinene; o-Cymene; D-limonene; y-terpinene.
Furthermore, to expand our knowledge in mass spectrometry, we proposed
fragmentations for peaks with greater relative abundance.

Keywords: Citrus sp; Essential oil; GC/MS; Clevenger system.
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1 INTRODUCAO

A quimica de produtos naturais ¢ a subarea mais antiga da quimica organica. A
exploragdo de produtos naturais, ¢ um dos campos mais convencionais da quimica. Desde
os tempos antigos na era da alquimia, esse ramo da quimica ja era reconhecido
(TORSSELL, 1983 & PINTO, 2002). Dada a diversidade estrutural e de grupos
funcionais presentes nas milhares de substancias que compdem a biodiversidade terrestre,
a quimica dos produtos naturais sempre desempenhou um papel importante no
desenvolvimento de produtos farmacéuticos, cosméticos, fragrancias e outros produtos
naturais (BOLZANI, 2016).

A diversidade molecular dos produtos naturais ¢ muito superior do que a dos
produtos sintetizados em laboratdrio, que, apesar dos progressos consideraveis, ainda sdo
limitados. Além disso, os produtos naturais exibem frequentemente propriedades para
além das propriedades antimicrobianas associadas (NISBET; MOORE, 1997).

Diante disto, com o aumento do conhecimento humano e da tecnologia, a
exploracdo por plantas aromaticas aumentou consideravelmente. O mercado de
cosméticos e fragrancias destacam-se na exploracdo das plantas aromaticas, onde
algumas espécies foram descobertas, e contribuiram para a industria de perfumaria,
tornando-se popular a extragdo de 6leo essencial (SIMOES et al., 2002; BRITO et al.,
2015).

Quando se trabalha com espécies aromadticas, vale ressaltar que, o cultivo, a
colheita e pds-colheita dessas espécies seja tratada de maneira adequada, garantindo a
qualidade do produto final e com altos teores desejaveis de oleo essencial (LIMA et al.,
2013). Dessa forma, diversas espécies aromaticas se adaptam as diversidades climaticas
distintas em periodos de seca e chuva. Dessa forma, as plantas apresentam caracteristicas
aromaticas excelentes para extracdo de 6leo essencial (RODRIGUES et al., 2020).

O cerrado ¢ conhecido como savana brasileira e, apresenta grande diversidade
quimica e bioldgica, destaca-se também por possuir mais de 12.000 espécies de plantas
vasculares catalogadas, fato que, vem estimulando estudos de compostos quimicos com

potencial para uso medicinal (BESSA, 2013).
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Importancia dos éleos essenciais

OEs também chamados de odleos voléteis, sdo produtos obtidos de plantas
aromaticas através de técnica de destilacao por arraste a vapor d’agua. De forma geral,
sdo misturas complexas de substancias lipofilicas. Sua principal caracteristica ¢ a
volatilidade, que destaca-se suas propriedades aromatizantes que sdo: aparéncia oleosa a
temperatura ambiente; aroma agradavel e intenso na maioria dos 6leos (LUPE, 2007).

OEs sdo compostos aromaticos, que por sua vez, sdo extraidos de folhas, flores,
cascas, frutos, raizes, caules, ou de todas as partes de uma planta aromatica. Esses oleos
possuem grande relevancia industrial, e sdo empregados na industria de perfumaria,
cosmética, alimenticia e farmacéutica, tornando-se geralmente componentes naturais para
aplicagao medicinal (TRANCOSO, 2013).

2.2 Componentes quimicos dos éleos essenciais

Oleos Essenciais (OE), sdo substancias naturais, com odores distintos, expelidos
por glandulas especializadas de plantas aromdticas, com estrutura quimica formada
basicamente por carbono, hidrogénio e oxigénio, tendo na sua composi¢do moléculas de
natureza terpénica, que caracterizam o aroma agradavel (SIQUEIRA, 2020). Oleos
essenciais, também chamados de 6leos volateis, sdo produtos obtidos a partir de plantas
através de destilagao por arraste em vapor d’agua (OLIVEIRA et al., 2017).

Os produtos quimicos produzidos pelas espécies vegetais, sdo divididos em dois
grupos. O primeiro sdo macromoléculas essenciais a todos os seres vivos, que sdo:
glicidios, protideos, lipidios com fungdes vitais bem definidas (SIMOES, 2003). O
segundo grupo sao metabdlitos secundarios ou micromoléculas de baixo peso molecular
com estruturas complexas. Os componentes quimicos dessas espécies vegetais,
apresentam odor distinto de cada planta, porém s3o encontrados em concentragdes
relativamente baixas em determinados grupos de algumas espécies vegetais (SIMOES et
al., 2002).

Os oleos essenciais possuem uma gama de componentes quimicos, dentre eles
sdo: hidrocarbonetos terpénicos, alcoois simples e terpénicos, ésteres, éteres, aldeidos,
cetonas, fendis, acidos carboxilico, lactona, cumarinas. De modo geral, a mescla de tais
componentes, apresenta caracteristicas distintas na sua composi¢do quimica, alguns
componentes apresentam maior teor e outros com teor bem baixo, que sdo chamados de

tragos (FILIPPIS, 2001).



Tabela 1 - Exemplos de constituintes de 6leos essenciais.
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Funcao quimica Exemplo Estrutura quimica
Hidrocarbonetos Limoneno
/:\
Aldeidos Cinamaldeido 0O
WH
Terpénicos Alcadienos (|?H3
C CH
CH,” \(|:¢ 2
H
Alcool Linalool
HO
NN s
Ester Acetato de isopentila 0O /\/}\
)Lo
Eter Eucalyptol
@)
Cetona Acetofenona o)
©/“\ CHj3
Fenol Eugenol

Acido carboxilico

Lactona

Acido citrico

Ester ciclico
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Cumarinas

Fonte: adaptado de FILIPPIS (2001) & SILVEIRA et al (2012).
2.3 Terpenos

Os produtos produzidos pelas plantas através do metabolismo secundério ou
micromoléculas, na maior parte dos casos apresentam estrutura complexa, nesse caso 0s
terpenos constituem o maior grupo de produtos secundarios. Diversas substancias desta
classe, geralmente, sdo insoliveis em dgua e sdo sintetizadas a partir do acetil CoA ou de
intermediarios glicoliticos (MANGANOTTI et al., 2010).

Quimicamente, os terpenos podem ser definidos como “alcenos naturais”, ou seja,
apresentam uma dupla liga¢do entre dois atomos de carbono, sendo caracterizado como
um hidrocarboneto insaturado (Mc MURRY, 2011).

De outra forma, se um terpeno contém oxigénio, ele ¢ denominado terpenoide,
sendo capaz de apresentar diferentes fun¢des organica, entre as quais sdo: acidos
carboxilicos, alcoois, aldeidos, cetonas, ésteres, éteres, fenois ou epdxidos terpénicos. De
forma geral, os 6leos essenciais sdo constituidos majoritariamente por terpenos ou seus
derivados (FELIPE & BICAS, 2017).

Apesar da desconformidade estrutural entre si, todos os terpenos e terpenoides sao
basicamente estruturados em blocos de cinco carbonos — unidades de isopreno (CsHs),
em geral, ligado entre si pela ordem “cabega a cauda”, o que caracteriza a chamada “regra
do isopreno” (LOMMIS & CROTEAU, 2014).

Os monoterpenos e sesquiterpenos, em suas estruturas quimicas apresentam
volatilidade acentuada e de menor massa molecular. Essa caracteristica quimica dos
produtos naturais, apresenta grande relevancia para o aroma dos 6leos volateis na maioria
das frutas citricas, ervas aromaticas, dentre outros derivados. Por outro lado, moléculas
com estrutura quimica superior aos monoterpenos e sesquiterpenos, devido ao tamanho
da cadeia carbdnica, praticamente nao contribuem com o aroma (SOUSA, 2018).

Os terpenos podem ser classificados de acordo com a quantidade de isopreno em
sua estrutura. Os monoterpenos sdo compostos por duas unidades de isopreno com um
total de dez carbonos. Os sesquiterpenos sdo compostos por unidade de trés isopreno, no
total de quinze carbono, os diterpenos por unidade de vinte carbono, os triterpenos por
unidade de trinta carbono, tetraterpenos por unidades de quarenta carbono (FELIPE &

BICAS, 2017).
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Tabela 2 - Classifica¢ao dos terpenos baseada na quantidade de a&tomos de carbono.

Classificacao Estrutura quimica Quantidade
de atomo de

carbono

Hemiterpenos P 5
Monoterpenos Jo o 10
Sesquiterpenos A J_J_ 15
Diterpenos J_J_J_J_ 20
Triterpenos )\/\)\/\)\/\)\/\/k/ 30
Tetraterpenos )\/\)\/\)\/\)\/\)\/\)\/ 40
pottemenos |1 I A1

Fonte: adaptado de FELIPE & BICAS (2017) e MAZZINGHY (2021).
2.4 Oleos essenciais no mercado

Oleos essenciais sio matérias-primas aplicadas pela industria de perfumaria, que
ocupa 14% do mercado de cosméticos no Brasil, produtos de limpeza e pela industria
alimenticia. Eles também sdo usados pelas industrias quimica e farmacéutica
(MANGANOTTTI et al., 2010).

O volume de produgao e consumo de 6leos essenciais no Brasil se deve em grande
parte a eficiéncia da industria cosmética brasileira. As vendas de 1996 a 2008 cresceram
de RS 4,9 bilhdes para RS 21,7 bilhdes, do lado do consumidor (ABIHPEC, 2009).

Em 2007, o Brasil ficou em 3° lugar no mundo em exportacdes de 6leos essenciais,
faturando aproximadamente US$ 147 milhdes, perdendo apenas para os EUA e a Franga.
O Brasil produz e exporta, em ordem de importancia, 6leos de laranja, limdo, eucalipto,

rosa, lima e limao, entre outros (FERRAZ et al., 2009).
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Tabela 3 - Importacdo de 6leos essenciais pela Unido Europeia em 2004 de paises em

desenvolvimento.
Oleo essencial Pais Importagao (US$ milhdes)
Laranja Brasil (38%), Cuba (2%), 62
Africa do Sul (1%)
Limao Argentina (50%), México 57
(4%), Brasil (3%)
Hortela-pimenta india (12%), China (3%) 55
Outras mentas India (22%), China (15%), 38
Marrocos (1%)
Outros citricos Brasil (5%), Cuba (5%) 37
Africa do Sul (20%)
Lavanda China (3%), Georgia (1%) 19
Lima Meéxico (33%), Peru 18
(14%), Brasil (4%),
Argentina (2%)
Bergamota Costa do Marfim (4%) 15
Cravo-da-india Madagascar (26%), 15
Comores (18%), Maiote
(9%)
Jasmim Egito (44%), India (28%), 5
Madagascar (1%)
Total China (6%), Brasil (5%), 601
Argentina (5%), India
(5%)

Fonte: adaptado de BIZZO et al., (2009, p. 588) & MANGANOTTI et al., (2010).

2.5 Aplicacdes dos dleos essenciais

As propriedades terapéuticas e organolépticas dos Oleos essenciais, em geral, se
devem a presenga de monoterpenos, sesquiterpenos e de fenilpropanoides dentre outras
substancias volateis, compativel a propriedades farmacoldgicas devido a volatilidade e a
outras propriedades bioldgicas (OLIVEIRA, 2012).

Os oleos essenciais tém grande impacto na medicina natural, no tratamento de

doengas tropicais, incluindo infecgdes bacterianas. Levando em consideragdo, que
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algumas bactérias apresentam resisténcia a multiplos antimicrobianos, ¢ evidente a
necessidade encontrar novas substancias, com propriedades antimicrobianas para serem
aplicadas no combate a esses microrganismos (ALVES, et al., 2000).

Os o6leo essenciais também podem ser utilizados no combate contra sintomas
comuns, de acordo com Almeida et al. (2013), o uso medicinal do 6leo essencial de
Cymbopogom citratus (DC), ¢ eficaz contra gripes, disenteria, dores de cabega, € também
como calmante e antiespasmodico; em geral, possui agdo antimicrobiana.

2.6 Citrus sp

A espécie Citrus limonia, também conhecida como limao-cravo, limao-china e
limdo-rosa, faz parte da familia Rutaceae, que ¢ constituida por 160 géneros e mais de 2
mil espécies disseminadas em todo o mundo. No Brasil, essa familia ¢ caracterizada em
torno de 29 géneros e 182 espécies (ESTEVAM, 2017).

O género Citrus sp, de origem indiana ¢ uma arvore espinhenta, podendo chegar
até 6 metros de altura, seus frutos sdo redondos achatados, as folhas sdo verdes e
aromaticas. Essa familia ¢ caracterizada pela forte presenca de componentes aromaticos,
devido a presenca de oleo essencial (SCHNITZEL; CARNEIRO, 2005; REDA;
BATISTA; BARANA, 2017).

Os Citrus sao importantes fontes de acido hidroxicinamico, flavonoides e de 6leo
essencial a partir do flavedo (casca), sendo que, em sua composicdo quimica,
exclusivamente sdo: D-limoneno, B-Pineno, y-Terpineno. Os compostos extraidos da
casca do limdo, apresentam importantes atividades bioldgicas, pois operam como
excelentes agentes antioxidantes inibidores (MENESES, 2020).

2.7 Técnicas de extraciao dos oleos essenciais

Para conseguir extrair e isolar os compostos aromaticos dos 6leos essenciais, sao
utilizadas diferentes técnicas de extragdo que sdo: hidrodestilagdo, extragao por solventes
organicos, destilagdo por arraste a vapor, extracao por fluido supercritico dentre outros.
O uso da técnica de destilagcdo por arraste a vapor ¢ de 93% enquanto outros métodos é
de apenas 7% (SILVEIRA et al., 2015).

A técnica de hidrodestilagdo ¢ um método eficiente para extracdo de OE, esse
processo tem como base um aparato conhecido como clevenger. Nesse sistema, o material
vegetal ¢ colocado no interior de um baldao de fundo redondo, esse material vegetal fica
submerso em agua onde ¢ mantido em manta de aquecimento. Com o aquecimento, a

agua atinge o ponto de ebuli¢do arrastando os compostos volateis presente no material
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vegetal. Em seguida, ao chegar no condensador ¢ possivel captura e separa o OE
(OLIVEIRA, 2013).

A extragdo por solventes organico, devido alguns OEs serem muito instaveis e ndo
suportarem os altos niveis de temperatura sdo utilizados os solventes organicos para sua
extragdo, tais como o hexano, benzeno, metanol, propanol, acetona e diversos solventes
clorados. E possivel extrair o OE do material vegetal em contato direto com o solvente
organico. Depois de um intervalo de tempo, os constituintes volateis se solubilizam no
solvente, e dependendo das propriedades fisico-quimica do solvente € possivel separar o
OE do solvente (FILLIPIS, 2001).

A destilagdo por arraste a vapor € usada principalmente para substancias sensiveis
a temperatura, sendo baseada na diferenca de volatilidade de determinados compostos,
consiste na passagem de uma corrente de vapor de 4gua arrastando os volateis do material
vegetal. Esse método ¢ muito utilizado, devido a sua simplicidade e economia (BRITO et
al., 2015).

2.8 Cromatografia gasosa e espectrometria de massas

A cromatografia gasosa ¢ uma das técnicas mais empregadas em analises
qualitativas e quantitativas. Na cromatografia gasosa, os componentes de uma amostra
vaporizada s3o separados em consequéncia de sua particdo entre uma fase movel gasosa
e uma fase estaciondria liquida ou so6lida contida dentro da coluna. Ao realizar-se uma
separagcdo por cromatografia gasosa, a amostra ¢ vaporizada e injetada na cabeca da
coluna cromatografica. A corrida cromatografica ¢ feita por um fluxo de fase movel
gasosa inerte. Em contraste, com muitos outros tipos de cromatografia, a fase mével nao
interage com as moléculas do analito; sua unica funcao ¢ transportar o analito através da
coluna (SKOOG, 2006).

A fase movel em cromatografia gasosa ¢ denominada gas de arraste e deve ser
quimicamente inerte. O gas Hélio ¢ a fase mével gasosa mais comum, embora o gas
nitrogénio (N2), o Argoénio (Ar), sejam também empregados. Esses gases estdo
disponiveis em cilindros pressurizados. Reguladores de pressdao, mandmetros e medidores

de vazao sdo necessarios para se controlar a vazao do gas (PINHO et al., 2009).
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Figura 1: Diagrama esquematizado de um cromatografo a gas. Adaptado de SKOOG,

2006.
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Fonte: Skoog, 2006.

O espectrometro de massas tem cinco componentes, o primeiro ¢ a unidade de
entrada da amostra, que tem como papel de levar o analito até a fonte de ions, a segunda
unidade, onde as moléculas da amostra sdo transformadas em ions em fase gasosa. Os
ions sdo, entdo, acelerados por um campo eletromagnético. A seguir, o analisador de
massa, terceira unidade, que separa os ions da amostra baseado em sua razao massa/carga
(m/z). Antes dos ions poderem ser formados, um fluxo de moléculas deve ser induzido na
fonte de ionizacdo, a unidade de injecdo da amostra gera esse fluxo de moléculas. Quarta
unidade, o detector de massas, ¢ composto de um contador que produz uma corrente
proporcional ao nimero de ions que o atingem (PAVIA, 2015). Na figura 2 mostra um

esquema adaptado de um espectrometro de massas.
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Figura 2: Cromatografo acoplado a espectrometria de massas (GC/MS).
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Fonte: Adaptado de Pavia, (2015) & Silverstein, (2000).

Uma amostra estudada por espectrometria de massa, deve-se converter uma
quantidade suficiente da amostra em vapor para se obter um fluxo de moléculas, o qual
deve fluir para dentro da camara de ionizagdo. Depois que o fluxo de moléculas tiver
entrado no espectrometro de massa, as moléculas da amostra devem ser transformadas
em particulas (cations) carregadas pela fonte de ionizagdo. O método de transformagao
da amostra em ions ¢ a ionizacao por elétrons (EI), ¢ emitido um feixe de elétrons de alta
energia a partir de um filamento aquecido. Esses elétrons de alta energia atingem o fluxo
de moléculas, a colisdo entre moléculas e elétrons retira um elétrons da molécula, criando
um cation (+), (PAVIA, 2015).

A energia necessaria para remover um elétron de um atomo ou de uma molécula
¢ o seu potencial de ionizacdo ou energia de ionizagcdo. A maioria dos compostos
organicos tem energia de ionizacdo entre 8 e 15 elétron volts (eV). Para adquirir
caracteristicas espectrais semelhantes, quando comparado com a base de dados eletronica,
por padrdes de fragmentacao, deve-se usar um feixe de elétrons padrao de 70 eV (PAVIA,
2015).

O padrao de fragmentacao de uma substancia ¢ reproduzivel, e estd disponivel na
base de dados da biblioteca do proprio aparelho. Isso permite que se compare o espectro
de massa de um composto da amostra, com milhares de dados de uma biblioteca espectral

usando um software em um computador (figura 3).
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Figura 3: Comparag¢do do padrao de fragmentacdo entre amostra e biblioteca.
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O o6leo essencial, por exemplo, possui uma quantidade “x de substancias. Apos
a injecao no cromatdgrafo, leva um tempo até a transformacdo do 6leo em vapor, essa
transformagdo vai depender das propriedades fisico-quimicas das substincias. Por
exemplo, substancias mais volateis, e de menor peso molecular, sdo as primeiras a se
transformarem em vapor, ¢ com o fluxo constante do gés de arraste, essas substancias
chegam primeiro até o feixe de ionizagdo e ao detector de massas, consequentemente ao
analisar o cromatograma, o tempo de retencdo ¢ menor para substancias de menor peso
molecular.

O feixe de ionizagdo pode retirar elétrons em ligacdo pi, ligagdo sigma ou elétrons
nao ligantes (elétrons n), e forma um cation e um radical, com razdo massa/carga (m/z)
para os cation, ou simplesmente pode ser chamado de ion molecular. A probabilidade de
retirar um elétron ¢ maior em “elétrons n”, devido a sua grande densidade eletronica, que
ndo estd em ligagdo. Em seguida sdo os elétrons da ligagao pi, por estar ligado apenas por
interacdo magnética entre dois orbitais “p puro”. Por fim, a liga¢do sigma, no entanto, ¢
a mais dificil para retirar um elétron e romper a ligagao.

O feixe de ionizagdo possui bastante energia, além de forma um céation e um

radical, ele confere mais energia ao ion molecular, entdo esse ion fica bastante excitado.
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Esse excesso de energia faz com que algumas ligacdes sejam rompidas, esse rompimento
das ligacoes ¢ chamado de fragmentacao (SILVERSTEIN 2000).

Essa fragmentacdo ¢ explicada por varios mecanismos, como transferéncia de
protons e transferéncia de elétrons, isso acontece via intramolecular do ion gerado. O ion
molecular absorve tanta energia que ele se fragmenta antes de chegar ao detector, gerando
outros ions de menor massa formados a partir do ion molecular, € possivel também que o
ion molecular chegue ao detector. Diante do intervalo dos ions gerados até o detector de
massas, para melhor entendimento, ¢ necessario desenvolver proposta de fragmentagao
para os picos de maior abundancia relativa.

A massa desses ions (cation) € calculada a partir do impacto dos ions no detector
de massas. Esses ions que chegam ao detector formam o espectro de massas. Como a
fragmentagdo segue um padrdo, ¢ possivel determinar a estrutura quimica da molécula

comparando com uma biblioteca espectral.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Coleta e extracdo do oleo essencial de uma espécie de limao (Citrus sp) através

do procedimento de destilagdo por arraste a vapor de dgua em sistema Clevenger, e

analisd-lo por meio de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas

(GC/MS).

3.2 Objetivos especificos

Coletar as folhas e frutos do limao (Citrus sp).

Obter por extracao em sistema Clevenger o 6leo essencial da amostra das folhas
e frutos.

Calcular o rendimento do 6leo essencial obtido.

Analisar o 6leo essencial de limdo (Citrus) por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas.

Realizar possiveis identificagdes dos compostos constituintes do 6leo de folhas e
frutos por GC/MS.

Propor fragmentagdes de massas para as possiveis moléculas identificadas.
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4 METODOLOGIA

O experimento dividiu-se em trés etapas: (i) coleta das amostras, (ii) extragao do
OE por arraste a vapor de agua com sistema Clevenger e (iii) analise dos compostos por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG/EM).

4.1 Materiais e Reagentes
Para as extracdes e identificacdo dos constituintes quimicos do dleo essencial de

Citrus sp, foram utilizados os seguintes materiais e reagentes:

e Béquer 50 e 500mL e Papel filtro

e Baldo de fundo redondo 5L e Tesoura

e Sistema Clevenger e Pinca

e Suporte Universal e [Espatula

e Garra e Agua destilada

e Manta aquecedora e Hexano P.A

e Balanca analitica (SHIMADZUAUY 220) e Folhas e cascas do fruto do

e Balanca analitica (Marte/AL 500 C) Citrus sp.

e Cromatografo a géas acoplado a e Sulfato de sédio anidro
espectrometro de massas (GC modelo e Parafilm
7890B e MS modelo 5977) e Papel aluminio

4.2 Material vegetal

Coletou-se as folhas frescas de Citrus sp no Campus da Universidade Federal do
Norte do Tocantins (UFNT) - Araguaina — TO com as seguintes coordenadas geograficas
7°10'54.2"S 48°11'51.0"W. As folhas foram coletadas de espécie vegetal de citrus nativo
da regido, entre 8h30min e 9h30min nos dias 17/05; 24/05; 31/05 e 07/06 de 2023.
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Figura 4: Limoeiro

Fonte: Autor, 2023.

Coletou-se as folhas de Citrus sp de forma manual, com auxilio de uma escada de
aluminio. As folhas escolhidas foram sempre aquelas que ficam 20 cm acima da ponta do
galho, por serem folhas maduras da planta, onde ficam depositados os metabolitos
secundarios ja produzidos pelas plantas, as folhas mais novas continuam em processo de
producao desses metabolitos (GASPARIN, et al.,, 2014). Antes dos procedimentos
experimentais em laboratorio, foram coletados os materiais vegetais, ao total de quatro
coletas, sendo trés coletas de folhas e uma de fruto (24/05), durante o final do periodo
chuvoso. Apds a coleta e selecdo, pesou-se o material vegetal em balanga semi-analitica

para obtencao das massas.
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Figura 5: Folhas e frutos coletados.

Fonte: Autor, 2023.

4.3 Extracao do oleo essencial

As etapas de extracdo por arraste a vapor de agua foram realizadas em sistema
Clevenger (figura 4). As folhas foram colocadas em baldo volumétrico e preenchido
metade do baldo com agua destilada. Os compostos quimicos presentes nas folhas, foram
extraidos por arraste a vapor. Apds a condensagao, o 6leo era capturado por afinidade de
polaridade utilizando o solvente hexano (CcHi4). Em uma parte do sistema Clevenger era
perceptivel duas fases entre liquidos. O solvente foi utilizado para separar a d4gua do 6leo,

onde o 6leo dissolvido foi recolhido em um béquer de 50 ml e a 4gua desprezada.
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Suporte

Condensador Figura 6: Sistema Clevenger com folhas de Citrus sp. universal

Sistema
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redondo

Manta aquecedora

Fonte: Autor, 2023.

ApOs o processo de extracdo por arraste de vapor considerando o tempo de
destilacdo do o6leo de trés horas, adapatado de Filho (2019), para o processo de tratamento
do 6leo, em solugdo hexanica, adicionou-se o sulfato de sédio anidro (Na2SO4) a fim de
reter as moléculas de adgua residual presente na solugdo hexanica. Em seguida, fez- se a
filtragem em papel filtro para outro béquer de S0mL, para assim retirar o sulfato de so6dio
da solucdo, o filtro e o béquer foram lavados com hexano para diminuir possiveis perdas
do dleo. Em sequéncia, a solugdo foi submetida em chapa de aquecimento dentro da
capela (figura 5), sempre fazendo movimentos circulares com o béquer, a fim de evaporar

o solvente e manter o 6leo essencial, ja que ambos possuem diferentes pontos de ebulicao.
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Figura 7: Tratamento da amostra de 6leo essencial.

Fonte: Autor, 2023
Ap0s a evaporacdo total do solvente, percebe-se a viscosidade do 6leo essencial,
e logo apos, transferiu-se o oleo essencial para um frasco de penicilina (figura 7) e o
mesmo foram devidamente lacrados com parafilm, ¢ mantido em refrigerador, até ser
submetido as analises cromatograficas, fez-se o mesmo procedimento para todas as

amostras.

Figura 8: Oleo essencial de Citrus sp.
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Figura 9: Oleo essencial de Citrus sp em frasco de penicilina.

Fonte: Autor, 2023

4.4 Identificacao dos compostos quimicos por cromatografia gasosa

Com uma micropipeta, (20-200 pL) foi adicionada, no vial ambar (tipo Aijiren
HPLC Sample), (figura 8), uma pequena aliquota do o6leo essencial de Citrus sp diluida
em Hexano grau HPLC. O cromatégrafo utilizado da marca Agilent Technologies
(modelo 7890B), com detector Agilent Technologies (modelo 5977B MSD) e coluna
Agilent HP — SMS, instalado no Laboratério de cromatografia da UFNT.

A avaliagdo qualitativa do 6leo essencial ocorreu por cromatografia em fase
gasosa acoplada a espectrometria de massas. As condigdes de inje¢ao da amostra foram
determinadas nas seguintes caracteristicas, hélio como gas de arraste sob pressdo da
coluna de 80,0 psi (figura 9). O volume de 0,1 pL da solugdo de 6leo essencial em hexano
HPLC foi injetado com temperatura do injetor de 210°C.

As condigdes de rampa de aquecimento, temperatura inicial do forno 50 °C
durante 1 minuto, ap6s, elevagdo de 50 °C para 210°C, sendo 3,5°/min, gerando um tempo
total de 45 minutos de corrida e, todas foram injetadas através do modo automatico do
proprio aparelho. A identificacao dos constituintes quimicos foi realizada comparando-se

a biblioteca do aparelho (Agilent Technologies).
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Figura 10: Laboratdrio de cromatografia (LABCROM).
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Fonte: Autor, 2023

Figura 11: Cilindro de gas Hélio.

Fonte: Autor, 2023
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Material vegetal e condic¢des climaticas

As folhas de Citrus sp foram coletadas de espécie vegetal nativa do cerrado,
existente no Campus da UFNT. Os dados climaticos do dia exato de cada coleta foram
obtidos a partir da rede de computadores no site www.weather.com, tabela 4. As folhas
do material vegetal obtido foram tratadas manualmente e selecionado as folhas que nao
continham manchas ou fungos possiveis de serem visto a olho nu. E importante destacar
que, estamos classificando a espécie vegetal como um limdo do género Citrus sp,
entretanto, a espécie vegetal de onde foi coletada é conhecida popularmente como limao-
cravo. Como nao houve identificagdo botanica, ndo podemos afirmar. Portanto,
referenciamos a espécie vegetal estudada como limdo-cravo e limdo-china descrita na
comunidade local.

Tabela 4 - Dados climaticos das coletas.

1% coleta 2? coleta 3? coleta 4* coleta
(Folhas) (Folhas) (Cascas) (Folhas)
Data 17/05/2023 31/05/2023 24/05/2023 07/06/2023
Hora 08:03 horas 08:00 horas 08:00 horas 08:05 horas
Temperatura 31°C 28°C 29° C 30°C
Umidade 70% 50% 55% 60%
relativa
Vel. do vento 7 km/h 12 km/h 13 km/h 10 km/h
Clima Nublado Nublado Parcialmente Nublado
Nublado

Fonte: Autor, 2023.

A tabela 4 apresenta os dados climaticos de cada coleta, no entanto, fatores
climaticos podem influenciar no rendimento € composi¢ao quimica do 6leo essencial.

Segundo estudos de Morais (2009), o cheiro caracteristico de algumas espécies
aromaticas tornam-se mais marcantes, ou seja, a concentracdao do 6leo essencial naquele
periodo € maior. Assim, o horario de coleta das plantas torna-se um aspecto significativo

na produgao de 6leo essencial.


http://www.weather.com/
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5.2 Analise do processo de extracio e rendimento do OE

A determinagdo das condi¢des de extracao de dleos essenciais € uma etapa que
tem que levar em consideracao, pois a relacdo entre a composi¢ao quimica e a qualidade
do 6leo extraido ¢ um fator definitivo.

Segundo Maul (2000), as complicagdes associadas ao uso de elevadas
temperaturas, podem afetar os componentes quimicos, fragrancias e principios ativos
farmacéuticos termo sensiveis, € a perda de substancias altamente volateis, de baixo peso
molecular, que ndo podem ser recuperados durante o processo de extracao.

Um processo de hidrodestilagao acelerado, pode conduzir a um produto contendo
componentes mais volateis. No entanto, uma extracao demorada pode-se obter diversas
substancias diferentes na composi¢ao do 6leo essencial (CHAAR, 2000).

O tempo de extracdo do OE de Citrus sp, foi de 3 horas, considerando a contagem
do tempo a partir do inicio da condensagdo dos vapores, apos esse tempo o sistema foi
desligado. A temperatura foi levada em consideragdo, e a manta aquecedora foi regulada
durante todos os procedimentos em escala 5, para um melhor controle no processo de
destilagao.

O sistema em funcionamento tem-se o vapor d’agua sendo responsavel por
arrastar os componentes do OE presentes nas amostras de folhas e cascas do fruto, ao
chegar ao condensador observa-se a formacgao de gotas de dgua e 6leo. Neste processo de
destilagdo por arraste a vapor foi utilizado hexano na parte coletora do Clevenger para
capturar o Oleo obtido da condensacdo, isto ocorre por semelhanca de polaridade,
portanto, passamos a ter uma solug@o hexanica do 6leo. Ressalta-se que o hexano e agua
nao sao soluveis devido a diferenca de polaridade (figura 4).

A solu¢do hexanica foi recolhida em um béquer com tara definida. Para o
tratamento da solucdo utilizou-se o sulfato de sdédio anidro (figura 10), como agente
secante para total retirada de trago de agua presente na solu¢ao hexanica. Em seguida,
fez-se filtragdo para separar o sulfato de sodio anidro que continha os tracos de agua
provavelmente existente na solugcdo hexanica. Apos a filtracdo o Becker foi aquecido em
uma manta manualmente, controlou-se a temperatura do Becker para que a solugdo nao
atingisse o ponto de ebulicdo que provavelmente propiciaria a perda de parte do dleo
extraido.

Para a determinacdo total da retirada do solvente durante o aquecimento, apenas
observaram-se as caracteristicas fisico-quimicas e organolépticas do 6leo, especialmente,

a viscosidade, aroma e cor (figura 11). Apods a retirada total do hexano o becker contendo
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o Oleo foi pesado e determinado rendimento de extracdo de cada amostra, seja de folhas

ou casca do fruto.
Figura 12: Sulfato de S6dio Anidro P.A.

Fonte: Autor, 2023

Figura 13: Oleo essencial obtido.

Fonte: Autor, 2023

Ap0s finalizar o processo de extracdo do OE das folhas e cascas dos frutos, tornou-
se necessario a identificacdo das amostras: Mat-oleo-folhas-17-05-23; Mat-oleo-folhas-
31-05-23; Mat-oleo-folhas-07-06-23; Mat-oleo-cascas-24-05-23. O calculo do
rendimento em porcentagem foi realizado segundo Zenebon et al., (2008), como a razao

entre a massa do 6leo e massa das folhas ou casca do fruto equagao 1.
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M-
R(%) = —2° %100
folhas

Onde:

R: rendimento da extragdo de dleo essencial em %,
Moleo: massa do 6leo obtida em gramas (g);

Muegetal: massa das folhas frescas obtida em gramas (g).

Tabela 5 - Rendimento de 6leo essencial das amostras obtidas.

Amostra Data da coleta Massa Massa OE Rendimento
folhas/fruto
Mat-oleo- 17/05/2023 195,9¢ 0,301g 0,15%
folhas-17-05-
23
Mat-oleo- 24/05/2023 103,8g 0,228¢g 0,21%
cascas-24-05-
23
Mat-oleo- 31/05/2023 164,2¢g 0,173¢g 0,10%
folhas-31-05-
23
Mat-oleo- 07/06/2023 200g 0,452¢g 0,22%
folhas-07-06-
23

Fonte: Autor, 2023.

5.3 Compostos volateis identificados no OE de Citrus sp

A identificacdo de derivados volateis foi realizada por interpretacdo automatizada,
comparando-se a biblioteca do aparelho (Agilent Technologies). As analises das amostras
dos 6leos de folhas por cromatografia gasosa, mostraram que ndo ocorreu variacdo na
composicao quimica do 6leo essencial das folhas frescas de Citrus sp, e o OE analisado
¢ composto por 8 componentes, tabela 6, estes foram identificados conforme metodologia

descrita, adaptado de (EVERTON, 2020).
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Tabela 6 - Componentes do OE das folhas frescas de Citrus sp detectados/identificados

por CG/EM.
Pico Componente Tempo de retencao (min)
1 Pineno 08:26
2 D-Limoneno 10:24
3 Eucalyptol 10:35
4 3-Careno 11:11
5 Terpinoleno 11:49
6 A-Terpineno 11:50
7 Linolool 13:29
8 Isopulegol 15:61

Fonte: Autor, 2023.

Figura 14: Estrutura quimica dos constituintes identificados do OE de folhas.

Pineno (1) Limoneno (2)

—=

3-Careno (4) Terpinoleno (5)

\i\/b< I

T

Linolool (7) Isopulegol (8)

OH

XA

OH

Eucalyptol (3)

y-Terpinoleno (6)

Fonte: Criada no soft ChemWin, 2023.

Foram identificados seis componentes presentes no OE das cascas do fruto (tabela

7), todas as substincias sdo monoterpenos. Utilizou-se para identificacdo dos

constituintes a mesma metodologia aplicada para as folhas.
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Tabela 7 - Componentes do OE do fruto de Citrus sp detectados/identificados por

CG/EM.
Pico Componente Tempo de retencao (min)
1 3-Careno 06:83
2 a-Fellandreno 08:18
3 Pineno 08:26
4 0-Cimeno 10:10
5 D-Limoneno 10:30
6 A-Terpineno 11:51

Fonte: Autor, 2023.

Figura 15: Estrutura quimica dos constituintes identificados do OE do fruto de Citrus

sp.
3-Careno (1) a-Fellandreno (2) Pineno (3)
o-Cimeno (4) Limoneno (5) A-Terpinoleno (6

Fonte: Criada no soft ChemWin, 2023.

De um total de oito substancias identificadas no OE das folhas frescas de Citrus
sp, cinco sao monoterpenicos e trés delas sdo terpenoide, pois sdo constituidos por
unidade de isopreno (Mc Murry, 2011). As substancias Isopulegol e Linolool indicam
fun¢do organica alcool, e o Eucalyptol um éter biciclico. Observou-se que o 6leo obtido
da casca conter poucos componentes com relagao ao 6leo das folhas, porém, contém duas

substancias ndo presentes na folha que s3o o “o-Cimeno” ¢ “a-Fellandreno™.
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0 Oleo essencial em questdo, apresenta perfil pouco similar a alguns OEs de citrus
estudados por Estevam (2017), porém os componentes majoritarios apresentam
similaridades.

A cromatografia gasosa apresenta os constituintes do 6leo das folhas com seu
referido tempo de retengdo como também a proporcionalidade de concentragdo. (Figuras
14, 15 ¢ 16).

Figura 16: Cromatograma da amostra Mat-oleo-folha-17-05-23.

Abundance TIC: Mat-oleo-folha-17-05-23.D\data.ms
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Fonte: Autor, 2023
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Figura 17: Cromatograma da amostra Mat-oleo-folha-31-05-23.

Abundance TIC: Mat-oleo-folha-31-05-24.D\data.ms
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Figura 18: Cromatograma da amostra Mat-oleo-folha-07-06-23.

Abundance TIC: Mat-oleo-folha-07-06-23.D\data.ms
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Fonte: Autor, 2023

Os constituintes majoritarios observados nos cromatogramas do OE das folhas de
Citrus sp, comparados com a literatura, observa-se a presenca do limoneno como
composto majoritario da mistura de monoterpenos do 6leo essencial (CAMPELO et al.,
2013). Os monoterpenos sdo descritos como componentes importantes, € s30
frequentemente encontrados em abundancia nos OEs de frutas citricas e outras plantas
(FELIPE & BICAS, 2017).

Ao analisarmos o cromatograma resultante da extracdo das cascas do Citrus sp

amostra Mat-oleo-casca-24-05-2023, Figura 17, os constituintes caracterizados no total
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de 6 substancias (tabela 7), ao compararmos com a literatura observou-se similaridade
entre (Limoneno, 3-Careno, Pineno, A-Terpineno) e os constituintes do OE extraido das
cascas do fruto de “limdo-china” obtido por Menezes (2021).

O OE em questdo, apresenta apenas duas substancias distintas identificadas no
cromatograma, em comparagdo com os componentes do OE extraido das folhas frescas
de Citrus sp.

Figura 19: Cromatograma da amostra Mat-oleo-casca-24-05-23.

Abundance TIC: Mat-oleo-casca-24-05-23 D\data.ms
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Fonte: Autor, 2023
Nosso estudo foi comparativo entre os resultados obtidos do aparelho e a literatura

vigente. Os dados da espectrometria de massas analisados pelo banco de dados de

compostos da biblioteca do massas (Agilent Technologies).
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5.4 Caracteriza¢ao dos constituintes do 6leo da folha
Espectro de massas

As anélises de espectrometria de massas sao baseadas na ionizagdo dos compostos
presentes na amostra. Os ions (cations) gerados nesse processo sdo separados em um
analisador de massas que relaciona massa carga (m/z), e detectados. A propor¢ao do sinal
elétrico que ¢ gerado em funcdo da razdo da massa-carga, ¢ convertida por um
processador de dados obtendo o espectro de massa correspondente. Cada componente
presente na amostra ¢ fragmentado de uma forma especifica de acordo com sua estrutura
quimica, originando o espectro particular, permitindo a identifica¢do a partir da
comparagao com espectros presentes na biblioteca do sistema (SKOOG, 2002).

As fragmentagdes propostas para o espectro de massas obtido estdo dispostas a
seguir e foram desenhadas utilizando o software Chem Windows para uma melhor
organizagao e interpretacao das informagdes.

Os dados obtidos dos componentes detectados, encontra-se na biblioteca Nist do
(Agilent Technologies). Os espectros e propostas de fragmentagdes oriunda de pesquisa
na literatura e propostas pelos autores.

No quadro 1 tem-se os dados da molécula do Limoneno obtido no 6leo essencial,
na figura 18 tem-se o espectro de massas.

Espectro de Massas

Quadro - 1 Dados do componente Limoneno

Nomenclatura [IUPAC: 1-Cyclohexene, 1-methy-4-, 1-methylene,2-
mentha-1, 8-diene

Nome usual: Limoneno

Formula molecular: CioHis

Peso molecular aproximado: 136 g/mol

Fonte: IUPAC.
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Figura 20: Espectro de Massas do componente D-Limoneno (Tr = 10:24 min)
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Fonte: Autor, 2023

Propostas de fragmentagdes existente na literatura para o limoneno Figura 19 e 20

Figura 21: Proposta de fragmentacdo do m/z=121, a partir do ion molecular M 136

CH;
o CH
‘f g\+\,> e :r/

H

\

m/z = 3

Fonte: Mazzinghy (2021)
No pico m/z = 121, a metila ¢ retirada na forma de radical, com o rearranjo do
hidrogénio, a carga (+) localiza-se em um carbono terciario. Trata-se de um classico da
literatura, como podemos verificar nas propostas de fragmentacdes, segundo: Silverstein

(2000) & Pavia (2015).
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Figura 22: Proposta de m/z = 93, partindo do ion molecular M+ 136

H c%)n radical
— ln
[ — .
|
CH;
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—_—
CH; =

CHj
m/z = 93

Fonte: Mazzinghy (2021)

No pico m/z = 93, apds a conformacdo do limoneno, um elétron ¢ retirado,
formando um cation e um radical, o radical se emparelha com o elétron do hidrogénio, e
0 cation se rearranja para uma condi¢ao mais estavel, e o radical se combina com o elétron

do carbono, rompendo a ligacao carbono-carbono, formando o m/z = 93.

Figura 23: Proposta de fragmentagdo do pico m/z = 68.

= =

m/z =68

Fonte: SILVERSRTEIN (2000).

Os alcenos ciclicos geralmente apresentam um pico de ion molecular distinto. Um
modo unico de clivagem, ¢ a reacdo retro-Diels-Alder. Essa reacdo ¢ ilustrada com D-
Limoneno, figura 21. Uma reacao retro-Diels-Alder neste exemplo da duas moléculas de
isopreno. Como resultado da fragmentagao, libera uma molécula neutra, e o pico m/z =

68.
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Acao farmacolégica do Limoneno.

O limoneno ¢ encontrado em diversas plantas, sua utilizagdo para producdo de
repelentes e sabonetes estdo sendo umas das alternativas naturais para diminui¢do dos
residuos gerados em grande escala (SOUZA, S. 2010). Segundo os estudos de
TAVARES, et al., (2018), usou limoneno como base para producao de repelentes. Os
testes foram feitos, por exposi¢ao de maos aos mosquitos (Aedes aegyti), os autores
concluiram que o limoneno possui acao repelente.

Os estudos de Campelo (2013), teve como base, a administragdo de 6leo essencial
de citrus limon, D-Limoneno como componente majoritario, testes feitos em
camundongos por via oral durante 30 dias. Os resultados mostram que a administragao
oral por 30 dias, com o 6leo essencial, de forma geral, ndo produziu efeitos téxicos em
camundongos Swiss adultos.

Nascimento et al., conduziu estudos experimentais para avaliar os efeitos
cardiovasculares e a potencial resposta antiarritmica produzidos pelo D-limoneno em
ratos (ALVES; SILVA, 2019).

O tratamento com D-Limoneno ¢ eficaz para reduzir a hiperglicemia e a glicagao
protéica de animais com diabetes. O D-Limoneno se mostrou atuante na melhora de
diversos parametros, além disso, demonstraram aumento na defesa antioxidante
plasmatica, eritrocitaria em diversos tecidos. A perspectiva sobre o estudo do D-
Limoneno e seus efeitos antidiabéticos reside na pesquisa com doses baixa em
comparag¢do com as estudadas (VIANA, et al., 2022).

No quadro 2 tem-se os dados da molécula do isopulegol obtido no 6leo essencial,
na figura 22 tem-se o espectro de massas, proposta de fragmentacao para a molécula do

isopulegol ion m/z =136 e 121 Figura 23, m/z =95 figura 24, m/z = 41 figura 25.

Quadro - 2 Dados do componente Isopulegol

Nomenclatura IUPAC: Cyclohexanol, 5-methyl-2-(1-methylethenyl)
-, [1R-(10,2B,5a)] 2.p-Menth-8-en-3-ol.

Nome usual: Isopulegol

OH Formula molecular: CioH1sO

Peso molecular aproximado: 154 g/mol

Fonte: IUPAC.
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Figura 24: Espectro de Massas do componente Isopulegol (Tr = 15:61 min)
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Figura 25: Proposta de fragmentagao propria do autor do m/z = 121, a partir do ion

molecular
CHj;
H — H = .r'ﬁﬂﬁr
| C = H\O/H
H o i — > @ —_—

m/z =136

Co®

C
@ —_— e
—_—
m/z=121 m/z =121

ApOs a retirada de um elétron no atomo de oxigénio, forma-se um cation radical,
o radical combina-se com o elétron do hidrogénio, rompendo ligagao carbono-hidrogénio.
A condi¢ao de cation no atomo de oxigénio € neutralizada pela saida de 4gua, quebrando
a ligacdo oxigénio-carbono, com a saida da dgua, forma-se o pico m/z = 136. O pico m/z

= 136, rearranja-se para uma condicdo mais estavel, liberando a metila radical, formando
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o pico m/z = 121, no entanto, para uma condi¢do mais estavel, a carga (+) ¢ estabilizada
por ressonancia.
Figura 26: Proposta de fragmentagao propria do autor do m/z = 95, partindo do pico m/z

=121

H\C H
||

& 2]
C
o -
C
|
H

mi/z =121 miz = 95

O pico m/z = 95 ¢ formado a partir do m/z = 121, onde, para neutralizar a carga,
um par de elétron entre carbono-carbono ¢ rearranjado formando uma tripla ligacao,

liberando molécula neutra, acetileno (C2Hz), e estabelecendo o pico m/z =95.

Figura 27: Proposta de fragmentagao propria do autor do m/z = 41, partindo do ion

molecular
L ]
] % b
HO HO HO 2 H
\
— — > -+ Cc—H
\//
@
miz =41

miz =154

Um elétron ¢é retirado na instauracdo, formando um ion radical, esse radical
emparelha com o elétron do carbono vizinho formando o pico m/z = 41.
Acao farmacologica do Isopulegol.

O ¢leo essencial contendo isopulegol como composto majoritario apresentou

efeito antioxidante, ansiolitico, antinociceptio, anti-hiperalgésico, anticonvulsivo e
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atividade sedativa em camundongos, além de propriedades antioxidantes (PROSPERO,
2019).

O isopulegol apresentou atividades anticonvulsivante e bioprotetora contra
convulsdes, também apresentou efeito ansiolitico, mostrou efeito gastoprotetor em
camundongos (SILVA et al., 2009).

Pesquisas relacionadas, sobre atividades farmacolédgica do isopulegol, apontam o
potencial terapéutico da substincia, principalmente como protetor mucomembranoso,
anti-inflamatorio, antiparasitario e antifingico (SOUSA et al., 2020).

No quadro 3 tem-se os dados da molécula do Pineno obtido no 6leo essencial, na
figura 26 tem-se o espectro de massas, proposta de fragmentacdo para a molécula do
Pineno pela literatura, figura 27 e 28.

Quadro - 3 Dados do componente Pineno

Nomenclatura IUPAC: Bicyclo [3.1.1]heptene, 6,6-dimethyl, 2-
methylene2.2(10)-Pinene

Nome usual: Pineno

Formula molecular: CioHis

Peso molecular aproximado: 136 g/mol

Fonte: IUPAC.

Figura 28: Espectro de Massas do componente Pineno (Tr = 08:26 min)
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Figura 29: Proposta de fragmentagao do m/z = 121, a partir do ion molecular
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Fonte: Mazzinghy (2021)
Logo apds a ionizagdo, gera um cation radical, rompendo a ligacdo pi, a carga em
questdo, localiza-se em um carbono terciario e o radical emparelha-se com o elétron do

hidrogénio vizinho, rompendo ligagdo carbono-hidrogénio, o radical do carbono

emparelha-se com elétron do carbono vizinho, liberando a metila na forma de radical.

Figura 30: Proposta de fragmentagao do m/z = 93, a partir do ion molecular

m/z =93

Fonte: Mazzinghy (2021)

Um elétron ¢ retirado, gerando cétion radical, o hidrogénio ¢ rearranjado (figura
21), e o radical se emparelha com o elétron do carbono vizinho, rompendo o grupo CsH7

na forma de radical.
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Acao farmacolégica do Pineno

O pineno, ¢ um dos compostos majoritarios presente em alguns OE, com atividade
antimicrobiana e destacam-se como fontes favoravel de agentes naturais antimicrobiano
(Aparicio-Zambrano et al., 2019). Estudos de Zamyad et al. (2019), indicam que o pineno,
em partes, € responsavel pela indugdo dos efeitos anticonvulsivantes e antioxidantes em
ratos. O pineno, constituinte do 6leo essencial de diversas plantas, apresentam efeito
procinético em ratos, e atividade miorrelaxante em tecidos (JUCA, 2007).
5.5 Caracterizacao dos constituintes do 6leo do fruto

No quadro 4 tem-se os dados da molécula do A-Terpineno obtido do 6leo essencial,
na figura 29 tem-se o espectro de massas, proposta de fragmentacao para a molécula do
A-Terpineno ion m/z = 93 Figura 30.

Quadro - 4 Dados do componente A-Terpineno

Nomenclatura [UPAC: 4-Methyl-1-(1-methylethyl)-1,4-

4

cyclohexadiene

Nome usual: A-Terpineno

Formula molecular: CioHis

Peso molecular aproximado: 136 g/mol

Fonte: IUPAC.

Figura 31: Espectro de Massas do componente A-Terpineno (Tr = 11:51 min)

Unknown; InLib=103

100 3
91
50-
77 136
121
79
41 51 65 1(‘)5
67
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(Text File) Scan 675 (11.510 min): Mat-oleo-casca-24-05-23.D\data.ms

Fonte: Autor, 2023
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Propostas de fragmentacoes
Segundo estudos de Alves (1998), a abundancia relativa do ion m/z 121 nao € tao
pronunciada para o A-Terpineno (27%), embora expresse conjugacdo com uma dupla

ligagdo, a estrutura quimica apresenta menor numero de estruturas de ressonancia.

Figura 32: Proposta de fragmentacao de Alves (1998), do m/z = 121, a partir do ion

molecular.
oD
A-Terpinoleno —l
. CH3
@
&
m/z =136 m/z=121 m/z=121

Fonte: Alves (1998)

Figura 33: Proposta de fragmentacao propria do autor do m/z = 93, partindo do ion
molecular

- @
s N

m/z =136 m/z =93

Um elétron ¢ retirado na insaturagdo formando um cation radical, esse radical
emparelha-se com o elétron do carbocation formando a ligacdo dupla, e rompendo o

grupo C3H7 na forma de radical, estabelecendo o pico m/z = 93.
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Acao farmacolégica do A-Terpineno

Existem poucos estudos na literatura a respeito de seus propriedades
farmacoldgica, no entanto, o gama-terpineno, junto a outras substincias, que compde
majoritariamente alguns 6leos essenciais, destacam-se em suas atividades antioxidante,
antimicrobiana, antiflamatoria e antiproliferativa (MOSSA; NAWWAR, 2010).

No quadro 5 tem-se os dados da molécula do o-Cymeno obtido no 6leo essencial,
na figura 32 tem-se o espectro de massas, proposta de fragmentagdo para a molécula do

0-Cymeno ion m/z = 119 Figura 33.

Espectro de Massas

Quadro - 5 Dados do componente 0-Cymeno

Nomenclatura [UPAC: o-Cymol; o-Isopropyltoluene; 1-Isopropyl-
2-methylbenzene; 2-Isopropyltoluene; Cymene, ortho;

Nome usual: 0o-Cymeno

Formula molecular: CioHi4

Peso molecular aproximado: 134 g/mol

Fonte: IUPAC.

Figura 34: Espectro de Massas do componente o-Cymeno (Tr = 10:10 min)

Unknown; InLib=-113
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Fonte: Autor, 2023
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Figura 35: Proposta de fragmentacao propria do autor do m/z = 119, partindo do ion

molecular
CH4
‘\q/\\ g
_—- _ -
m/z =134 m/z=119

AN A O
N ~— loy) -—
L

A proposta de fragmentagdo do pico m/z = 119, a partir do ion molecular, se da

pela ruptura da metila na forma de radical, que por sua vez, a estrutura quimica se

estabiliza por ressonancia.

6 CONSIDERACOES FINAIS

A espécie de citrus nativa estudada apresenta caracteristicas distintas na sua
composi¢ao do 6leo essencial quando comparada a outras espécies de citrus da regido do
cerrado, pois apresenta poucos componentes.

O rendimento médio das amostras do OE foi de 0,17%, rendimento semelhante
quando comparados a literatura.

A técnica de CG/MS proporcionou a identificacdo de oito componentes presente
nas folhas de Citrus sp, e seis componentes presentes na casca do fruto. A partir dos
espectros de massas obtidos propos-se fragmentagdo para o Isopulegol (Pico molecular
m/z =154, pico m/z =121, pico m/z =95, pico base m/z =41); .- Terpineno (Pico molecular
m/z = 136, pico base m/z = 93); o-Cymeno (Pico molecular m/z = 134, pico base m/z =

119).

‘CH3
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