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RESUMO

Neste trabalho utilizou-se a técnica de HS-SPME/GC/ITMS para o estudo qualitativo
dos compostos volateis (VOC) emitidos pelas folhas de trés espécies de Eucalyptus (E.): E.
citriodora, E. dunnii e E. saligna tanto em laboratério como in situ, além do estudo da relagio
entre folhas de eucalipto e ras Liforia ewingi. Para este fim, foram desenvolvidos métodos
analiticos.

Os compostos tentativamente identificados como (E E)-a-fameseno, (E)-4,8-dimetil-
1,3,7-nonatrieno (DMNT), (E, E)-4,8,12-trimetil-1,3,7,11-tridecatetraeno (TMTT), B-cariofileno,
a-cariofileno, gerrmacrenc D e (E.E E)-3,7,11,15-tetrametil-1,3,6,10, 14-hexadecapentaeno
(TMHP) foram encontrados no headspace de folhas picadas de eucalipto, sendo que os trés
primeiros também o foram nas emissbes aéreas de E saligna in situ, ndo tendo sido
encontrados nos dleos volateis das mesmas arvores, obtidos por hidrodestilagdo.

Nas amostragens in situ, foram observados dois tipos de perfis circadianos nas
emissdes volateis, inciuindo compostos como cis-, trans-Oxido de rosa, trans-fi-ocimeno,
citronelal, citronelol, entre outros. O comportamento dos compostos citados sugere que os
mesmos sejam semioguimicos.

Os resultados obtidos com HS-SPME (PDMS/DVB) mostraram que esta € uma
ferramenta analitica relativamente simples, que preserva a vida devido ao seu carater ndo
invasivo, de minima perturbagdo do sistema vivo sob amostragem e que, devido a sua
rapidez (1 min), permite o acompanhamento de alteracbes rapidas provocadas por
processos endogenos efou exogenos nos seres vivos. O monitoramento da emissdo de
volateis de folhas in situ durante 8 a 10 h por varios dias consecutivos, e a extracdo dos
volateis de ras vivas sob estresse, submetidas a diferentes condigbes de dieta @ meio

ambiente, exemplificam o potencial desta técnica, que abre novos horizontes na

investigacio de volateis de seres vivos.
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ABSTRACT

HS-SPME/GC/ITMS was employed to qualitatively investigate the volatile

organic compounds (VOC) emmitted by leaves of three species of Eucalyptus (E.): E.
citriodora, E. dunnii and E. saligna either in situ, or in the laboratory, and also the relationship
between E. dunnii and Litoria ewingi frogs. For these purposes, analytical methods were
developed.

Compounds tentatively indentified as (E E)-o-famesene, (E)-4,8-dimethyl-1,3,7-
nonatriene (DMNT), (E.E}-4,8,12-trimethyl-1,3,7,11-tridecatetraene (TMTT]), p-
caryophyllene, a-caryophyllene, germacrene-D e (E,E E)-3,7,11,15-tetramethyl-1,3,6,10,14-
hexadecapentaene (TMHP) were found in the headspace of chopped leaves. The three first
compounds were also found in the emissions of E. saligna in situ and were not detected in
the volatile cils obtained from the leaves of the same tree through hydrodistillation.

Two patterns of circadian profiles were found in the leaves volatile emissions in sifu
for some compounds, such as: cis-, trans-rose oxide e frans-B-ocimene, citronellal,
citronellol, among others. The unigue behaviour of these compounds suggests that they may
play an infochemical role in Eucalyptus.

Results obtained with HS-SPME (PDMS/DVB) showed that this is a relatively simple
analytical tool. Due to its non-invasive nature and speed (1 min), it allows sampling while
keeping the system alive and minimaly disturbed. Such characteristics provide the monitoring
of fast changes in a living system resulting from endogenous and/or exogenous processes.
The monitoring of VOC leaves in situ for 8 to 10 hours during several consecutive days, and
the extraction of frog VOC under stress in different environmental and dietary conditions
highlight the potential of SPME, opening a new horizon of investigation of in wivo VOC
emissions of living beings.
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O género Eucalyptus L'Herit da familia das Mirtaceas € um dos mais
importantes do planeta e tem sido amplamente cultivado em muitos paises.’
Pertencente a um grupo de plantas aromaticas com mais de 700 denominacbes
entre espécies, subspécies, variedades e hibridos, o eucalipto (do grego “eu” boa,
apropriada; "kalyptus” cobertura) e natural da Australia e foi introduzido no Brasil em
1904 por Edmundo Navarro de Andrade.*®

Vérios produtos sdo extraidos destas arvores: celulose e papel, dleos volateis
para diversos usos, tanino, madeira para construgdo civil, postes, dormentes,
aglomerados, moveis e embalagens. O eucalipto também €& utilizado para aumentar
a biodiversidade das areas, proteger contra a erosdo, recuperar o nivel de fertilidade
da terra e recuperar areas degradadas.

No Brasil existem aproximadamente 3 milhGes de hectares de florestas
plantadas de eucaliptos e no estado do Rio Grande do Sul 160 mil hectares.*
Embora o pais possua grandes extensdes de florestas de eucalipto (principalmente,
especies utilizadas na produgao de celulose, como E. grandis, E. saligna e E.
urophylla), poucos estudos foram feitos até o momento sobre os dleos essenciais
destas arvores.®’

Além das aplicagbes citadas, o conhecimento da composigdo dos Oleos
essencias de eucalipto e/ou das emissbes volateis dos mesmos em |aboratdrio ou in
situ também & importante para outras areas do conhecimento, entre elas:

- na avaliacdo das melhores espécies para produgdo de oleos de maior valor
agregado e/ou para melhoramento genético;®

- na Taxonomia para classificacdo das espécies;>°

- na Quimica Atmosférica devido ao impacto causado pelos voléateis emitidos
pelas florestas na atmosfera; "”

- na Ecologia Quimica para o estudo dos processos intra e inter
espécies; 12

- na Farmécia para a investigagdo de novos compostos bioativos: '

- na agricultura e silvicultura na busca de novos herbicidas naturais:'*

- na industria dos perfumes e sabores para a melhor reproducdo de

fragrancias naturais. '*'®
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Em vista do exposto, justifica-se o presente trabalho que visa o estudo dos
volateis das folhas de algumas espécies de eucalipto, com possivel interesse
comercial para o Rio Grande do Sul. As técnicas de extracdo utilizadas sao

hidrodestilag@o (HD) e micro extragdo em fase solida (SPME).

Para tanto, os seguintes objetivos foram propostos:

1. OBJETIVO GERAL

Desenvolver e/ou adaptar métodos para o isolamento, separagdo e andlise
dos oleos volateis das folhas de Eucalyptus (E.) citriodora, E. dunnii e E. saligna
cultivados pela empresa Klabin Riocell no Rio Grande do Sul, buscando propor um
possivel aproveitamento destes ¢leos ou a utilizacdo das emissdes volateis das
folnas de eucalipto ou ainda elucidar a interag@o do eucalipto com o meio ambiente

& outros seres vivos.

2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

=»Desenvolver efou adaptar métodos de extragdo de compostos volateis de
folhas de eucalipto usando técnicas de HD e SPME, comparando-as
qualitativamente;

=Investigar a potencialidade da técnica de SPME para extragdo de
compostos volateis emitidos por organismos in vivo, usando para isto folhas de

eucalipto e ras que vivem em contato com florestas de eucalipto. Para este fim,
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desenvolver e/ou adaptar um método utilizando SPME para extracdo dos compostos
volateis emitidos por folhas de eucalipto in situ e rés in vivo;

=>Verificar a possibilidade de interagdo quimico-ecologica entre os
eucaliptos e as ras utilizando o métode de SPME desenvolvido;

= |dentificar os componentes principais presentes nas amostras de dleo e
também no headspace de folhas de eucaliptos in situ e no laboratorio, usando
CG/EMTI:

= |nvestigar o possivel papel ecologico das emissdes volateis das folhas de

eucaliptos in situ e em laboratério e dos anfibios estudados in vivo & luz da literatura.
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1. OLEOS VOLATEIS DE EUCALIPTO

O termo oleo essencial originou-se do trabalho do médico suico Teophrastus
Bombastus von Hohenheim, Paracelsus, (1493 — 1541) que criou o termo “quinta
esséncia”, pois supunha gue o principio ativo de cada droga era a "quinta esséncia’,
visto que a terra, o fogo, o vento e a agua ja haviam sido considerados como os
guatro primeiros elementos. O objetivo da Farmacia seria isolar este principio ativo.™®
O termo “0Oleo essencial” @ ainda hoje amplamente utilizado, embora sua definicéo
remonte & Idade Média. Um termo mais adequado seria “dleos volateis”, visto que
tradicionalmente estes dleos sdo obtidos por processos de arraste a vapor.” Neste
texto, ambos os termos serdo empregados indiscriminadamente.

As plantas sintetizam os Odleos volateis e os armazenam em estruturas
especializadas em secregdo, tais como glandulas e dutos. A sintese pode ocorrer
em orgaos como flores, frutos, folhas, raizes, cascas e madeira. Os oOleos de
eucalipto contém majoritariamente compostos terpénicos (mono e sesquiterpenos).
As Figuras A1 ate A8 (Anexo A) mostram as formulas estruturais de alguns dos
componentes dos dleos essenciais de eucalipto.

Os eucaliptos se dividem em trés categorias de acordo com a utilizagdo de

seus oleos: 6leos medicinais, 6leos industriais e 6leos para perfumes e sabores.'®

1.1. OLEOS MEDICINAIS

Esta & a utilizacdo mais nobre dos 6leos de eucalipto e também representa
guantidades substanciais comercializadas no mercado. Embora muitas espécies
contenham eucaliptol, somente um numero limitado apresenta a combinagdo de

altos teores de eucaliptol e grandes rendimentos em ¢leo. No mercado, existe a
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pratica de misturas de oOleos e de retificacdo. Este tipo de odleo & utilizado
especiaimente para problemas do ftrato respiratério e, embora pesquisadores
marroquinos tenham verificado a eficiéncia do eucaliptol contra germes patogénicos,
faz-se necessaria uma investigagcdo mais ampla, visto que outros pesguisadores
questionam esta agdo.'™'® Diversas pesquisas tém apontado a potencialidade
destes oleos para varias outras aplicagbes: anti-septico, bactericida, aceleradores de

penetragdo cutanea,'s®

relaxamento muscular e mental, aumento da percepcio
cognitiva do individuo.?"? Alguns componentes especificos do dleo, portadores de
esqueletos moleculares como sideroxilonal, macrocarpal, euglobal, robustadial
apresentam acbes diversas, tais como, inibidores do virus de Epstein-Barr,
antimalaricos, antitumorais, etc.”® O eucaliptol também pode ser utilizado com aditivo
para combustivel para promover a mistura alcool-gasolina ou o proprio 6leo pode ser
empregado em misturas alcool — 6leo de eucalipto como combustivel renovavel.**
Algumas espécies incluidas nesta classificacdo sdo: E. camaldulensis, E.

globulus, E. radiata subsp. radiata (variante eucaliptol), E. smithii, E. polybractea.

1.2. OLEOS INDUSTRIAIS (ou do tipo felandreno)'®

Estes dleos contém principalmente a-felandreno e piperitona. Encontram
aplicagao como aromatizantes, desinfetantes, sabdes industriais liquidos, solventes,
germicidas. Algumas espécies incluidas nesta classe: E. dives, E. radiata subsp.
radiata (variante felandreno), E. tereticornis.

1.3. OLEOS PARA PERFUMES OU SABORES

O odleo essencial de E. citriodora & considerado uma das melhores fontes
naturais de citronelal e citronelol, compostos que sdo utilizados na indastria para
produgdo de perfumes de maior valor agregado.”>* Inseticidas comerciais a base
de oleo de E. cifriodora sdo amplamente comercializados, embora ndo sejam tao

eficientes como os sintéticos. Em contrapartida, cis- e trans-p-mentano-3,8-didis séo
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compostos extraidos do olec de E. cifriodora e tém ag&o comparavel aos inseticidas
sintéticos. " Folhas secas pulverizadas de E. citriodora tiveram sua agéo protetora
contra insetos na estocagem de trigo constatada pelo periodo de 5 meses.* O éleo
de E. citriodora apresenta tambéem atividade ;:m'ziﬁ.'u'tgiz:.a,z’gr sendo o citronelal um
repelente de piolhos™ e o citronelol um bactericida.”

Além do E. citriodora outras arvores pertencentes a esta classe séo. E.
macarthuri, E. olida, E. staigeriana.

2. COMPOSTOS TERPENOIDES?*

Os terpendides, também chamados terpenos ou isoprendides s&o uma
classe de produtos naturais extremamente numerosa e diversa. A designacgdo
terpeno deriva-se dos primeiros estudos do exsudado de coniferas (“terpentin® do
alem&o), iniciaimente restrita a hidrocarbonetos e posteriormente empregada para
qualquer composto isoprendide.® Aparentemente, ndo existe unanimidade quanto
as designacdes dos subgrupos de terpenos e, normalmente, utilizam-se os sufixos
—0ide ou —eno.

Os terpenos sdo construidos a partir de unidades Cs e os nomes dos
principais grupos estdo apresentados na Tabela |. Entretanto, a Tabela | ndo inclui
todos os subgrupos. Entre eles, os hemiterpendides, os meroterpendides. entre
outros. Os hemiterpendides (Cs) s8o gasosos e pouco numerosos na natureza
(isopreno, por exemplo), sendo eventualmente perdidos nos procedimentos de
preparagdo de amostras. Os meroterpendides s3c compostos de origem
biossintética mista, tais como terpenos alcaldides, quinonas terpendides, vitaminas
E, K, etc. De todos os grupos citados, consideraremos primordialmente os mono e
sesquiterpenos, os quais sd@o comuns em Oleos de folhas de eucalipto. Alguns
membros destes subgrupos apresentam atividade biolégica.
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Tabela |. Classificagdo dos terpendides em seus principais subgrupos.®

Cn subgrupo

10 monoterpendides
15 sesquiterpencides
20 diterpendides

25 sesterpencides
30 triterpendides

40 tetraterpendides

10>-10* politerpendides

Nota: C, & numero de atomos de carbono na molecula

De acordo com a regra do isoprenc, nos terpenos regulares, as unidades de
isopreno estdo ligadas umas as outras na orientagdo “cabega-cauda’. A mesma
regra postula que cada classe dos compostos terpendides conhecidos € derivada de
um composto pai unico, que subseguentemente sofre alteragbes estruturais através
de ciclizagbes e rearranjos do composto pai e seus derivados. A Figura 1 mostra um
esboco simplificado da biossintese dos compostos terpendides.

Alguns monoterpenos sdo conhecidos por serem fitotdxicos aos tecidos das
plantas, causando uma redugdo drastica no numero de mitocdndrias intactas e nos
complexos de Golgi, prejudicando a respiragdo e a fotossintese e diminuindo a
permeabilidade da membrana da celula. Devido a este potencial toxico, estes
compostos desempenham um papel importante na interagdo entre plantas
superiores. Eles podem atuar na inibicdo da germinacéo de sementes, na inibigio do
crescimento de plantas, etc. Além disso, também mediam interagdes entre plantas e
animais, aumentando a resisténcia de plantas aoc ataque de herbivoros, repelindo
predadores, etc.
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Figura 1. Esbocgo simplificado da biossintese dos compostos terpendides.

Atualmente, sabe-se que os monoterpenos apresentam varias propriedades
interessantes, tais como atividade antibacteriana, antifingica, antiinflamatadria,
carminativa, anti-helmintica, sedativa, expectorante, anticancerigena, entre outras.
Tais propriedades tém chamado a atencdo da industria farmacéutica.

O numero de sesquiterpenos de origem natural € muitissimo maior do que o
de monoterpenos, sendo 0s sesquiterpenos, o maior subgrupo dos compostos
terpencides, com mais de 100 esqueletos moleculares diferentes™ As Figuras A5 a
A8 (Anexo A) apresentam alguns hidrocarbonetos sesquiterpendides e
sesquiterpenos oxigenados presentes em o6leos essenciais € emissdes volateis de

eucaliptos. A existéncia de muitos isdmeros geométricos neste subgrupo torna a
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separacdo cromatografica e identificacdo destes compostos mais dificil. Os
sesquiterpenos podem apresentar atividade antimicrobiana, hormonal de
crescimento e toxicidade, entre outras, relativamente as plantas. Atuam também
como hormonios juvenis de insetos. Os hormonios juvenis sdo substancias que
regulam a metamorfose, a reproducdo e outras fungdes importantes nos insetos.
Esta classe de compostos também apresenta atividade farmacolégica como por
exemplo antiespasmodica, antibidtica, antimicrobiana, antibacteriana, antioxidante,
etc. Alguns sesquiterpenos apresentam notaveis propriedades organclépticas e séo
usados na industria dos perfumes.

3. COMPOSTOS VOLATEIS DE FOLHAS VERDES (GLV)

O aroma das folhas verdes (GLV, do inglés “green leaf volatiles”) contém
compostos volateis que possuem seis carbonos na sua estrutura. Dentre os aldeidos
e alcoois, dois deles sdo considerados contribuintes majoritarios: o chamado
‘aldeido da folha", 2-(E)-hexenal e o “"alcool da folha", 3-(Z)-hexenol. Estes
compostos volateis sdo biossintetizados a partir dos acidos linoleico e linolénico
através de seus respectivos hidroperoxidos, como resultado de um dano a folha
verde. Esta rota biossintética € chamada de rota da lipoxigenase. Todos os produtos
da oxidacdo destes 4acidos insaturados s&o chamados de oxilipinas,
independentemente do numero de carbonos da molécula. Quatro enzimas s&o
responsaveis por catalisar esta rota biossintética: hidrolase acil lipolitica (LAH),
lipoxigenase (LOX), hidroperoxido liase (HPL) e dlcool desidrogenase (ADH).**® Na
folha, o sistema enzimatico encontra-se ligado as lamelas dos cloroplastos. Além do
alcool e do aldeido da folha, outros compostos como 3-(E)-hexenol, 2-(E}-hexenol,
3-(Z)-hexenal e 2-(E)-hexenal sdo também encontrados em folhas recém cortadas.®
A presenca dos GLV é bastante comum e tem sido amplamente registrada na
literatura.*”*® Os GLV tem sido investigados como infoquimicos em vérias situacdes,

como por exemplo: reconhecimento da planta hospedeira por parte de um herbivoro
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da batata (Leptinotarsa decemlineata),®®

inibigo do crescimento de fungos
patogénicos por 2-(E)-hexenal *'** acdo bactericida do 2-(E)-hexenal a baixas
mnI::.E.lrttra;_:En?}b“,_‘t3 Além disso, hexanal e 2-(E)-hexenal inibem a germinacdo das
sementes de soja, enquanto 2-(E)-hexenal induz ao escurecimento de flores de
Crymptomica japonica.*

A Figura 2 apresenta um esbogo da biossintese dos compostos volateis de
folhas verdes.

As técnicas comumente utilizadas para extracdo de GLV podem ser:

7

headspace estitico ou dinamico,®** destilagdo a vacuo com posterior

concentragdo por congelamento, extragdo liquido-liquido,

extracdo com fluido
supercritico.® O emprego de SPME para monitoramento da dinamica de liberago
de compostos volateis a partir do rompimento de tecidos que ndo sdo verdes possui
alguns poucos exemplos na literatura. Um deles é o estudo dos volateis de cebolas
recém cortadas (Alium cepa L), onde a SPME mostrou-se uma técnica mais
conveniente e rapida do que as convencionais para invetigacao dos compostos que
compde o aroma desta erva bulbosa logo apds o seu corte.® Qutro artigo investiga o
uso da SPME para verificar a habilidade do tecido de pepino de produzir os
compostos que |he conferem impactoe ao sabor: (E Z)-26-nonadienal e
(E)-2-nonenal.®

No que diz respeito a liberagdo de volateis de folhas verdes, em um trabalho

recente, fibras recobertas de PDMS (polidimetilsiloxano) 100 um e PA (poliacrilato)

85 pum foram utilizadas para amostrar volateis de um tomateiro in vitro. A
detectabilidade de compostos polares na presenca de meio de cultura foi
demonstrada através do monitoramento de 3-(Z)-hexenal e de 3-(Z)-hexenol no
headspace da planta por 80 min.*' Alguns dos GLV de espécies de Brassica tiveram
seu surgimento e desaparecimento acompanhado também através do uso de
SPME.*?* Relativamente aocs GLV das folhas de eucalipto, ndo foi encontrado
nenhum estudo na literatura que utilizasse SPME como técnica de extracdo destes
volateis.

Capitulo Il — Revisdo Bibliografica 12



Tese de Doutorado — Claudia Alcaraz Zini
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Figura 2. Esbogo da biossintese do aroma das folhas verdes. LAH: hidrolase acil
lipolitica; LOX: lipoxigenase; HPL: hidroperdxido liase; ADH: alcool desidrogenase;
IF: fator de isomerizagdo. Alguns compostos foram omitidos para simplificar o
esbogo.***

4. TECNICAS DE EXTRACAO DE OLEOS VOLATEIS

4.1. DESTILAGAO

O processo € simples e, portanto, largamente utilizado iscladamente ou em
combinagdo com outros meétodos para extracdo de dleos essenciais de plantas. A
literatura relativa aos o6leos de eucalipto & prodiga em publicacdes sobre

identificacdo dos constituintes destes dleos a partir da utilizagdo da destilagdo e
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suas variantes: hidrodestilagdo com Clevenger, = destilagdo a vapor:®*° extragéo
— destilagdo simultanea, processo conhecido como método de Lickens-Nickerson.>’

Os oleos essenciais de plantas, disponiveis comercialmente, sdo geralmente
obtidos por destilagéo. As alteragdes quimicas provocadas durante o processo de
extracdo devidas & temperatura, pH ou outros fatores sfo desejaveis somente
guando o objetivo da extragdo é satisfazer um cliente j& acostumado ao dleo
proveniente deste tipo de processo. Contudo, a literatura mostra que, até mesmo
quando se objetiva fazer comparagdes inter ou intra plantas, este tipo de processo é
empregado.®* Entretanto, quando o objetivo é obter a composic&o mais préxima
aquela existente na planta in vivo, a destilagdo n&o é o metodo indicado.

Boland e colaboradores'® utilizaram destilagdo com arraste de vapor para
analisar uma grande variedade de Oleos de eucalipto. A fim de contomar as
dificuldades encontradas no processo de destilagdo, como por exemplo degradagao
térmica de compostos termoldbeis™ e reagbes induzidas pelo contato com a agua a
diferentes pHs, pesquisadores australianos idealizaram um aparelho de destilagéo a
vacuo que opera a baixas temperaturas (-75 °C).%' Desde entdo, Bignell e
colaboradores tém publicado um numero consideravel de artigos relatando a
composicdo de diferentes oOleos de eucaliptos australianos utilizando este
equipamento de destilagdo a vacuo, mesmo sendo este um processo demorado (4 h

apenas para a etapa de destilagio) %7’

4.2. TECNICAS DE EXTRAGCAO DIRETA

4.2.1. Extracdo com solvente

A extragdo com solvente abrange um grande numero de tecnicas, que vao
desde a simples imers&o do material vegetal no solvente a temperatura ambiente ate
a extragéo em Soxhlet realizada na temperatura do ponto de ebuligdo do solvente.”

Resinas oleosas (do inglés “oleoresins”) sdo exiratos obtidos ao utilizar-se

solventes organicos em matéria vegetal seca ou fresca. Extratos como estes tornam-
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se quase sdlidos a temperatura ambiente depois da remocéo do solvente. O dleo
volatil pode ser obtido a partir da destilagdo da resina oleosa. A extragdo com
solvente pode também ser realizada em combinagdo com outras técnicas, como por
exemplo, sonicagdo.™ A despeito da sua simplicidade, existe uma tendéncia a
substituicdo da extragdo com solvente por outras técnicas, devido a necessidade do
emprego de solventes de alta pureza para a anélise de tragos e também devido aos
riscos ambientais e de salude associados & manipulagdo dos solventes. A
perspectiva de legislagdo mais restritiva no tocante a residuos de solventes em
produtos farmacauticos, cosméticos e alimenticios também & um fator agravante. %
Contudo, a principal desvantagem desta técnica & a extragdo de impurezas de alto
peso molecular. Estas impurezas podem ser extraidas por técnica de pre-
fracionamento, entretanto, em alguns casos, esta etapa pode induzir & formagao de
artefatos. * Além disso, a extracdo com solventes tem o inconveniente de introduzir
0 pico do solvente na analise cromatografica, o qual pode encobrir picos de
compostos que eluem rapidamente. Caso seja necessario concentrar a amostra
antes da analise cromatografica, os compostos mais volateis podem ser parcial ou
totalmente perdidos.

4.2.2. Extragdo com fluido supercritico (SFE)

A SFE é um processo que utiliza um fluido supercritico como solvente da
extracdo. O solvente & chamado de supercritico porgue se encontra acima de sua
temperatura critica e pressio critica. Neste estado, comparativamente aos liquidos,
o0 solvente apresenta coeficiente de difusdo mais alto, viscosidade mais baixa,
pressao de vapor mais elevada e maior densidade do que os gases. As viscosidades
mais baixas e as taxas de difusdo mais altas do fluido supercritico tornam-no ideal
para extragdo de matrizes solidas como por exemplo tecidos de plantas. Dioxido de
carbono € o solvente mais utilizado, tendo em vista sua disponibilidade em alta
pureza, impacto ambiental minimo, possibilidade de uso de baixas pressdes,
temperaturas proximas as do ambiente e baixo custo, embora os equipamentos
utilizados para o processo de extracdo sejam caros.>®' Uma das dificuldades para a

reprodugdo das fragrancias naturais € a presenca de compostos termolabeis, para
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0s quais as temperaturas baixas da SFE com CO. sdo bastante convenientes,
contudo, & importante ajustar adequadamente os parametros operacionais, de modo
a néo extrair compostos indesejaveis de alto peso molecular. Nos casos em gque a
extragdo tem por objetivo extrair fragbes especificas ao invés da totalidade da

mistura oleosa, os co-solventes podem ser utilizados. =%

4.2.3. Amostragem na estrutura secretora

Este tipo de amostragem pode ser realizada quando a estrutura secretora
que contém o dleo essencial € suficientemente grande e acessivel para permitir a
remocéo do dleo diretamente da planta. Este método ja foi aplicado ao estudo do
¢leo contido nas estruturas secretoras do epicarpo de frutas citricas, nas folhas de
Tagetes patula®, nos pelos glandulares da folha de Salvia officinalis e nas glandulas
de oleo de folhas de eu-::alipt::n_2 Esta técnica envolve a perfuracdo da bolsa que
contem o 6leo com uma agulha e posterior sucgdo do mesmo ou isolamento das
glandulas individuais portadoras de Oleo e extragdo do mesmo com solvente
apropriado.®

4.3. TECNICAS DE HEADSPACE (HS)

0O headspace (HS) da planta consiste na mistura gasosa que circunda a
mesma e se localiza no espago proximo a ela. Procedimentos baseados na extragéo
do HS do material vegetal sdo amplamente utilizados por possibilitarem a coleta dos
componentes a baixas temperaturas, minimizando alteragdes na composi¢do da
mistura volatil e, especialmente, por serem ndo invasivos, isto & permitirem a

investigacdo dos volateis emitidos pela planta sem danificar demasiadamente a
mesma.
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4.3.1. Extragdo do headspace no modo estatico (SHE)

A forma mais simples de investigagdo da composi¢do quimica do headspace
de uma planta é utilizar uma fragdo da mistura gasosa que esta em contato com a
mesma, introduzindo-a no equipamento de separagdo e analise. Embutida nesta
simplicidade esta a desvantagem da auséncia de um passo de pre-concentracio, o
gue em geral impossibilita a anédlise de componentes traco da mistura.®* Em uma
variante deste método empregam-se temperaturas mais elevadas para facilitar a
liberacdo dos compostos volateis do material vegetal, permitindo-se degradagéo

térmica de compostos termolabeis. *

4.3.2. Extragdo do headspace no modo dinamico (DHE)

Neste procedimento, um fluxo de gas inerte passa pela amostra e os analitos
sdo coletados em uma regido criogénica ou em adsorventes do tipo carvao ativado,
silica gel, peneira molecular, alumina e polimeros porosos como por exemplo Tenax,
Porapak, Chromossorb, etc. A dessorgdo do meio solido pode ocorrer atraves de
extracdo com solvente, ou por dessorgdo térmica.”*> Embora o equipamento seja
mais caro e ndo seja conveniente para compostos termolabeis, o procedimento
preferencial para analise de rotina @ a dessorgdo térmica, visto ser mais simples,
mais faciimente automatizado, apresentar melhores limites de deteccdo, além de
n&o apresentar a interferéncia do pico do solvente.®

Este tipo de técnica pode ser empregado para extrair volateis de plantas

vivas em laboratério ou em campo utilizando-se um recipiente de vidro®®’

Ou sacos
plasticos® para confinar a planta ou partes da mesma.

Vercammen e colaboradores® empregaram um equipamento de dessorgzo
térmica acoplado a um GC/MS a fim de comparar a performance da DHE de tubos
de Tenax TA e tubos de PDMS (polidimetilsiloxano) moido, bem como HS-SPME
estatico para a coleta de compostos volateis de rosas e jasmins vivos, verificando
que os tubos de PDMS foram mais eficientes no isolamento dos compostos,

resultando em cromatogramas mais limpos.
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A DHE seguida de dessorgdo térmica também pode ser empregada para
volateis de partes de plantas que foram retiradas do pé e utilizadas intactas ou
mecanicamente danificadas, como por exemplo as partes aéreas das plantas
medicinais Echinacea e folhas da pimenta japonesa (Xanthoxylum piperitum) %

DHE seguida de extracdo com solvente também é& usada para este fim,
como & o caso de macerados das plantas do género Brasica e Sinapis.”’

4.3.3. Microextragao em fase sélida (SPME)

A microextragdo em fase solida (SPME) foi desenvolvida com o objetivo de
facilitar a rapida preparagio de amostras.***°

Belardi e Pawliszyn,® em 1989, publicaram o trabalho inicial que consistiu
em imergir fibras de silica fundida recobertas ou ndo com polimeros em solugdes
aquosas contendo analitos teste, as quais eram dessorvidas no bloco aguecido do
injetor de um CG logo a seguir. Desde entdo, as aplicagbes da SPME tém se
estendido a matrizes ambientais, farmacéuticas, clinicas, forénsicas, alimenticias,
perfumes e feromdnios, 9294

A SPME é baseada no fato de que os analitos presentes na amostra ou no
seu headspace s&o sorvidos na fase extratora que & um fino filme imobilizado sobre
uma fibra de silica fundida. As fibras podem ser recobertas por fases poliméricas
liquidas ou sdlidas. As fases solidas s@o na realidade, um sdlido disperso em uma
matriz polimérica liquida, contudo, a fim de simplificar o tratamento sdo chamadas
solidas, porosas ou mistas.

Na SPME ha trés formas basicas de extracao: extracdo direta, extragdo no
modo headspace e extragdo no modo indireto (ou protegida por membrana). A
Figura 3 apresenta os modos de operagdo da SPME. Na extracdo direta (Figura 3A),
o filme polimérico é inserido na amostra e os analitos s&o transportados diretamente
da amostra para a fase extratora. No modo headspace, (Figura 3B) o filme
polimérico é exposto a fase gasosa imediatamente acima da amostra. Este modo de
operacgao € ideal nos casos em gue os analitos sdo suficientemente volateis na

temperatura de extragao escolhida, visto que protege a fase extratora de interagdo
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com impurezas e permite que a amostra seja modificada (pH, forga idnica etc), sem
causar dano ao filme polimérico.

No modo indireto de extracdo (Figura 3C), a exiragcdo ocorre através de uma
membrana. O objetivo principal neste caso, & proteger o filme polimérico quando a
extragao é realizada em matrizes “sujas’.

agulha
/uhu de ago
1 I 3l |
e ey L & membrana
- | /
% A A
\- | ]
7w b %
2w b »
2% P LY
B |_amostra
A B c
direta headspace protegida por

membrana
Figura 3. Representacdo esquematica do modos de operagdo da SPME: (A)

extragdo direta; (B) extracdo no modo headspace, (C) extracdo protegida por
membrana. Nota: A representagdo ndo esta em escala.
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4.3.3.1. Principios basicos da SPME — Absorgao®™

No caso das fases poliméricas liquidas (polidimetilsiloxano — PDMS ou
poliacrilato — PA), o mecanismo fisico-quimico responsavel pela extracdo é a
particdo. A Figura 4 mostra as estruturas destes 2 materiais poliméricos utilizados
nas fibras de SPME. A fundamentacdo tedrica da SPME apoia-se em principios
termodinamicos e de ftransferéncia de massa. A fim de simplificar relagbes
matematicas, a teoria assume condigbes ideais. De uma forma geral, esta teoria
derivada de condigbes ideais resulta em excelentes resultados quando aplicada a
matrizes simples como agua potavel ou ar. Entretanto, até mesmo no caso de
matrizes complexas, o0s resultados obtidos aproximam-se dos obtidos
experimentalmente.

A gquantidade de analito extraida em condigbes de equilibrio pode ser
calculada utilizando-se principios termodinamicos e o tempo de extragcdo pode ser
estimado através de consideracdes relativas a transferéncia de massa.

A microextragdo em fase sélida & um processo de equilibrioc multifasico. Em
uma situacdo ideal consideram-se trés fases: o filme polimérico (neste caso, um
polimero liquido), a fase gasosa ou headspace e uma matriz homogénea, como por
exemplo a agua, conforme Figura 3A.

Py gk

CHy COOCH,

polidimetilsiloxano (PDMS)  poliacrilato (PA)

Figura 4. Estruturas de 2 filmes poliméricos para SPME.
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A massa total do analito extraido esta relacionada ao equilibrio do analito
entre estas trés fases. Esta massa permanece constante no sistema durante o

processo de extracao:

BN =C;fo G, Ve +-CJF equagso (1)

onde:

(', = concentracdo inicial do analito na matriz,

('} = concentragio de equilibrio do analito no filme polimérico;
(", = concentragdo de equilibrio do analito no headspace;
(', = concentracdo de equilibrio do analito na matriz;

}'. = volume do filme polimérico;

—
|

. = volume do headspace;

volume da amostra.

-
3
I

Definindo as constantes de distribuicdo do filme polimérico-headspace como

L -]

Ki.=0Cp /(”;fe do headspace-amostra como K, =(C;/C, a massa do analito

a 1

absorvida no filme polimérico, n =7V, ,pode ser expressa como:

V,C
R 7

= uacao (2
K, KV, +KV,+V, -

As expressdes relativas as constantes de distribuicdo deveriam envolver as
atividades apropriadas, contudo, as concentragdes s&o uma aproximagao razoavel,

considerando-se que os analitos encontram-se presentes em nivel de tracos na
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amostra. A diferenga de potencial quimico do analito entre as trés fases & o que
impulsiona o sistema ao equilibrio.
O potencial quimico do analitoc no headspace, no fime polimérico e na

amostra pode ser expresso como:

B

p, = p° (1) + RT1n|) 2 equagZo (3)
\p A
[

uf = u” (T +RTn p—D] equacao (4)
P
AW

g = u (N+RTn f-u— equacédo (5)
7/

onde:

u" (I =potencial quimico do analito na pressdo padrdo p° (normalmente
p, =1 atm) e na temperatura T.
4, =potencial quimico do analito no filme polimérico;

4, = potencial guimico do analito no headspace:;

4, = potencial quimico do analito na matriz aquosa;

P, =presséo de vapor do analito no filme polimérico:
P, =pressao de vapor do analito no headspace;

p. =pressao de vapor do analito na matriz liquida;

Quando as trés fases estdo em equilibrio, os potenciais quimicos do analito

nas trés fases séo iguais:

Hy=p, =p equacéo (6)

Considerando-se as equagdes de (3) a (5), pode-se escrever:
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Pr=0Py =P, equacéo (7)

De acordo com a lei de Henry:

pr =K C; equacao (8)
P = KT equagso (9)
onde:

K. =constante de Henry do analito no filme polimérico;

K , = constante de Henry do analito na matriz aquosa.

Supondo-se que a lei dos gases ideais p,}, =n, RT (onde n, € o numero de

L]

moles do analito no headspace) & valida para o analito na fase vapor no headspace,

Py =CyRT equagao (10)

pode-se facilmente relacionar as constantes de distribuicdo com as

constantes de Henry:

€ RT
. el =20 equacao (11
e quagéo (11)
g
K =—=—4 equacao (12

Para o caso de uma SPME direta em solugdo aquosa, tem-se no equilibrio:

U, =pu, 0u p. = p . Aconstante de distribuicdo do analito entre o filme polimérico e

a solucao aquosa, K, pode ser expressa como:

K,=C;[C:=K,K,, sendo p,=K.C;,p,=K,CI,p,=p, Quando o
equilibrio & atingido. Com base nas equacdes (11) e (12):
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K equacdo (13)

e considerando-se gue a umidade do headspace & desprezivel, a constante
de distribuicdo filme-headspace, K pode ser substituida pela constante de
distribuicdo filme polimérico-gas, K; e a constante de distribuicdo headspace-
amostra, K, pela constante de distribuicdo gas-amostra, K,,. Desta forma, a

equacéo (2) pode ser reescrita como segue:

K V.CV
H=— - Jfe' =07 a -
K_.-;.i_r + KtV

equacao (14)

A equacdo mostra que, nas condi¢des de equilibrio, a quantidade de analito
extraida € independente da localizagdo da fibra no sistema. Esta pode estar
localizada no headspace ou diretamente na amostra contanto que o volume do filme
polimérico, do headspace e da amostra sejam mantidos constantes. Nos casos em

gue a amostra preenche totalmente o frasco (ndo ha headspace), o termo K.l no

denominador, que esta relacionado a capacidade do headspace (C;},), pode ser

eliminado, resultando na equacao (15):

- K_raVrVaCn
. KIHV_I +V, ; equacéo (15)

De forma sucinta, a massa extraida n de um analito € proporcional a sua
concentragdo C, na amostra, sendo esta a base do uso quantitativo da SPME. A
extracdo & considerada completa quando a concentracdo dos analitos alcanga o
equilibrio de distribuigdo entre a matriz da amostra e o filme polimérico da fibra. Na
pratica, isto significa que a quantidade amostrada € constante dentro dos limites do

erro experimental, mesmo quando o tempo de extragdo € aumentado.
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Arelagao K, = K, K, na SPME de headspace pode ser generalizada para

o equilibrio de sistemas multifasicos (matrizes heterogéneas). Se existem n fases
(por exemplo, varios solidos) presentes no sistema a ser amostrado, e, por
conveniéncia, estas fases sdo numeradas de 2 até n, comecgando da fase mais

proxima ao filme polimérico e terminando naquela mais proxima & matriz, a

constante de distribuicdo entre o filme polimérico e a matriz (K, =C; /C: ,onde C;

e (" s3o as concentragbes do analito no filme polimérico e na matriz,

¥

respectivamente) pode ser expressa como:

tam-l
Ko=K,K,Ky K, K.=K,K, l_IKJ equacao (16)

=

onde K, =C;[C], K,,,=C"[C}, e K, =C;[C; s&o as constantes de

distribuicdo do filme polimérico - 12 fase, iésima fase - i+1° fase e enésima fase -
matriz.

) K.V,CY,
KV AR ARV, A KTV,

& f

n

equacao (17)
K. V.CV

fa’ f~o" a

K.V, + YKV, +V,
e |

i

onde K, =C"/( ; € a constante de distribuicdo do analito entre a fase

iésima e a matriz. A equacao (17) resulta na equacéo (15) quando nio existe fase
intermediaria durante a extracdo e transforma-se na equacdo (14) quando o
headspace nao esta presente.

A cinética do processo de extragdo determina a velocidade da extragdo. A
maior parte da teoria de transporte de massa esta baseada na segunda lei da
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difusdo de Fick, a qual, em uma dimensé&o, pode ser expressa conforme a equacao
(18):

oI L equacdo (18)

onde C & a concentragédo e D o coeficiente de difusdo do analito.
Considerando a geometria cilindrica da fibra e o sistema de amostragem no espaco

tridimensional, a equacao (18) transforma-se em:

_'[r_J] equacao (19)

Descricdo detalhada da teoria cinética relacionada a SPME encontra-se na
literatura e ndc & escopo deste trabalho.** Neste texto serdo colocadas apenas
algumas consideragdes praticas derivadas da cinetica da extragao com SPME, para
auxiliar na melhor compreenséo do processo de extracdo. A partir da teoria sabe-se
que, sob condigbes de agitacio perfeita, a velocidade do processo de absorcio dos
analitos no filme polimérico depende apenas da difusdo do analito no mesmo.
Contudo, na pratica existe sempre uma camada de fluido estacionario nas
imediacdes do filme polimérico. A medida em que o fluido se afasta da superficie do
polimero, sua agitagdo aumenta até chegar ao movimento que corresponde a
agitacdo no seio da solugdo. Esta regido do fluido ao redor da fibra pode ser
representada simplificadamente por uma regido de espessura definida onde nio
existe conveccao, engquanto o restante da solugdo encontra-se sob agitagdo. Esta
camada estatica proxima a fibra € designada de camada limitrofe de Prandtl. A sua
espessura é determinada pelas condigbes de agitagcio e pela viscosidade do fluido.
A Figura 5 mostra uma representacdo do modelo da camada limitrofe, para o caso
em que esta camada determina o tempo de extracdo. O tempo necessario para
atingir o equilibrio no processo de extragdo e infinitamente longo. Contudo, na
pratica, considera-se que o tempo de equilibrio & alcangado quando 95% da
quantidade de analito foi extraida da amostra. Este tempo de equilibrio pode ser
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estimado através de relagbes matematicas e & determinado experimentaimente. A
fim de obter-se dados reprodutiveis, o ideal &€ que a extragdo seja realizada no
equilibrio, ou depois dele, entretanto, caso seja necessario interromper a extragao
antes do equilibrio, & imprescindivel reproduzir cuidadosamente as condicoes
experimentais.

Uma abordagem mais detalhada dos principios tedricos tanto
termodinamicos quanto cinéticos da SPME esta descrita na literatura, assim como o
efeito de parametros como temperatura, pH, adicdo de sal, entre outros sobre a
eficiéncia do processo de E.t;nttra-;.:?a::n.g'ft

A HS-SPME pode ser utilizada tanto para andlise de partes da planta
retiradas do pé,*% como in situ.® Algumas vantagens da SPME s3o: rapidez,
simplicidade, sensibilidade, compatibilidade com outros sistemas analiticos e para
automacéo, facilidade de amostragem em campo ou em areas remotas e auséncia

do pico do solvente na analise cromatografica.

interior da fibra

/ /mm polimrico

camada limitrofe

Concentragdo

Distancia

Figura 5. Configuracdo do modelo da camada limitrofe, apresentando as diferentes
regides consideradas no filme polimérico e na solugdo e a suposta concentragdo do
analito ao longo das mesmas.
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O numero de trabalhos publicados usando polimeros liquidos para
HS-SPME em plantas tem crescido nestes Uitimos anos. A maior parte destes
trabalhos concentra-se no estudo de plantas secas, embora alguns poucos tenham
investigado plantas frescas, no laboratério ou in situ. Algumas aplicagbes da SPME
método como técnica de “screening” utilizando partes de plantas retiradas do pé ou
plantas confinadas para extracdo de volateis s&o citados a seguir: nove espécies de
plantas herbéceas e subarbustivas secas;™ flores frescas de Momordica charantia e
Luffa acutangula;'® rizoma seco de Rhodiola rosea L.;'®" folhas, flores e botdes de
mil-em-rama seco (Achillea millefolium):'® investigagdo de diferencas entre flores e
folhas secas de varias posicdes de pés de horteld®™ verificacio da razéo
humuleno/cariofilenc do Idpulo seco da cerveja;'® verificagdo de diferentes
variedades de lupulo seco;'® investigacdo da origem botancia da canela:'® flores
frescas, murchas e congeladas de Michelia alba;'™ investigagdo de
monoterpendides de espinhos de coniferas;'® flores secas de alecrim e folhas secas
de lavanda:'® folhas secas de alecrim, sdlvia e tomilho;'® folhas frescas de E.
citriodora, E. nicholii, E. globulus:®" folhas frescas maceradas de véarias espécies de
Brassica;>* investigagdo de alguns terpendides de folhas juvenis frescas de E.
brachyphylla, E. crucis, E. gunnii, E. kruseana, E. macrocarpa, E. orbifolia;'"

' ramos de

tomateiro (Lycopersicon esculentum) confinado em recipiente de vidro;®
macieira recém cortados;''! pedacos de madeira de abeto-do-norte (Picea abies)
infestados pela larva /. typographus;''? folhas de abeto de Fraser recém cortadas.'™
Varios estudos relacionados a frutos, rizomas, raizes ou sementes comestiveis ndo
estdo incluidos neste trabalho, visto que o numero de aplicagdes na area de
alimentos & grande.

A literatura ndo apresenta nenhum estudo dos volateis de folhas picadas de
E. dunnii e E.saligna utilizando HS-SPME e o estudo existente sobre volateis de E.

citriodora, refere-se apenas a 5 folhas de uma arvore australiana.®”

4.3.3.2. Principios basicos da SPME - Adsorgao

Nas fibras recobertas com polimeros liquidos (PDMS, PA) os analitos sdo

dissolvidos no filme polimérico, difundindo-se nele durante o processo de extracdo
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(absorgéo). Quando a fibra & recoberta por um polimero solido disperso em uma
matriz polimérica liquida (fibora mista), como por exemplo Carboxen/PDMS, o
processo envolve adsorcdo, isto € os analitos permanecem na superficie do
polimero. As fibras mistas apresentam sensibilidade muito maior do que a fibra

114118 o om curtos

PDMS para a extracdo de compostos organicos volateis (VOC)
tempos de extragdo em condiges de nao equilibrio, extraem guantidades maiores
de VOC do que a fibra PDMS. Entretanto, competicdo entre os analitos pela
superficie solida porosa e efeitos de deslocamento tornam a quantificagdo dos
analitos uma tarefa mais complexa.

A SPME baseada no principio da particdo € amplamente utilizada para
quantificacdo de analitos em matrizes gasosas e liquidas, contudo, para matrizes
sélidas, como por exemplo, plantas, a quantificagdo & ainda problematica %'

O modelo proposto para o processo de adsor¢gdo de analitos nas fibras
mistas considera a fibra um sumidouro perfeito, onde a adsorgcdo ocorre
imediatamente com a chegada das moléculas do analito na superficie. A Figura 6
ilustra o processo. Pressupbe-se que, quando a extraco inicia, a concentragdo do
analito & zero e que, durante o processo, a superficie do polimero encontra-se longe
da saturacdo, devido ao curto periodo de extragdo e também as baixas
concentracdes do analito na amostra. A concentragdo do analito na amostra (Cg) €
considerada constante, visto que o tempo de extracdo € curto e existe suprimento
constante do analito por convecgao. Quando o polimero é exposto & amostra gasosa
em movimento, uma interface (camada limitrofe) de espessura & & gerada entre o
polimero e a massa de ar. Os analitos sdo transportados da massa de ar até a
superficie idealizada do polimero atraves desta camada limitrofe. A difusdo do
analito através desta interface &, geralmente, o passo limitante da velocidade de
todo o processo de adsorgdo. A expressdo para o calculo da massa de analito

extraida & dada na equacéo (20):

ZJT-DQ -L
fi= T C,-t equacao (20)
ln[ ——]
b
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onde:

n: massa de analito extraido durante o tempo da amostragem
Dg: coeficiente de difusdo molecular do gas

L: comprimento do polimero que recobre a fibra

Cg: concentragdo do analito na amostra gasosa

t: tempo da amostragem

b: raio externo do polimero gue recobre a fibra

&. espessura da camada limitrofe

o de silica

(o]

s ar em
v imento

fflcie do
"url‘Lf..qu

2 limitrofe

ey

Figura 6. Esquema representativo de um corte de filme poroso.
Nota: a. didmetro intemo do filme polimérico, b diametro externo do filme

polimérico; 5. espessura da camada limitrofe; Dg. coeficiente d= difusdo molecular do gas.
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A fundamentacdo tecrica proposta para este proc=ss0 esta descrita de forma
mais abrangente no artigo de Koziel e colaboradores ' Trabalhos posteriores
apresentam a aplicac@o deste modelo a amostras gasosas e liquidas."'%'®

Poucas aplicagbes das fibras solidas a extracdo <= voléteis de plantas ou de
partes de plantas s&0 encontradas na literatura, como por exemplo aroma de

2! & arom= da fruta fresca e seca de

sementes frescas da plantz alho (Hua gabonii)
Tetrapleura tetraptera.'® Outras aplicacbes podem ser ¢'2das na area dos aromas:
acidos organicos do aroma de tabaco,'® odores cesagradaveis do odleo de
horteld,'** estudo de possival mau odor em leite," volateis de morango'® e de
pasta de mostarda.'” As demais aplicagbes encontr=m-se em variadas areas:
compostos fendlicos, '™ ftalatos'™ e aldeidos'™ em agua nfoquimicos de insetos'™"
"= e determinagdo de aldeidos para avaliagio de atividade antioxidante, '™ entre
outras.

De uma forma geral estes trabalhos realizam a =«tracdo com fibras mistas
no tempo de equilibrio ou préximo a este,'® ao invés de optar por tempos de
extrag&o mais curtos, como foi feito no estudo de dleo de horteld, '

Uma das principais vantagens da HS-SPME nc que tange a extracdo de
volateis de organismos vivos reside no fato de ela ser uma técnica nédo invasiva e
tambem nos pequenos tempos de extragdo requeridos permitindo a avaliacdo de
seres vivos em varias etapas de suas vidas e/ou em distintas condicdes
experimentais, sem a necessidade de danifica-los para = realizac8o da extracdo. O
perfil de emissdo de VOC de organismos vivos freqUerniemente é dependente do
tempo e vinculado ao estado fisioldgico da planta. Alguns destes compostos podem
ser emitidos durante intervzlos de tempo bastante curics.'™ A maior parte dos
metodos tradicionais requer longos tempos de coleta des'=s compostos, dificultando
a sua aplicagdo ao monitoramento da emisséo de VOC de plantas vivas.'>"'® As
fibras mistas, apresentam melhor performance do que =: liquidas relativamente a
compostos voldteis de uma forma geral,"™ "™ proporcionando o uso de tempos de
extracao extremamente curios. Tais caracteristicas tornam o uso destas fibras para
extracdo de volateis de plantas uma proposta interessants

Poucos artigos s&c encontrados na literatura, nos quais a8 SPME é aplicada
a plantas recém cortadas e/ou in vitro ou a plantas in sifu Dentre os trabalhos que
tratam de volateis de plantas in sifu, temos: um estudc Zos voléteis de ramos do

abeto Fraser (Abies fraser) '"*de rosas e de jasmim® = de flores de Boronia.'®
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Nestes artigos, foram utilizadas fibras recobertas com polimeros liquidos.
majoritariamente PDMS. A excegdo de um exemplo cnde a fibora PDMS/DVB é

' ndo ha

utilizada para amostragem de volateis de cipreste,'® = deste trabalho,'?
registro na literatura da aplicacdo de fibras sdlidas porosas a volateis de plantas in
situ.

Este gap de conhecimento abre oportunidaces para a investigagdo da
potencialidade das fibras mistas, especialmente porgus a HS-SPME apresenta
caracteristicas gque se coadunam com a amostragem de organismos vivos,

De acordo com 2 literatura, os volateis emitdos por partes que foram
cortadas da planta ou por plantas danificadas podem ser bastante diferentes

daqueles emitidos por uma planta intacta '%'® As

enzimas liberadas pela
maceragao de um tecido podem mudar rapidamente o perfil de compostos volateis
emitidos pela planta. Alem disso, o comportamento cas amostras biolégicas &
dinamico, e no caso de plantas vivas pode ser alterado por fatores como condigdes
de luminosidade, poluentes atmosféericos, temperatura ambiental e quantidade de
agua disponivel, '01<144

Na Ecologia Quimica, os compostos volateis =20 de grande importancia
devido aos multiplos papéis que desempenham nos proc=ss0s produtivos, na defesa
contra predadores e na comunicagdo intra-espécies.’® Durante a Ultima década, o
interesse em compostos infogquimicos tem crescido consideravelmente. Os sinais
emitidos por organismos vivos utilizando compostos guimicos sdo indispensaveis
para a sobrevivéncia de muitos organismos, visto que s3c utilizados para transmitir
informagdes tais como sexo condicbes de reproducdo status social, parentesco,
identidade, alarme, defesa. marcacéo de territorio e trilha '

5. INFOQUIMICOS DE EUCALIPTOS

Infoquimico € um composto que, no contexto naturz! de relagdo entre dois
individuos, leva informagdc que evoca no receptor uma resposta comportamental ou
fisiologica. S&o também chamados de semioquimicos(do grego “onuetov', sinal ou

16147

marca). Os infoquimicos sdo classificados em feromérios e aleloguimicos
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O feromonic é um infoquimico que media uma interagdo entre dois
organismos de uma mesma espécie, sendo que o ben=ficio desta interagéo pode
estar relacionado aoc organismo emissor [(+-feromdnio], ao receptor
[(-,+)feromonio], ou a ambos [(+,+)ferombnio].

O aleloguimico & um infogquimico que media uma interagdo entre dois
organismos de especies diferentes.

Aloménio: Aleloguimico gue é pertinente = biologia de um organismo
(organismo 1) e que, quando em contato com um ndividuo de outra espécie
(organismo 2), evoca no receptor uma resposta comporiamental ou fisiologica que
ajusta-se favoravelmente ao organismo 1, mas ndo ao organismo 2.

Cairomonio: Aleloguimico gue e pertinente = biologia de um organismo
(organismo 1) e gue, quando em contato com um ndividuo de outra espécie
(organismo 2), evoca no receptor uma resposta comporizmental ou fisiologica que
gjusta-se favoravelmente 2o organismo 2, mas nao ao organismo 1.
Sinomoénio: Aleloguimico gue e pertinente a biclogia de um organismo (organismo 1)
e que, quando em contatc com um individuo de outra escecie (organismo 2), evoca
no receptor uma resposta comportamental ou fisiolégica que ajusta-se
favoravelmente aos organismos 1 e 2.'°

Estudos referentes = infoquimicos de eucaliptos s30 esparsos na literatura e
sao citados a seguir. Alguns eucaliptos sdo bem conhecidos por fendmenos
alelopaticos (infoguimicos). como o da auséncia de grama nas proximidades da
arvore. Este fendmeno foi estudado por Nishimura e Mizutani, os guais verificaram
uma relacao entre 3,8-p-mentano-didis extraidos do solo, =s folhas de E. citriodora e
sua idade ontogénica.'? Muitos infoquimicos podem ser resultantes de processos de
estresse biologico, quimico ou fisico. O di-hidroflavonol identificadoc como
T7-metoxiaromadendrina foi encontrado na resina de E. cifrodora, E. tereticornis e E.
globulus e foi reportado como um composto de defesa ce arvores enfermas destas
espécies.'®

QO caruncho do eucsalipto, Phorocantha semipunctz'a, constitui-se numa das
principais pestes na Africa, Europa e América.'"'® Analise do headspace de tiras de
casca de arvores de E. globulus sadias e de outras infectzdas mostraram diferencas
na composigdo da mistura volatil composta por terpencs indicando uma relagdo
entre a fisiologia da planta e 2 composicéo do headspace.
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Lixiviados aguosos de folhas de E. globulus apresentaram efeito inibitorio no
crescimento de 2 ervas daninhas e a possibilidade de utilizar esta atividade bioldgica
como controle efetivo pars estas ervas daninhas foi levantada pelos autores.'® De
acordo com Sarker e colaboradores, compostos present=s nos extratos de folhas e
frutos de E. saligna podem influenciar a palatabilidade das folhas deste eucalipto
relativamente a herbivoros ' Recentemente, semioqui™icos volateis possivelmente
envolvidos na selegdo de arvores hospedeiras e nz= rejeigdo de arvores nao
hospedeiras foram identificados em E. globulus, E. tereticornis e E. camaldulensis.™
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6. Litoria ewingi

De acordo com o item anterior, estudos sobre infoguimicos de eucalipto sé@o
restritos a herbivoros. A literatura ndo aborda a relagdo do eucalipto com outros
animais da cadeia alimentar. A “brown tree frog®, Liforia ewingi, € uma das rés mais
comuns no sul da Australia e devido & abundancia de florestas de eucalipto naquele
pais, estes anfibios vivem em locais onde o contato com as arvores de eucalipto &
frequente. Habitam perto de corpos d’agua e escondem-se debaixo das folhas de
eucalipto, no chdo ou nos seus ramos. Quando perturbadas, as rds normalmente
fogem, contudo, se ndo for possivel a fuga, elas apresentam um comportamento de
defesa que inclui a emissdo de um odor “verde”.'> Este odor pode variar de acordo
com o local ou mesmo em diferentes periodos de amostragem.

Apesar do interesse gue existe por parte da Ecologia Quimica em
compreender o efeito das secre¢des volateis no comportamento destes anfibios e
também suas interagbes com o meio ambiente, existem poucos estudos sobre os
possiveis componentes responsaveis pelo odor destas secregbes. A principal razao
para isto é a dificuldade encontrada na amostragem destes compostos volateis. '

Historicamente, os semioquimicos tém sido amostrados usando-se os
métodos convencionais de destilagio e extragdo com solvente."®"'*® Como ja foi
visto anteriormente, ambos s&c metodos destrutivos, aoc mesmo tempo em que
examinam a secregio presente por ocasido da morte do individuo, ndo permitindo a
investigacéo das mudangas na assinatura quimica do mesmo ao longo do tempo.’’
Além disso, as razdes entre os compostos volateis obtidos por esses métodos
geralmente ndo correspondem & razdo dos volateis emitidos enguanto o organismo
esta vivo."®

O uso de extragdo do headspace no modo dindmico € mais conveniente na
amostragem de compostos emitidos por organismos vivos.'®'™® Materiais
adsorventes, aprisionamento criogénico e amostragem com ampolas (“*canisters”’)

1381 oy dessorgdo com solvente'™ sdo as técnicas

seguida de dessorcio térmica
mais empregadas para extracdo de volateis. Algumas das limitagbes destes
procedimentos j& foram vistas em outros itens, entre elas producéo de artefatos'® e

retencdo de agua.'®™ Além disso, sdo procedimentos que demandam tempo e
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trabalho intensivo, ndo sendo adequados para amostragem freqﬂente.153 Os
mesmos comentarios tecidos anteriormente para a extragdo com solvente aplicam-
se aqui, enguanto que o usc de dessorgdo termica demanda investimento em
equipamentos.

A técnica de SPME é& uma alternativa conveniente relativamente aos
métodos convencionais e tem sido aplicada recentemente a feromonios de
insetos,'™'%" quando se mostrou comparavel & extracdo com solvente. A maior
parte destes estudos utiiza SPME “de contato”, onde a fibra & friccionada na
glandula ou cuticula exposta, '®'%

No caso das ras, esta abordagem néo & possivel, pois haveria a liberagao de
proteinas, lipideos e secre¢do mucogénica das glandulas integumentarias. Com
base na literatura investigada, concluiu-se que n&o ha estudos publicados de
HS-SPME aplicada as emissbes volateis de L. ewingi, nem sobre a relagio entre £

dunnii e L. ewingi, & excecdo deste trabalho.™*
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7. PROPOSTA PARA O ESTUDO DOS COMPOSTOS VOLATEIS DE
FOLHAS DE TRES ESPECIES DE EUCALIPTO UTILIZANDO-SE HS-
SPME

7.1. ANALISE QUALITATIVA PRELIMINAR DO OLEO ESSENCIAL DE 3
ESPECIES DE EUCALIPTO

Varias amostras de folhas de E. dunnii, E. citriodora e E. saligna foram
submetidas a hidrodestilagdo, de forma a obter-se os oleos essenciais de cada uma
das espécies citadas para identificagdo dos compostos presentes nos mesmos
através do uso de CG/ITMS. Nesta etapa, foram otimizadas as condicbes
cromatograficas para analise destes oleos e foram investigados os rendimentos das

hidrodestilagBes para cada espécie.

7.2. DESENVOLVIMENTO DE UM METODO DE EXTRAGAO E ANALISE DE
VOLATEIS DE FOLHAS PICADAS DE EUCALIPTO UTILIZANDO-SE HS-SPME

Para o desenvolvimento de um método de extragdo e analise do headspace
de folhas de eucalipto picadas utilizando-se SPME, os seguintes parametros foram
avaliados: temperatura, diferentes filmes poliméricos, perfil do tempo de extracio,
tipo de detector a ser empregado, uso de agitagdo, uso de amostrador automatico,
entre outros.
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7.3. COMPARACAO QUALITATIVA ENTRE OS COMPOSTOS VOLATEIS
ENCONTRADOS NO HEADSPACE DAS FOLHAS DE EUCALIPTO PICADAS E
NOS OLEOS HIDRODESTILADOS

Através de ambas as técnicas de extracdo empregadas com folhas de
eucalipto (extracdo dos Oleos essenciais atraves de hidrodestilagdo e extragdo dos
volateis do headspace das folhas picadas) foram obtidos compostos volateis
provenientes majoritariamente dos oleos contidos nos tricomas das folhas. Devido
as diferengas inerentes a ambas as técnicas de extracdo, a comparagdo entre os
resultados obtidos foi realizada com o intuito de verificar-se a presenca de
compostos que foram detectados apenas através de uma dos métodos. Objetivou-se
com isto, melhor visualizar o potencial da técnica de HS-SPME/GC/ITMS para a
detecgdo e identificagdo de compostos que porventura ndo sejam extraidos por
técnicas convencionais e gue desempenhem um provavel papel biolégico na folha

viva.

7.4. DESENVOLVIMENTO DE UM METODO DE EXTRACAO E ANALISE DE
VOLATEIS DE FOLHAS DE EUCALIPTO in situ UTILIZANDO-SE HS-SPME

Foi desenvolvido um método analitico para extracdo e analise qualitativa de
volateis emitidos por folhas de eucalipto in situ, utilizando-se HS-SPME e uma
camara de vidro especialmente construida para este fim. Este método foi testado em
dois ambientes: na estufa de plantas e no laboratério, com o objetivo de verificar-se
a possivel influéncia da presenca da luz natural, entre outros fatores, nas emissdes
das folnas de eucalipto e, também, de verificar a presenca de compostos gue

desempenhem um provavel papel biolégico na planta viva.
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7.5. DESENVOLVIMENTO DE UM METODO DE EXTRAGCAO DE VOLATEIS
EMITIDOS POR RAS Litoria ewingi, in vivo.

Foi desenvolvido um método analitico para extracdo e analise qualitativa de
volateis emitidos por rés Liforia ewingi, in wvivo, utilizando-se diferentes filmes
poliméricos no modo HS-SPME. Através do método desenvolvido, foi investigada
uma possivel relacdo ecologica entre as folhas de E. dunnii e as ras L. ewingi,
mediante a captagdo de compostos volateis de eucalipto, por parte das ris, através
da dieta ou do contato dérmico com as folhas.
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1. ESCOLHA DAS ESPECIES DE EUCALIPTO

Trés espécies de eucalipto foram selecionadas para este estudo. E. dunnii foi
escolhido por ser uma espécie utilizada no processo de melhoramento genético e
também porque o seu odlec essencial & rico tanto em monoterpenos como em
sesquiterpenos, representando, portanto, tanto as espécies ricas em
monoterpendides como aquelas que contém majoritariamente sesquiterpenos.
Devido a estas caracteristicas, foi utilizado em diversos experimentos genéricos,
pois a composigcdo do seu oOleo propicia a observacdo de ambas as classes de
compostos durante o processo de extragao. Um exemplo disto s&o os experimentos
realizados no desenvolvimento do método de extrac@o de volateis de folhas picadas.
Além disso, no Brasil, esta € uma espécie em expansdo em termos de plantio. E.
citriodora fol escolhido devido ao seu alto teor em Oleo essencial e E. saligna por ser
uma especie muito cultivada e também utilizada para fabricagdo de celulose no

estado do Rio Grande do Sul.

2. AMOSTRAS

2.1. HIDRODESTILAGAO (HD)

Para os experimentos preliminares realizados no Instituto de Quimica da
UFRGS, foram utilizadas folhas frescas dos eucaliptos de varias idades localizados
nos hortos florestais da empresa Klabin Riocell S. A. Folhas adultas foram coletadas
de forma aleatéria por toda a extensdo da copa da(s) arvore(s). Para os

experimentos realizados na Universidade de Waterloo, 10 mudas de arvores de E.

Capitulo Il — Experimental 41



Tese de Doutorado — Claudia Alcaraz Zini

citriodora, 10 de E. saligna e 5 de E. dunni, foram ftransportadas para a
Universidade de Waterloo e colocadas na estufa do Departamento de Biologia em
vasos adequados. As HD foram realizadas com folhas coletadas aleatoriamente de

arvore(s) cuja idade variou entre 7 a 22 meses.

2.2. HS-SPME DE VOLATEIS EMITIDOS POR FOLHAS PICADAS DE
EUCALIPTOS

As folhas utilizadas nas HS-SPME foram coletadas sempre da mesma
arvore das especies E. citriodora, E. dunnii (duas arvores, neste caso) e E. saligna,
da idade de 21 a 22 meses (de julho a agosto de 2000). Imediatamente apds a
coleta, as folhas eram picadas de acordo com o item 4 deste Capitulo. Neste mesmo
periodo, folhas das mesmas arvores foram utilizadas para obtencgio de ¢leos por HD
para comparagao qualitativa dos resultados obtidos através das duas tecnicas. As
folhas utilizadas s&o juvenis, isto &, séo folhas comumente encontradas em arvores
com menos de trés anos de idade, dependendo isto de fatores endégenos e
ambientais. Estas folhas podem estar totalmente expandidas ou parcialmente
expandidas, isto €, podem ter crescido até o tamanho normal de uma folha adulta ou
podem apresentar-se menores do que isto.'® A Tabela || apresenta as
caracteristicas e o numero de folhas gque foi utilizado para HS-SPME e respectivas
hidrodestilagGes.

2.3. HS-SPME DE VOLATEIS EMITIDOS POR FOLHAS DE EUCALIPTOS in situ

Nos experimentos preliminares foram utilizadas folhas de uma arvore de E.
dunnii e duas arvores de E. citriodora. Para os experimentos realizados com camara
de vidro silanizado, galhos de E. citriodora, E. dunnii € E. saligna de 19 a 20 meses
de idade (2* quinzena de maic a junho de 2000) foram amostrados conforme Tabela

Il e item 5 deste Capitulo. Quando mais de um galho foi amostrado em uma arvore,
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foram escolhidos galhos vizinhos em condigdo semelhante de desenvolvimento. Os
galhos amostrados pesavam aproximadamente 1 g cada um. As amostragens foram
feitas no laboratério e na estufa de plantas. Um medidor de luz modelo LI-189
numero de série LM 1252, LI-COR, USA foi utilizado para as medidas de intensidade

de luz.
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Tabela Il: Caracterizagdo das folhas juvenis de eucaliptos utilizadas para HS-SPME de folhas picadas e hidrodestilagéo.

folhas de E. cifriodora  descriglo das folhas  folhas de E. dunnii A descrig@o das folhas  folhas de E. dunnil B descrigao das folhas  foihas E. saligna  descrigho das
folhas
HD HD1 todos os tipos todos os tipos todos os tipos
HD2 todos os tipos
SPME ABCD 4 tolalmente V. W 2 parcialmente AHAL AL, AK, AL 5 totalmente AT, AL AV 3 totalmente
expandidas e de expandidas expandidas e de expandidas e de
tamanho tamanha tamanho
semelhante samelhante sgamalhante
E 1 totalmente ¥ 1 totalmente AM e AN 2 parcialmenta AW, AX 2 parcialmente
expandida expandida expandidas com expandidas com
manchas manchas marrons
avermelhadas
F 1 parcialmente Xz 2 totalmente AD, AP AGLAR, AS 5 totalmente AY, AZ, 5 tolalmente
expandida com 2 expandidas e de expandidas e de BABE BC expandidas e de
manchas marrons tarmanho tamanho tamanho
semelhante samelhante semelhante
GH 2 parclalmente AAAB, AC, AD, AE, Stotalmente BD.BE.BFBGE 5folhas
expandidas com 4 expandidas e de H totalmente
manchas mamons tamanho expandidas e de
semelhante tamanho
semealhante
| LM 5 totalmente AF, AG 2 totalmente
expandidas expandidas
vizinhas
N 1 totalmente
expandida verde
claro
O, P 2 parclaimente
expandidas com
manchas
QR S8TU 5 totalmenta
expandidas e de
tamanho
semelhante
TOTAL 21 16 otalmente 0 & 12 10totalmente e 12: 10 totalmente & 15:13
de parcialmente 2 parcialmente 2 parcialmente totalmente & 2
falhas expandidas com expandidas expandidas parcialmenta
manchas expandidas
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Tabela lll. Condi¢cbes experimentais utilizadas durante as amostragens de VOC de folhas juvenis de eucaliptos in situ.

espécies E. citriodora E. saligna E. dunnii A E. dunnii B
danificada  néo danificada  néo nao danificada danificada
danificada danificada danificada
ESTUFA
n® de dias de 2 1 3
amostragem 3 - 3 -
AT (°C) 24-36 - 22-35 - 20-32 19-29 22-35
n” de folhas
amostradas 3 totalmente @ 3 7 totalmente expandidas 6 totalmente expandidas 4 totalmente
parcialmente expandidas expandidas
LABORATORIO
n” de dias de - -
amostragem 3 3 3 3 -
AT (°C) 25-26 25 24-26 24-27 - - -
n” de folhas
amostradas 5 totalmente e 5 7 totalmente expandidas - -

parcialmente expandidas
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2.4. HS-SPME DOS COMPOSTOS VOLATEIS EMITIDOS POR RAS Litoria ewingi
in situ

Doze ras coletadas ao longo do ric Murray em Mannum ao sul da Australia
foram transportadas via aérea, apdés um més de guarentena, para o Departamento
de Quimica da Universidade de Waterloo em Ontario, Canada. Estes animais foram
alojados em aquarios de plastico (400 x 210 x 260 mm) forrados com papel toalha
umedecido com agua destilada/deionizada. No laboratorio, o fotoperiodo foi de 16:8
claro:escuro. A temperatura do laboratério foi mantida em 23 °C. As r&s foram
alimentadas com grilos fornecidos pelo Departamento de Zoologia da Universidade
de Guelph em Ontario.

3. HIDRODESTILACAO COM CLEVENGER

A hidrodestilacéo foi realizada utilizando-se um Clevenger modificado como
mostra a Figura 7."®"'™ Aproximadamente 300 g de folhas frescas e 1 L de agua
destilada/deionizada foram introduzidos no bal&o de vidro em cada extracdo. Uma
balanca eletronica modelo FX-6000 foi usada para pesar as folhas de eucalipto.

O tempo total de extracdo foi de 5 horas a partir do inicio da ebulicdo. O
sistema de refrigeracdo dos vapores foi mantido entre — 4 °C e 4 °C utilizando-se
uma mistura de 15% etileno glicol e agua para minimizar a perda de compostos
volateis.'” Um funil foi confeccionado para auxiliar a rapida entrada das folhas no
baldo de destilacdo. Ele constituiu-se em um erlenmeyer invertido onde foi adaptada
uma entrada de vidro esmerilhado para encaixe no balo de vidro (boca 45/50). Uma
reducdo de 45/50 para 24/40 foi adaptada ao conjunto para montagem do
Clevenger. O olec obtido foi seco com NaxSQ4anidro.
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As densidades dos oOleos de E. dunnii e E. citriodora foram estimadas
através de uma unica medida, no intervalo de temperatura de 23 °C a 25 °C,
utilizando-se um picndometro de 1 mL. O valor de densidade obtido para E. dunnii foi
o mesmo utilizado para E. saligna. A umidade das folhas foi estimada através de
secagem na estufa a 70 °C (+ 5 °C) até peso constante.' O pH da agua contendo
folhas de eucalipto ficou entre 4 e 5 ao final das hidrodestilagbes e foi medido com
papel indicador. A estufa utilizada para secagem das folhas foi “Stabil-Therm Gravity
oven” (Blue M. Eletric Company, Blue Island, llinois, EUA).

+——Condensador
+—— Clevenger
+—Baldo
Manta de _, | E.‘—Temnstatn
Aquecimento

Figura 7. Representacdo esquematica do Clevenger modificado utilizado para as
hidrodestilagtes de folhas de eucalipto.
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4. MICROEXTRACAO EM FASE SOLIDA APLICADA A EXTRACAO
DE VOLATEIS DE FOLHAS DE EUCALIPTO PICADAS

Nos experimentos preliminares de escolha do filme polimérico e adigdo de
solugdo tampéo foram utilizadas 0,05 g de folhas picadas de E. dunnii A, frascos
ambar de 4 mL, tempo de extracéo de 1 min e uma temperatura de 24 °C. Os filmes
poliméricos testados foram: PDMS 100 um, 30 um, 7 um, PA, PDMS/DVB. O filme
PDMS 7 um foi escolhido para a realizacdo de todo o estudo relacionado ao
headspace das folhas picadas. Para verificacdo de possiveis diferencas qualitativas
causadas pela adicdo de 1 mL da solugdo tampdo de fosfato 0,025 M
(Na;HPO4/KH:PQ,) as folhas, foram usadas PDMS 30 um, 31 °C, sendo as demais
condicdes experimentais idénticas as descritas acima.

Os 5 experimentos realizados para investigacdo do comportamento dos GLV
foram também feitos nas condigbes descritas acima, havendo uma variagdo de
temperatura entre os experimentos de 23 °C a 25 °C. O headspace foi amostrado
em diferentes intervalos de tempo durante 24 h apos a coleta das folhas.

0O emprego de agitacdo foi testado tanto com frascos de 4 mL como de
10 mL. Vérias velocidades foram testadas, desde 300 rpm até 1000 rpm.

Foram testadas varias guantidades de folhas picadas desde 0,05 g ate
2,00 g em frascos de 10 mL e de 20 mL.

O procedimento de preparo da amostra foi o seguinte: apds a coleta, as
folhas foram imediatamente cortadas em pedagos de aproximadamente 5 mm?,
utilizando-se uma tesoura de aco inoxidavel, e 0,05 g de folhas picadas foram
colocadas dentro de frascos de 10 mL. A balanca analitica empregada foi uma
Sartorius modelo E2000D -V40. Dois mililitros de solugdo tamp&o de fosfato
0,025 M com pH 7,0 (Na:HPO4/KH-PO,) foram adicionados a cada amostra e a
seguir o frascos foram fechados com septo e tampa metalica sob press&o. O tempo
necessario para todo este procedimento variou entre 20 e 30 min. Apés
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aproximadamente 24 h a 30 °C, a extragdo dos compostos volateis presentes no
headspace destas folhas foi feita por 30 min, utilizando-se PDMS 7 um. Durante o
preparo da amostra e extrac@o, os frascos foram mantidos fora do alcance da luz
através do uso de papel aluminio. A Figura 8 mostra como foram feitas as extracdes

dos volateis de folhas de eucalipto utilizando-se SPME.

I émbolo

suporte

agulha de ago
tubo de ago

solugdo
tampao de

ﬁlme fosfatn

polimérico

folhas
picadas

Figura 8. Representacdo esquematica da amostragem de compostos volateis
presentes no headspace de folhas picadas de eucalipto, empregando-se SPME.

Nota: a representac3o ndo esta em escala.

O tempo de dessorgdo geralmente reportado na literatura para compostos
semelhantes aos dos Oleos de eucalipto varia entre 30 s @ 5 min a uma temperatura

de 200 °C e 5 min a 250 °C.>""®"'%'7™ Neste trabalho, a fibra permaneceu no bloco
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do injetor por 30 min a cada analise, sendo, depois, colocada no interior de um
frasco vazio de vidro de 4 mL até a extragdo seguinte.

Os seguintes tempos de extragdo foram escolhidos para verificacdo do perfil
de extragdo em fungdo do tempo (referido em outros pontos deste trabalho,
resumidamente, como perfil do tempo de extragéo): 1, 5, 15, 30, 45 e 90 min. Duas
folnas adultas da arvore A de E dunnii foram preparadas conforme descrito
anteriormente. As duas folhas picadas foram homogeneizadas e porgdes de 0,05 g
foram igualmente distribuidas em 6 frascos. Este procedimento foi repetido 3 vezes
utilizando-se PDMS 7 um e outras 3 vezes usando-se folhas pulverizadas e a
mesma espessura de filme polimérico. A pulverizagéo foi feita em gral de ago inox
resistente a baixas temperaturas, empregando-se nitrogénio liquido e gelo seco.
Qutras 3 repetices foram realizadas, utilizando-se folhas picadas de E. dunnii A e
PDMS 30 um.

A linearidade do detector ITMS foi verificada na faixa de 5 ng a 500 ng,
utilizando-se solugbes hexanicas de 1000 mg L' 600 mg L', 400 mg L",
200mgL’, 100 mgL', 50mgL'e10mgL™".

As analises preliminares dos volateis extraidos do headspace das folhas das
trés espécies de eucalipto (E. dunnii, E. citriodora e E. saligna) foram feitas
manualmente, e, as outras, posteriormente, utilizando-se o amostrador automatico
CombiPal (CTC Analytics, Basiléia, Suica — Figura 9).

Quando as exiragGes e as analises foram realizadas com o amostrador
automatico, o alcance da agulha no frasco foi de 31 mm e no injetor de 54 mm.

Para comparagdo qualitativa dos resultados obtidos empregando-se PDMS
30 um e PDMS 7 um, 5 folhas adultas da mesma arvore de E. citriodora , 5 folhas de
E. dunnii A e outras 5 de E. dunnii B foram submetidas ao procedimento descrito.
Duas amostras de cada folha foram submetidas a extragdo e analise utilizando-se
estes dois filmes poliméricos.

Durante todas as extragbes, a temperatura foi controlada através do uso de
um bloco de aquecimento (Multiblock Labline Instruments Inc., USA) ou com um
controlador de temperatura do robé auto-amostrador CombiPal.

A repetibilidade dos experimentos realizados com folhas picadas foi avaliada
utilizando-se 2 folhas totalmente expandidas de E. dunnii, cujos pedagos picados

foram distribuidos entre 5 frascos e submetidos ao procedimento acima descrito.
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Considerando-se as areas sob os picos cromatograficos, o desvio padrio relativo
obtido para 80% dos picos foi menor do que 20%. As extragdes das folhas da Tabela
Il foram feitas em friplicata ou duplicata. Quando o tamanho da folha era muito
pequeno, (folhas parcialmente expandidas) ndo havendo material suficiente para 2

extragdes, apenas uma foi realizada.

Figura 9. Vista do amostrador automético Combipal. (A) unidade de programacéo
manual, (B) pe¢a mével da unidade robdtica, (C) suporte para frascos de 10 mL; (D)
suporte para frascos de 20 mL, (E) suporte para frascos de 10 ou 20 mL provido de
resfriador Peltier, (F) unidade de controle de agitagdo e temperatura de extragdo, (G)
frascos de 10 e 20 mL para extragdo de volateis e dois conjuntos de fibras de SPME.

Capitulo Il — Experimental 51



Tese de Dowtorado — Claudia Alcaraz Zini

5. MICROEXTRACAO EM FASE SOLIDA APLICADA A EXTRACAO
DE VOLATEIS DE FOLHAS DE EUCALIPTO in situ

As fibras recobertas com PDMS/DVB 65 um, CAR/PDMS 75 um, PA 85 um
e PDMS 100 um foram utilizadas nas amostragens in situ dos volateis de folhas de
eucalipto e das rés L. ewingi. Tanto as fibras de SPME como o suporte para as
mesmas foram adquiridos da Supelco (Oakville - ON, Canada). Antes da utilizagao,

as fibras foram condicionadas de acordo com as especificagbes do fornecedor.

5.1. EXPERIMENTOS PRELIMINARES REALIZADOS COM EUCALIPTOS in situ

Estes experimentos foram todos realizados na estufa de plantas, sem
utilizagdo de nenhum equipamento auxiliar, conforme Figura 10. As fibras listadas
anteriormente foram aproximadas o maximo possivel do tecido de uma folha por
intervalos de 10 min. O tempo de dessorgio foi de 7 min. Cada fibra foi exposta
separadamente a uma unica folha e as repeticbes foram feitas em folhas vizinhas na
mesma arvore e galho. Experimentos posteriores empregaram apenas fibras
recobertas com polimeros porosos (PDMS/DVB e CAR/PDMS). Inicialmente,
CAR/PDMS foi testada com folhas de E. citriodora utilizando-se 10 min como tempo
de extragdo, seguindo-se o experimento, onde ambas as fibras sdlidas foram
expostas simuitaneamente a atmosfera proxima a uma folha mecanicamente
danificada (20 orificios). O dano mecéanico consistiu em varios orificios no tecido
vegetal realizados atraves do uso de uma agulha de aco inoxidavel. Os analitos
adsorvidos foram imediatamente dessorvidos e cromatografados de acordo com as
condigbes descritas no item 6 deste Capitulo.
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Figura 10. Técnica utilizada durante experimentos preliminares de amostragem de

volateis emitidos por folhas de eucalipto.

5.2. EXPERIMENTOS REALIZADOS COM EUCALIPTOS in situ UTILIZANDO-SE
CAMARA DE VIDRO

A fim de facilitar a extracdo de compostos volateis emitidos por folhas de
eucalipto in sifu, uma camara de vidro foi desenhada e montada (Figura 11). A
camara consiste em um cilindro de vidro Pyrex
(120 mm de comprimento e 60 mm de diametro) onde as folhas de eucalipto podem
ser inseridas através de um dos orificios terminais. Depois da introdugio da folha, o
orificio & selado com fita Teflon. Uma tampa redonda de vidro esmerilhado nas
extremidades sela a outra extremidade da camara atraveés de 4 grampos de pressdo
distribuidos simetricamente. As bordas esmerilhadas da tampa s3o recobertas por
fita Teflon. Esta tampa tem 5 orificios de 5 mm de diametro selados com septos pre-
perfurados Thermogreen LB-1, por onde a fibra de SPME é introduzida para
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Figura 11. Desenho representativo da camara de vidro para a extragao de volateis

de folhas de plantas in sifu. 1=corpo cilindrico de vidro silanizado; 2=tampa de vidro silanizado;
3=orificios para amostragem ocupados por septos de Thermogreen LB-1; 4=suporte e fibra de SPME;
5= selo de fita.

Figura 12. Amostragem dos volateis emitidos por E. dunnii dentro da camara de

vidro silanizado.
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amostragem do ar no interior da camara logo acima da superficie da folha. Todas as
partes da camara de vidro foram silanizadas. A Figura 12 apresenta a amostragem
sendo realizada na atmosfera ao redor de folhas de eucalipto dentro da camara de
vidro. Imediatamente apés a introducdo do galho de eucalipto na camara, o ar no
interior da mesma foi amostrado por 1 min usando-se PDMS/DVB. Este
procedimento de amostragem foi efetuado a cada 30 min continuamente por
intervalos de 8 a 10 h, mantendo-se a cdmara de vidro selada. Nos casos em que
houve dano mecanico, antes de selar a camara, foram feitos 6 orificios de
aproximadamente 2 mm em 1 folha, utilizando-se uma agulha de aco inoxidavel, de
forma a simular as lesdes causadas por insetos. Os 6 orificios foram posicionados
em 2 filas ao longo da folha. Depois de realizado o dano mecanico, a camara foi
imediatamente selada e a amostragem procedeu de forma idéntica ao descrito
anteriormente.

O perfil de emissdes volateis de galhos das 3 espécies de eucalipto foi monitorado
na estufa de plantas (ambiente sujeito & luz solar e as variagbes naturais de
temperatura de 19 a 36 °C) efou no laboratorio (ambiente provido de iluminagao
artificial fluorescente e temperatura controlada de 25 a 26 °C), conforme Tabela lIl.
Diariamente, antes da introduc&o das folhas na camara, foi feita a amostragem do ar
no interior da cAmara de maneira idéntica ao realizado nas amostragens da folha, de
forma a verificar a presenca de artefatos ou contaminac@o por analitos anteriormente
amostrados. Além disso, corridas em branco da coluna cromatografica e da fibra
foram realizadas diariamente antes do inicio dos trabalhos. Para as amostragens
feitas na estufa de plantas, o transporte das fibras até o laboratério foi feito
mantendo-se as fibras em gelo seco. O intervalo de tempo entre a amostragem e a
analise nunca excedeu 5 min. Nestas condigbes, espera-se que a perda de analitos
seja insignificante.'™

5.3. EXPERIMENTOS PRELIMINARES COM L. ewingi

Cada ra (de um total de 12) foi colocada em um frasco de vidro transparente
de 15 mL, no qual um gancho de ago inoxidavel foi inserido para impedir o

movimento do anfibio, impedindo-o de entrar em contato com a fibra, contudo, sem
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machuca-lo (Figura 13). Antes da amostragem, uma leve presséo & aplicada aos rins
da ra de forma a esvazia-los. Imediatamente apés a introdugéo da ra no frasco, este
e vigorosamente agitado por 10 a 20 segundos para estimular a liberagdo da
secreca0 associada aos compostos volateis. O headspace foi amostrado
simultaneamente por 3 fibras: 1 min de amostragem para PDMS/DVB e 10 min para
PDMS e CAR/PDMS. Imediatamente apés a amostragem, a fibora de PDMS foi
inserida no injetor e as outras duas foram armazenadas em gelo seco até o
momento da analise. Antes de cada experimento, o headspace do frasco vazio foi
amostrado de acordo com o mesmo procedimento utilizado para as ras, servindo
como branco. Brancos como este foram feitos também nos experimentos seguintes
(itens 5.3.1 e 5.3.2 deste Capitulo).

Para verificar as emissGes volateis das ras durante o estado de repouso, foi
realizado um experimento no Departamento de Biologia Ambiental na Universidade
de Adelaide, onde as ras foram colocadas por 2 h em tubo de vidro quadrado (3 cm
x 3 em x 10 cm) fechado nas extremidades com tela de arame de aco inoxidavel e
colocado sobre papel toalha umedecido. Depois de um periodo de aclimatagao de 2
horas, as ras geralmente posicionavam-se em um dos cantos do tubo. A partir dai, o
tubo era virado cuidadosamente para a posicdo horizontal e a fibra de SPME
inserida para amostragem do ar logo acima do anfibio.

Para controle da alimentacdo das rds, 3 grilos foram macerados com
espatula dentro do mesmo tipo de frasco usado com as rds e a amostragem do

headspace foi feita de forma idéntica 4 das ras. A alimentagdo dos grilos foi de
farinha de cereais, alface e cenoura.
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(A) (B)

Figura 13. Amostragem de compostos volateis emitidos pela ra L. ewingi inserida em
um frasco, utilizando HS-SPME. (A) vista do suporte e da fibra inserida no frasco
contendo a ra. (B) vista da amostragem sendo realizada apds estimulagio do

anfibio.

5.3.1-Dieta com limoneno e eucaliptol

Pelo periodo de 1 més, 2 conjuntos de 4 ras foram colocados cada um em
uma dieta alimentar: limoneno ou eucaliptol. As ra3s participantes destes

experimentos foram as mesmas que haviam secretado exaustivamente no

Capitulp Il -~ Experimental 57



lese de Doutorado — Claudia Alcaraz Zini

experimento descrito no item 5.3 deste Capitulo, assegurando o esvaziamento de
seus estoques glandulares. Cada conjunto de ras foi colocado em um aquario
diferente isolado um do outro. A cada 3 dias, as ras dos respectivos tratamentos
foram alimentadas com 1 a 2 grilos nos quais havia sido injetado 0,5 mL de emulso
aquosa de limoneno (1,2 mg mL™") e eucaliptol (2,1 mg mL™"). As doses de limoneno
e eucaliptol foram calculadas com base nos valores de LDs; oral para ratos e aos
quais foi aplicado um fator de seguranca de 100 para compensar diferengas entre a
fisiologia de anfibios e mamiferos.

5.3.2- Ambiente com folhas de E. dunnii

Qutras 4 ras provenientes do experimento descrito no item 5.3 deste
Capitulo foram colocadas em um aquario contendo ramos de uma arvore de
aproximadamente 1 ano de E. dunnii durante 1 més. Os ramos anteriores eram
substituidos por outros recém colhidos uma vez por semana por ocasido da limpeza
do aquario. Um dia antes da amostragem, as folhas de eucalipto foram retiradas do
aquario e este foi lavado com agua, juntamente com as ras. Antes da amostragem,
as ras foram novamente lavadas com agua e deixadas em repouso por 5 min. A fim
de comparar os compostos volateis emitidos pelas ras e aqueles existentes no dleo
das folhas de E. dunnii, 0.5 uL de uma solucdo de 100 mg L™ de éleo obtido por HD
das folhas da mesma arvore de E. dunnii foi analisado nas mesmas condicdes

cromatograficas utilizadas para os volateis das ras.
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6. ANALISE POR GC/FID E GC/ITMS

As analises cromatograficas foram realizadas em um GC 3400/ITMS Saturn
4D (Varian Associates, Sunnydale, CA) equipado com uma coluna HP-5MS 30 m x
0,25 mm x 0,25 um (Agilent, Avondale, PA, USA), injetor SPI (injetor com purga de
septo), gas de arraste hélio pureza TAG (Praxair, Kitchener — ON, Canada). A
Tabela IV lista as condigbes operacionais utilizadas na separagdo cromatogréfica e
detecgdo.

As condigbes utilizadas para as andlises cromatograficas realizadas em um
GC 3400 Cx/FID (Varian Associates, Sunnydale, CA), também equipado com um
injetor SPIl, s3o as mesmas descritas para as analises de oOleos de eucalipto na
Tabela IV, com excegdo da vazdo do gas de arraste nitrogénio de alta pureza que foi
de 1,2 mL min”'. A temperatura empregada no FID foi 250 °C.

A identificagdo dos compostos detectados nos dleos de eucalipto ou na
atmosfera ao redor de folhas foi realizada através da comparagdo com os especiros
de massas da biblioteca construida pela injecdo de compostos padrédo sob as
mesmas condicdes de analise dos compostos desconhecidos e também através da
comparagdo com espectros de massas das biblioteca NIST92, NIST98 e da
biblioteca que acompanha o GC/ITMS Saturm 2000 (Varian Associates, Sunnydale,
CA) e dados da literatura.'™ Os compostos octano, acetato de citronelila e eicosano
foram usados como marcadores no cromatograma, para os casos em que foi
necessaria a corregdo dos tempos de retencdo.*'™ Para identificagcdo dos picos
majoritarios e minoritarios foram injetados 0.5 ul de solugbes de concentracdo
desde 100 mg L™ até 1%, conforme a necessidade. Os reagentes foram obtidos das
empresas Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO 63178 USA), Aldrich Chemical Co.,
(Milwakee, WI 53201). Quando necessario, as identificagbes foram confirmadas
pelos dados de retengdo dos compostos em estudo nas colunas HP-Innowax
30 m x 0,25 mm x 0,50 pm efou HP-1MS 60 m x 0,25 mm x 0,25 um (Agilent,
Avondale, PA, USA). Os demais compostos foram tentativamente identificados
atraveés do calculo de indices de retengdo com programacédo linear de temperatura
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(LTPRI). Estes indices foram obtidos pela analise cromatografica de uma solugdo
hexanica contendo os hidrocarbonetos lineares desde 10 carbonos até 25 carbonos
(0,5 uL de solugdo hexanica de 100 mg L), juntamente com a andlise dos dleos
hidrodestilados das trés espécies de eucalipto em estudo.'™ Os resultados obtidos
foram comparados aos da literatura, '=%108177-182

Os espectros de massas obtidos foram geralmente utilizados como TIC (do
inglés “total ion chromatogram®), exceto para o caso do citronelal nas anélises de
volateis de E. citriodora in situ, onde foram considerados apenas os ions 67, 95 e

121, devido a interferéncia dos picos de sangramento do filme polimérico da SPME.
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Tabela IV. Condi¢bes operacionais para separacdo cromatografica e deteccdo de

compostos de oleos volateis de folhas de eucaliptos e volateis de ras, utilizando-se a

coluna cromatografica HP-5MS.

Cromatografia a Gas

programa de temperatura para éleos
se eucalipto e volateis de folhas
picadas

programa de temperatura para
volateis de eucalipto in situ

programa de temperatura para
volateis de ra in situ

programa de temperatura do injetor
SPI| para dleos de eucalipto
temperatura do injetor SPI para
dessorcdo de fibras de SPME.

vazdo do gas de arraste

60 °C — 5 *C/min —280 °C

50 °C{1 min) — 1 °C/min — 60 °C -
30 *C/min - 280 °C

40 °C{1 min) — 5 °C/min -110°C -
20 *C/min - 250°C

60 °C — velocidade maxima—280 °C

210 °C para PDMS/DVB, 260 °C para
CAR/PDMS, 250 °C para PDMS, 80 °C —
velocidade maxima — 250 °C para
injecao oleos de eucalipto

1.5 mL min™

Espectrometria de massas de aprisionamento de ions

temperatura da ﬂémaré de ions
temperatura da interface

faixa de massa da varredura
freqliéncia da varredura

voltagem da fotomultiplicadora
(otimizada diariamente)

modulagae axial

corrente do filamento

150 °C

240 °C (250 °C para volateis de rd)
40 m/z a 300 m/z

8 varreduras s™

1710 2 1860 V no caso dos volateis de
eucalipto in situ e de folhas picadas, 1600
a 1620 V no caso dos volateis de ra.

4

25 uA
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1. HIDRODESTILACAO COM CLEVENGER

Neste trabalho, a hidrodestilacio € utilizada como método convencional para
comparacdo qualitativa entre os oleos hidrodestilados e os volateis extraidos do
headspace de folhas picadas através de HS-SPME.

Durante os primeiros experimentos foram feitas algumas tentativas para
acelerar o processo de hidrodestilagdo (HD) e/ou minimizar a perda de compostos
volateis na etapa de introducdo das folhas no baldo, entre elas, maceracéo das
folhas com nitrogénio liquido e introducéo das folhas inteiras ou picadas. A opgao
escolhida como melhor, por tornar o processo mais simples e facil, foi aumentar o
tamanho da entrada do baldo de destilagdo de 24/40 para 45/50, de forma a facilitar
a entrada das folhas inteiras através de um funil confeccionado especialmente para
este fim.

Os rendimentos obtidos em algumas hidrodestilacbes de folhas de E
citriodora, E. dunnii e E saligna estdo na Tabela V. Para os calculos de
rendimentos, utilizaram-se os valores de densidade estimados com picnémetro
(23 °C a 25 °C), os quais se mostraram concordantes com os dados apresentados
na literatura a 23 °C'"". A densidade obtida para o 6leo de E citriodora foi
0,86 g mL"' e para o éleo de E. dunnii 0,90 g mL™. O valor encontrado na literatura
para a densidade do 6leo de eucalipto (sem especificar a espécie) foi de 0,91 g mL”
e para E. citriodora 0,90 g mL™.""" Os éleos obtidos nas primeiras hidrodestilagdes
foram utilizados para identificacdo de compostos e verificacdo de rendimento do
processo.

De acordo com a literatura, o rendimento dos oleos de eucalipto varia de
zero a 6% sobre a massa das folhas frescas.?

Os rendimentos obtidos encontram-se dentro dos valores apresentados na
literatura para E. citriodora, E. dunnii e E. saligna5'®%354%6180183184 parg este
ultimo, contudo, s&o encontrados dois artigos na literatura que reportam rendimentos
maiores do gue os obtidos experimentalmente neste trabalho, conforme Tabela V.
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Tabela V - Rendimentos obtidos nas hidrodestilacdes de trés espécies de eucalipto.®

___Literatura
i L e e T e e
frescas (%)  secas{%) M@ freceac (%)  secas (%)
E citriodora 1 0.9 18 == 1,05
2 1.3 28 1= 1,0
i 1,3
E. dunnii 3 1,2 = s 09-1,5 b
4 06 16 ¥ 1.7 b
5 1,0 sl 4 06
6 07 2.1 i’ 0,9-2,1
7 1,3 1.4
8 07 1,5
S 05 1.2
E. saligna 10 0,1 - = 1,2 e
11 0,2 — 8 0,1 d
12 0.1 0,3 e 0,2-0,3 c
13 0,2 0,6 s 0,1-0,2 d
14 0.4 0,6 el 0,2-0,4 d
15 0,2 0,6 iy 1,5 e
16 0,2 08 - 0,4
= 0,3-0,5
187 0,6

Notas: a. célculo de rendimento com base no peso das folhas e do dleo
(p/p); b. rendimento calculado como plv; c. rendimento p/p sem especificar se sdo
folhas frescas ou secas; d. método de célculo do rendimento ndo esta disponivel; e.

rendimento sobre folhas secas, sem especificar se é p/p, p/v ou viv.
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As identificacBes dos compostos dos oOleos das trés espécies de eucalipto
foram realizadas conforme descri¢do feita no item 5 do Capitulo 3. Nos casos em
gue nao foi possivel chegar-se a uma tentativa de identificagdo do composto, este foi
considerado “ndo identificado” (ni) ou o grupo guimico ao qual pertence foi listado na
Tabela VI. A partir deste ponto da apresentacdo dos resultados, a numeragao
empregada para designacdo dos compostos de eucalipto sera a que consta na
Tabela VI.

Foram detectados 57 compostos no 6leo de E. citriodora, 59 no oleo de E.
dunnii e 58 no de E. saligna, os quais se encontram listados na Tabela VI em ordem
de elui¢do na coluna cromatografica HP-5MS. Os compostos geralmente presentes
em maior abundancia em E. citriodora foram também encontrados neste trabalho:
citronelal e citronelol.”™ No caso de E. dunnii, os picos majoritérios no perfil
cromatografico confirmam as informagdes da literatura: eucaliptol, seguido de a-
pineno, a-terpineol, globulol.'577 %% O cromatograma da solugéo hexanica do 6leo
de E. saligna mostra a-pinenc como componente principal, seguido de compostos
como eucaliptol, y-terpineno, a-terpineol e p-cimeno. A literatura apresenta o
a-pinenc como um dos componentes principais dos Oleos de E. saligna, sendo os
demais componentes destes dleos bastante variaveis. "% 9219

A Figura 14 mostra o cromatograma obtido com o 6leo de E. cifriodora e as
Figuras 14A e 14B ampliam a parte inicial e final do cromatograma. De forma
semelhante, as Figuras 15, 15A, 15B e 16, 16A, 16B apresentam o perfil
cromatografico obtido com os 6leos de E. dunnii e E. saligna, respectivamente. Os
nuameros que designam os compostos estéo listados na Tabela VI. As Figuras 14 a
16 foram obtidas da injegdo de 0,5 plL de uma solugdo hexanica 1000 mg L™ de dleo
com excegao das Figuras 15A e B onde foi feita a injecdo de 0,5 ul de uma solugdo
hexanica 1% de oleo. Esta dltima solugéo foi empregada porque apresentou com
maior clareza os picos dos compostos minoritarios da mistura oleosa. A razdo de ser

dos compostos que estdo designados por numeros sublinhados sera discutida no

item 3.3 deste Capitulo.
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Tabela VI: Compostos encontrados no headspace de folhas picadas ou nos oleos

hidrodestilados de folhas inteiras de trés espécies de eucalipto e suas abundancias

relativas, listados por ordem de eluigdo na coluna cromatografica HP-5MS.

E.citrlodora. E.dunnliA  E.durmiiB E. saligna

composto M w HD1 SPWME HODE SPME HDZ SPME HD16 SPME Torma o
! léster do acido X xi X a

propandico ou

butandico
¢ monoterpeno 136 X Xi x xi a
*  a-tujeno 136 307 x x x Xxi x xi b
*  a-pineno 136 319 x x + ++[+ + ++[+ ++  ++ b
$  canfeno 136 340 E X X X * + b
§  monoterpeno 136 X X x X a
T ni X b
®  sabineno 138 379 x  xi
®  p-pineno 13 386 x x x X X X x x b
' B-mirceno 136 408 x x x xi x xi b
" a-felandreno 136 435 x = x X xi b
2 g-terpineno 136 457 b
2 éster do acido X a

propandico ou

butandico
4 éster do acido X a

propandico ou

butanéico
' p-cimeno 14 471 x  xf+ x +++x + +  ++/+ b
%  limoneno 136 481 x xi + - = + + + b
T eucaliptol 154 485 + X L = T - b
8 (2)-B-ocimeno 136 498 x x/+ + + + + b
' (E)-p-ocimeno 136 519 X X+ x x4+ X/ +i b
® ni X a
21 ni X =
2 yterpineno 138 545 x x/+ + ++++ X + X b
#  terpeno X X x+i a
“  terpinoleno 190 6B ¥ X x X xXx X x -x alb
*  p-cimeneno 609 X xi x x e
% linalol 154 632 x X ¥ 1106178180
" isovalerianato de 172 645 X b

isoamila
® cis-Oxidoderosa 154 661 x  x/+ b
2% endo fenchol 154 664 X X X cleoe
¥ DMNT X[+ X/++ xi a
31 canfolenal 152 §92 + 158180
2 trans-0xido de 154 695 x x b

rosa
3 trans-pinocarveol 152 724 X + % cl7eee
*  (E)-p-terpineocl 154 736 x a

Capitulo IV - Resultados e Discussdo 66



Tese de Doutorado — Claudia Alcaraz Zini

a K R B o

isopulegol
citronelal
isobomeol
isopinocanfona
pinocarvona
borneol

alcool
monoterpénico
alcool
monoterpénico
4-terpineol
&-p-cimenol
a-terpineol
monoterpeno
oxigenado
monoterpeno
oxigenado
trans-carveol
citronelol
cis-carveol
neral

geranial
cis-acetato de
isopuleguila

ni

terpeno
oxigenado
timol ou isdmero
timol ou isdmero
fenol substituido
c-cubebeno
acetato de
citronelila
eugenol
hidrocarboneto
sesquiterpénico
c-copaeno
pB-burboneno
f-elemeno
terpeno
p-cubebeno

hidrocarboneto
sesquiterpénico
ester aromatico
jasmona
longifoleno
a-gurjunenc
hidrocarboneto
sesquiterpénico
B-cariofileno

154
154
154
152
150
154
154

154

154
120
154

152
156
152
152
152

150
150
150
204
198

164

204

204

204

164

204

740
758
764
775
781
789

820
837
852

923
950
853
880
1057
1067

1113

1267
1275

1279
1322

1334
1355

1375
1118
1371

1384
1404
1421

3
L & o

++

b

o

»

>

x/+
e

++

xi
Xi
Xi

xi
/4

xi

Xi

xi

xi

Xi

B

»

xi

xi

Xi

+ X X X

® o+ H X

K

0 oo o

a

1T1e2

b

182

c

c
da
a
a

d
a

a
a
a
178179

b

c

a
Xi a
%X+ b

cﬁlﬁ:I T8 179

17TA7R
c

Xi

S T06, 18T e
c

a

x/+ b
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75
TE

&1

&2

100

101
102

103
104
108

106

o7

108
109

110

terpeno
hidrocarboneto
sesquiterpénico
calareno
aromadendreno
a-guaieno
hidrocarboneto
sesquiterpénico
a-cariofileno

alo-aromadendreno

hidrocarboneto
sesquiterpénico
y-muroleno
terpeno
oxigenado
germacreno D

hidrocarboneto
sesquiterpénico
valenceno
hidrocarboneto
sesquiterpénico
viridifloreno

(E,E)-u-fameseno

sesquiterpeno
isobutirato de
geranila
y-cadineno
sesquiterpeno
(15) cis-
calameneno
d-cadineno
sesquiterpeno
hidrocarboneto
sesquiterpénico
hidrocarboneto
sesquiterpénico
calacoreno
ssquiterpeno
oxigenado
sesquiterpeno
sesquiterpeno
cetona ou éster
terpénicos
cetona ou ester
terpénicos
TMTT

espatulenol
oxido de
cariofileno
globulol

204

204

204
204

204

204
204

204
204

202
202

204

204

200

218

220
220

222

1475
1481
1481

L

1527 %
1546 x

1586

1584

1624

1628
1657

1678

1676

1685

1700

1792
1858

1821

1825
1837

1841

»

Xi

Xi

>

Wi+

Xi

x/+

Xi+

xi

»

xi

Xi

>

»

+

F A

>

x/+
+[++

o

Xi
xi

X+

»

b
x/+ b
K
x/+ b

CDH T0E T4

x/+
x/+i el

xi a
c 5889179

a
58.98177-

180

X CSB:1 T?—‘im.‘ud
a
X a

X c

a

1]

a

xj++ a]&ﬂﬂiﬂ'ﬂ:"ﬂ
i 2
GH'H:“-WJH»ZW{’

oS8

x/+ b
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" guaiol 222 1873 + + 4+ + x xl+ '™
2 p-eudesmol 222 1993 X X X X X X a
'3 sesquiterpeno X X X X a
14 g-eudesmol 222 2000 X x X x x i
115 sesquiterpeno X X X X a
oxigenado
18 gesquiterpeno X xi a
oxigenado
"7 sesquiterpeno X X b 4 X X a
118 sesquiterpeno X b 4 x X X X a
% sesquiterpeno 4 x x x a
22 TMHP 272 % x/+ a

Notas: Recursos utilizados para identificacdo dos compostos e pare estimativa da contribuicdo de cada um, entre
outras informacdes: a espectro de massas da biblioteca NIST 98 e Saturn da Varian e dados de retencao’’™; b.
co-injecio com composto padrdo; ¢ LTPRI: indice de retencSo com programacao linear de temperatura; d.
coelui com o composto anterior, e coelui com o composto anterior apenas no £ dunnf, f. coelui com o composto
anterior apenas no E cinodora; g. espectros de massa do banco de espectros de massas do Dr. M. Posthumus
da Universidade de Wagenigen; h. ++ = area do pico comesponde usualmente a 10,0% ou mais da area total dos
picos identificados; + = drea do pico situa-se usualmente entre 1,0% e 10,0% da ares ifotal dos picos
identificados e X = area do pico comesponde usuaimente a menos de 1,0% da area fotal dos picos identificados;
i. presenca intermitents, mas presente no headspace de no minimo 5 folhas diferentes; j. dados de retengSo dos
compostos listados em uma coluna J & W DB-5 (30 m x 026 mm x 0,25 um) em segundos, retirados do livro de
R. P. Adams " célula em branco indica que o composto ndo foi detectado.

Capitulo IV — Resultados e Discussdo 69



Tese de Doutorado — Clandia Alcaraz Zini

36

=
i

ik
=]
1

4]
I

resposta GC/ITMS (103 kContagem)

o

200+

49A

-3
th
.

-

=]

=]
1

n
?

resposta do CG/EMTI (kContagem)

tempo (min)

=1 h
th o
=] =]
| 1
5
1]
=]
I

i
=]
2

resposta do CG /EMTI (kContagem)

o
i

15,0

tempo {(min)

Figura 14. Cromatograma do ion total para os compostos do Gleo essencial das
folhas de E. citriodora obtido através de hidrodestilagio com Clevenger. Figuras A e B

correspondem a primeira e segunda parte do cromatograma da Figura 14 ampliadas.
Condigbes cromatograficas descritas na Tabela IV e numeragao de acordo com a Tabela V1.
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Figura 15. Cromatograma do ion total para os compostos do oleo essencial das
folhas de E. dunnii obtidos através de hidrodestilagdo com Clevenger. As Figuras A e

E correspondem a primeira e segunda parte do cromatograma da Figura 15A ampliadas.
Condigdes cromatograficas descritas na Tabela IV e numeracdo de acordo com a Tabela V.
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Figura 16. Cromatograma do ion total para os compostos do 6leo essencial das
folhas de E. saligna obtidos através de hidrodestilagdo com Clevenger. As Figuras A e

B correspondem & primeira e segunda parte do cromatograma da Figura 16 ampliadas.
Condigdes cromatograficas descritas na Tabela IV e numeragdo de acordo com a Tabela Vi
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2. MICROEXTRACAO EM FASE SOLIDA NO MODO HEADSPACE
APLICADA A FOLHAS DE EUCALIPTO PICADAS

Nesta etapa do trabalho, varias folnas de uma mesma arvore de E. citrodora,
E. dunnii e E saligna (Tabela Il) foram submetidas a extracdo conforme
procedimento descrito no item 4 do Capitulo lll. O desenvolvimento do método
empregado na extracdo e os resultados obtidos encontram-se nos itens a seguir.
Para as comparagbes entre os resultados obtidos por HS-SPME e por
hidrodestilagdo, foram empregadas folhas das mesmas arvores para ambas as
técnicas, no mesmo pericdo do ano (julho a agosto de 2000), a fim de evitar
variacbes qualitativas nos dleos devidas a diferentes idades das arvores. A uUnica
excecgao a esta regra ocorreu com E. citriodora, para o qual a hidrodestilagdo foi
efetuada 6 meses antes dos experimentos de HS-SPME e as folhas utilizadas na
hidrodestilagdo eram provenientes de S arvores diferentes (HD1), entre elas, aquela
gue foi usada nos experimentos de HS-SPME. Esta excecdo deveu-se a problemas
técnicos nos resultados obtidos com a hidrodestilagio feita no mesmo periodo dos
experimentos de HS-SPME (HD2-Tabela V).

2.1. DESENVOLVIMENTO DO METODO DE EXTRAGAO

O desenvolvimento do método abrange varias etapas. escolha do filme
polimérico, escolha do mode de extragdo, uso ou ndo de agitacdo, emprego de
sistema automatizado ou manual, escolha da técnica de separacdo e deteccao,
otimizagdo das condigdes de dessorgdo, otimizagdo do volume de amostra,
determinacao do perfil do tempo de extragdo, otimizacdo das condicbes de extracdo
(pH, uso de sal, temperatura), entre outras.®
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2.1.1. Filme polimérico

Inicialmente foram comparados trés filmes poliméricos para investigar qual
deles apresentaria melhor performance: PDMS 7um, PA 85 um e PDMS/DVB
65 um. Os cromatogramas da Figura 17 apresentam os resultados obtidos para a
extracdo do headspace de folhas picadas de E. dunnii A, usando-se um tempo de

extracdo de 1 min a uma temperatura de 24 °C.

E 27
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E i l PDMS 7 um

o .
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Figura 17. Cromatogramas do ion total mostrando a comparagdo dos resultados
obtidos apos extracdo do headspace da mesma amostra com as fibras PDMS, PA e
PDMS/DVB. Condigbes cromatograficas citadas na Tabela V.

* : sangramento dos filmes poliméricos.

O filme polimérico de poliacrilato foi o que apresentou a pior performance
entre os trés filmes testados. Comparando-se os trés cromatogramas obtidos na
Figura 17, verifica-se que a extracdo feita com PA foi a que resultou em picos com a
menor abundancia, sendo que na segunda metade do cromatograma predominaram
os picos de sangramento do filme polimérico, o que ndo ocorreu com os outros dois

filmes. Um dos objetivos ao testar-se a fibra de PA era o de verificar a presencga de
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compostos polares no headspace das folhas picadas que, eventualmente, nao
seriam extraidos pelo filme de PDMS, visto que o filme de PA apresenta maior
afinidade por compostos polares do que o de PDMS (Figura 4).*? Contudo, nenhum
composto foi detectado através da extragdo com PA, que ndo o tenha sido através
dos outros dois filmes. Dados da literatura mostram que a mesma fibra PA
empregada para extracdo do headspace de folhas de tomateiro, quando comparada
ao desempenho da PDMS 100 um, ndo apresentou nenhuma diferenca qualitativa
nos resultados, contudo, a resposta obtida para os compostos apolares foi menor do
gue aguela obtida com PDMS 100 um usando-se 30 min como tempo de extragdo.”
Utilizando-se PDMS/DVB e PDMS, os mesmos compostos foram extraidos,
contudo, uma quantidade maior dos compostos mais leves foi extraida por
PDMS/DVB. Sabe-se através da literatura que este filme apresenta excelente
desempenho para extracdo de compostos de baixo peso molecular ''®1181%
Entretanto, para extracdo dos compostos de peso molecular ao redor de 204 g mol’
'(hidrocarbonetos sesquiterpénicos), o filme de PDMS apresentou melhor resultado.
Alem disso, na extraggdo com PDMS/DVB a quantidade de p-cimeno, limoneno e
eucaliptol sobrecarregou a coluna cromatografica provocando distorcdo do formato
destes picos e superposicdo dos ultimos dois. Por todas estas razbes e também
porque a fibra de PDMS é conhecida por sua robustez e durabilidade, ela foi a
escolhida para as extragbes do headspace de folhas de eucalipto.®® A escolha da

espessura do filme polimérico & descrita no item seguinte.

2.1.2. Temperatura e perfil de extragao

A escolha da temperatura foi feita com o intuito de obter-se um perfil
cromatografico 0 mais proximo possivel do aroma natural das folhas picadas de
eucalipto. Os compostos terpendides presentes no oleo das folhas de eucalipto sdo
suscetiveis a reagbes provocadas por temperatura, pH, luz ou presenca de
metais.®'® Algumas destas reagbes podem ser citadas: a formacio de
o, p-dimetilestireno, um conhecido produto da degradacido de monoterpenos em

oleos provenientes de destilagdo; a hidrolise do acetato de linalila do dleo de
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lavanda devido a temperatura e baixo pH; a tendéncia do sabineno de transformar-
se em varios compostos em meio acido (4-terpineol, o-terpineno, y-terpineno,
terpinoleno). A presenca de tracos de metais no proprio material vegetal pode levar
a rearranjos, conforme registra a literatura com o exemplo da isomerizacao da cis-di-
hidrocarvona no isdbmero trans-, catalisada pela presenca de tragcos de metais nas
sementes que estavam sendo destiladas.'®'¥"

Segundo Koedam, temperaturas abaixo de 50 °C s&o consideradas
relativamente baixas para processos de extracdo de tecidos de plantas de forma a
obter-se uma composicdo mais proxima aquela in vivo."® Um exemplo de técnica de
extracdo que também permite o uso de temperaturas amenas & a extracdo com
fluido supercritico (SFE), embora exija equipamentos caros para sua execucdo.
Estudo comparativo entre hidrodestilagio, destilagdo a vacuo e SFE de folhas de E.
varia subsp. varia e E. sparsa mostrou que a quantidade de biciclogermacreno
obtida na hidrodestilagdo & menor do que aquela resultante dos outros 2 metodos de

extracdo, que utilizam condicdes experimentais mais brandas.’

Neste caso, a
temperatura utilizada na SFE foi de 40 °C. Folhas de E. globulus Labill. extraidas
também com fluido supercritico sob condigbes consideradas mais brandas do que a
hidrodestilacdo, foram submetidas a temperatura de 50 °C.'®? Até mesmo utilizando-
se temperaturas mais elevadas (70 °C, 90 atm), foi possivel verificar-se grandes
diferencas entre o extrato obtido por SFE e hidrodestilagdo no caso de Ferrulago
nodosa. O extrato obtido por destilagdo a vapor continha 2,3 4-trimetil-benzeno
como seu principal componente, sendo este composto um produto de degradacao
térmica de um composto terpendide presente na planta.’® Contudo, de uma forma
geral, temperaturas abaixo de 50 °C (mais comumente na faixa de 30 °C a 40 °C)
sdo as utilizadas nas extracGes em que se pretende preservar a composi¢do
“natural’ da planta, ='99%%

Desta forma, a temperatura de 30 °C foi escolhida visando-se evitar
transformacdes nos compostos volateis provocadas por temperatura e também
objetivando-se obter um tempo de extragdo menor ou igual ao tempo utilizado para a
analise cromatografica dos VOC extraidos (44 min conforme Tabela IV).

Os tempos de extracdo testados foram de 1, 5, 15, 30, 45 e 90 min. A fim de
simplificar a avaliag@o dos perfis de tempo de extragdo dos compostos presentes no

headspace de folhas de eucalipto picadas, foram escolhidos guatro compostos
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representativos da maior parte dos componentes presentes: um hidrocarboneto
monoterpénico (a-pinenc), um monoterpeno oxigenado (c-terpineol), um
hidrocarboneto sesquiterpénico (aromadendreno) e um sesquiterpeno oxigenado
(globulol). As areas dos picos de cada composto nos cromatogramas em cada série
de amostragem foram normalizadas de acordo com a equagdo (23):

e A equacao (23)

onde A € a area normalizada obtida apds x minutos de extragdo, Ax € a
area do pico apds um tempo de extracdo de x minutos e Amin € a drea encontrada
para o pico do composto apés um tempo de extracdo de 1 min. O procedimento
experimental esta descrito no item 3 do Capitulo Ill.

A Figura 18 mostra o perfil da extragdo em fungao do tempo (chamado “perfil
do tempo de extracdo’)™ para os compostos supra citados quando se utiliza PDMS
7 um. Resultados obtidos em repeticdes destes experimentos usando-se folhas

picadas e folhas pulverizadas, assemelham-se a estes.

Ja = @-pineno
4
- —o— a—terpineol
oA <
< 5. / —+- aromadendrenc
B e
A +/—~“==__F+"_"“—_—~::+—~=_—_—_T:::-:_——__. —=— globulol
—t——t
[:I ] T T I ] |
1 5 15 30 4% 90
t {(min)

Figura 18. Perfil do tempo de extracdo para alguns compostos volateis do
headspace de folhas de eucalipto picadas usando-se PDMS 7um a 30 °C, expresso

como a variagdo das areas normalizadas (Ae) dos picos cromatograficos (equagdo
23)
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A mesma investigacdo foi feita utilizando-se PDMS 30 um e, para a maior
parte dos compostos, o perfil do tempo de extracdo foi semelhante, exceto para o

sesquiterpeno oxigenado globulol, conforme mostra a Figura 19.

N N W
o o O
I I |

—o— PDMS 30 um

Ae
.
n

—— PDMS 7 um

1 5 15 30 45 90
tempo de extragao (min)

Figura 19. Perfil do tempo de extragdo do composto globulol a 30 °C utilizando-se
PDMS 7um e PDMS 30 um, expresso como a variagdo das areas normalizadas (Ae)

dos picos cromatogréaficos (equacdo 23).

Utilizando-se PDMS 30 um, mesmo com um periodo de 90 min de extrag3o,
o composto globulol ndo atinge o equilibrio a 30 °C.

Com o objetivo de verificar se seria possivel diminuir o intervalo de tempo
necessario para gue o globulol atingisse o equilibrio entre 0 headspace e o fiime
polimérico, uma nova tentativa foi feita com a mesma espessura de filme polimérico,
aumentando-se a temperatura para 45 °C e usando-se agitagdo de 300 rpm. Nestas
condi¢cdes, o perfil do tempo de exiragdo para os compostos representativos da

mistura presente no headspace das folhas de eucalipto é apresentado na Figura 20.
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Figura 20. Perfil do tempo de extracdo para alguns compostos volateis do
headspace de folhas de eucalipto picadas usando-se PDMS 30 pm a 45 °C e
300 rpm, expresso como a variacdo das areas normalizadas (Ae) dos picos

cromatograficos (equagao 23).

Como mostra a Figura 20, mesmo a 45 °C e com agitacdo de 300 rpm, s&o
necessarios aproximadamente 60 min a 90 min para que o globulol atinja o equilibrio
entre headspace e filme poliméerico.

Um tempo tdo longo tornaria o método de extragdo muito demorado e a
opgdo pela mais baixa temperatura possivel € uma escolha conveniente quando se
trabalha com compostos volateis elou termolabeis. Paralelamente a estes
experimentos, foi feita uma comparagao qualitativa entre o perfil de extrac@o obtido
ao utilizar-se PDMS 7 um e aquele obtido com PDMS 30 um, nas mesmas
condicdes experimentais, N&o foram observadas diferencas qualitativas
significativas nos perfis cromatograficos das folhas Q, R, S, T, U de E. citriodora ao
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empregar-se os dois filmes poliméricos (Tabela Il). Da mesma forma as folhas AA,
AB. AC, AD, AE de E dunnii A e AO, AP, AQ, AR, AS de E. dunnii B foram
submetidas a extragdes com PDMS 7 um e PDMS 30 um, sem revelar diferencas
qualitativas significantes nos resultados obtidos com ambos os filmes. Tendo em
vista que o nimero de compostos extraidos pela fibra recoberta com PDMS 30 um e
por PDMS 7 um foi o mesmo e que o tempo necessério para atingir o equilibrio entre
headspace e filme polimérico € menor quando se utiliza PDMS 7 um, este foi o filme
polimérico escolhido para a extragdo do headspace das folhas picadas das trés
espécies de eucalipto. O uso do filme polimérico de 100 um foi descartado, visto que
o tempo necessario para atingir o equilibrio seria ainda maior.

Um outro fator importante na escolha da espessura de 7 um do fime
polimérico diz respeito a linearidade da resposta do detector de aprisionamento de
jons usado neste trabalho. Extractes realizadas com fibras das trés espessuras de
filme PDMS (7 um, 30 um e 100 um), conforme item 4 do Capitulo I, revelaram que
a area dos picos majoritarios do headspace de folhas picadas de E. dunnii e E.
citriodora ficavam fora da faixa de linearidade do detector (item 2.1.3 deste
Capitulo), havendo inclusive distorcdo da forma dos picos majoritarios gquando se
usava PDMS 100 um e/ou PDMS 30 um com superposi¢do de alguns destes picos.
Embora tenha-se utilizado uma quantidade minima de folhas durante as
amostragens (0,05 g), o percentual dos componentes majoritarios nos oleos de E.
dunnii e E. citriodora é alto (Tabela VI) e o percentual de oleo das folhas destas
espécies também & alto (Tabela Il). A utilizagdo de uma massa de folhas menor do
que 0,05 g poderia acarretar em baixa reprodutibilidade das areas dos picos
cromatograficos.

Situacbes semelhantes a esta, onde os picos majoritarios do oOleo
sobrecarregam a coluna, prejudicando a resolugdo cromatografica j& foram
verificadas por outros pesquisadores durante a utilizacdo de SPME no headspace de
plantas.'®

Outros fatores como o sangramento dos filmes poliméricos e a menor
perturbacio do headspace também corroboraram na escolha do fiime de 7um. O
sangramento das fibras de 30 um e 100 um é bem maior do que aguele da fibra de
7 um. O fato de a PDMS 7 um extrair uma quantidade menor de compostos
presentes no headspace, embora resulte em menor sensibilidade, tem a vantagem

Capitulo IV — Resultados e Discussdo 80



Tese de Doutorado — Claudia Alcaraz Zini

de provocar uma menor perturbagd&o no equilibrio amostra/ headspace do sistema
vivo, evitando a deplecdo dos compostos ao longo de amostragens sucessivas.

A maior parte dos trabalhos que utiliza SPME para analise de volateis de
plantas, emprega PDMS 100 um 5"'®1081131% contudo, neste caso especifico
julgou-se mais conveniente o uso de PDMS 7 um, pelas vantagens ja citadas,
embora a escolha da espessura de 7 um tenha como consegiéncia um menor fator
de concentragdo dos analitos, o que pode prejudicar a extragdo de compostos mais
polares e/ou minoritarios. %%

Os dados obtidos confirmam investigacGes encontradas na literatura que
também mostraram que os tempos de equilibrio de compostos terpendides a
temperaturas baixas podem ser longos quando se usa PDMS 100 um, como por
exemplo o da B-ionona (> 30 min a 19 °C +0,5)."® Em contrapartida, os tempos de
equilibrio para os hidrocarbonetos monoterpénicos foi estimado entre 5 a 15 min. Na
extracdo de a-cariofileno (ou humuleno) e B-cariofileno a partir do headspace de pd
de lupulo foram necessarias 4 horas para que ambos atingissem o equilibrio a
50 °Cc. )=

2.1.3. Escolha do detector e determinacdo de linearidade

O detector empregado preferencialmente neste trabalho foi o GC/ITMS. Pelo
fato de as amostras serem complexas, contendo muitos compostos com tempos de
retengdo muito proximos uns dos outros, o ITMS propicia a pronta identificagdo
destes compostos. Mesmo atraves do uso de indices de retengdo com programacgio
linear de temperatura (LTPRI), o trabalho de identificagdo de compostos utilizando
GC/FID pode ser arduo e de poucos resultados para alguns compostos que
possuem LTPRI muito proximos. Visto que este trabalho objetivava verificar as
diferencas qualitativas entre os resultados de duas técnicas de extracdo, o uso do
ITMS mostrou-se bem mais conveniente. O detector FID foi empregado como apoio,
guando necessario.

A linearidade da resposta do ITMS foi avaliada para 7 compostos
representativos da maior parte dos componentes presentes nos 6leos e headspace
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de folhas de eucalipto estudados. Os compostos 2-careno e 2 5-dimetilestireno
foram escolhidos para representar os hidrocarbonetos monoterpénicos e aromaticos;
eucaliptol, mirtenal e acetato de linalila foram escolhidos para representar os
monoterpenos oxigenados; p-cariofilenc foi o representante da classe dos
hidrocarbonetos sesquiterpénicos e o oxido de cariofileno foi o representante dos
sesquiterpenos oxigenados. A faixa de concentracdo investigada foi de 5 a 500 ng.
Embora o trabalho ndo vise quantificar nenhum dos compostos, as quantidades
relativas de um mesmo composto em diferentes experimentos sdo eventuaimente
observadas comparativamente, sob as mesmas condigdes de amostragem e sob as
mesmas condigées operacionais no GC/ATMS. Sendo assim, verificamos se a
resposta do detector era linear para estes compostos representativos na faixa de
concentracdo de trabalho. Os resultados obtidos est@o na Tabela VI, onde éo
coeficiente de correlacdo entre x (massa de cada analito introduzida no GC/ITMS) e
y (area dos picos dos respectivos analitos). As Figuras AS a A15 (Anexo A)
apresentam graficamente a relacdo linear entre x e y para os analitos em questao.

Tabela VIl. Dados relativos & resposta do espectrometro de massas de
aprisionamento de ions para varios compostos.

r desvio padrdo relativo (%)

2-careno 0,99%4 4-11

2,5-dimetilestireno 0,9982 3-8

eucaliptol 0,9991 1-S

mirtenal 0,9991 2-7

acetato de linalila 0,9892 1-10

B-cariofileno 0,9987 3-10 |
6xido de cariofileno 0,9976 3-8 |

2.1.4. Outros parametros

Como a umidade das folhas & variavel entre espécies de eucalipto e entre as
folhas de uma mesma arvore, uma solugéo tamp&o aquosa foi adicionada as folhas
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para homogeneizar o pH da mistura aquosa de todas as amostras de folhas picadas
testadas.

Para verificar se haveria alteragdes gqualitativas no perfil cromatografico
devido a adicdo de solucdo tampédo de fosfato (Na:HPO4/KH2PQ4), 0 headspace de
uma mesma amostra foi extraido iniciaimente sem a adi¢do de solug&o tampéao e,
posteriormente, com a adicdo da mesma. Ndo foi detectada nenhuma diferenca
qualitativa devida & adicdo de solugdo tamp&o.

O uso de agitagéo foi testado para a amostragem de headspace das folhas
picadas de eucalipto. Durante estes experimentos, verificou-se que havia o risco de
contato dos pedacos de folhas com a fibra de SPME, devido aos movimentos
iregulares destes pedacos de folhas no frasco. Além disso, como o tempo de 30 min
de extragdo, na auséncia de agitagdo, havia resultado em um perfil cromatografico
semelhante ao obtido através de hidrodestilacdo, concluiu-se que o uso da condigao
estatica era suficiente para a obteng&o de um perfil cromatografico representativo do
headspace da amostra.

A guantidade de folhas picadas empregada nas extragdes variou de 0,05 g
até 2,00 g, sendo a menor massa a que proporcionou melhores resultados.

O uso do robd Combipal (item 4 do Capitulo 1ll) conferiu rapidez ao trabalho
analitico, permitindo que um numero maior de extragdes e andlises fosse realizado,

ampliando o nimero de folhas investigadas.

2.2. COMPOSTOS VOLATEIS DE FOLHAS VERDES (GLV)

Na etapa preliminar do trabalho verificou-se que os compostos chamados
volateis de folhas verdes - GLV - (do inglés “green leaf volatiles”) s&o detectados na
parte inicial do cromatograma e o perfil destes compostos € dinamico, isto €, altera-
se a medida que o tempo passa.

A partir do momento em que o tecido vegetal € rompido, iniciam-se
processos enziméticos e os GLV s&o emitidos para a fase gasosa continuamente até
que a atividade enzimatica cesse. Isto gera uma situagdo analitica complexa, na

qual, as concentracdes dos analitos sofrem alteragdes durante a extracdo.™
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O registro da presenca destes compostos em folhas verdes de varias
espécies de plantas é abundante na literatura, 3%=2201-204

As Figuras 21, 22 e 23 apresentam o perfil cromatografico do headspace de
folhas picadas de E. dunnii na regido onde eluem os compostos mais volateis, em
trés momentos, 2o longo de 24 horas, utilizando-se PDMS 7 um. Vinte e oito minutos
depois de cortada a folha, pode-se ver os picos do hexenal, 3-(Z)-hexenol-1 e do
éster 3-(Z)-acetato de hexenila. Apos 3,3 h, os picos correspondentes ao alcool e ao
aldeido ja ndo sdo mais detectaveis e 0 éster antes mencionado tem seu pico
diminuido em relagdo ao cromatograma anterior. O acetato de hexila, cujo pico
aparece 3,3 h apos o corte da folha, ainda pode ser visto no cromatograma apos
23,8 h, juntamente com o 3-(Z)-acetato de hexenila e 0s monoterpenos presentes
desde o inicio das extragbes. Estes ésteres, chamados de "esteres da folha verde”,
sdo formados a partir da esterificacéo dos alcoois.®

Em publicagdo recente, a SPME foi utilizada para ilustrar a detectabilidade
de compostos polares em unidades amostradoras contendo meio de cultura para o
cultivo de um tomateiro. Apds 21 dias de cultivo in vitro, a planta teve suas folhas
danificadas através de pingas especiais e as alteragdes na emisséo de 3-(Z)-hexenol
e 3-(Z)-hexenal foram monitoradas através de HS-SPME durante mais de 80 min.”’

Fracdes dos cromatogramas do ion total onde eluem os GLV detectados nas
trés espécies de eucalipto submetidos a teste, sdo apresentados na Figura 24.

Durante as repeticdes do mesmo experimento, observou-se o aparecimento
dos mesmos compostos. Contudo, a velocidade de desaparecimento do aldeido e
do alcool e de aparecimento dos ésteres variou de experimento para experimento.
Sabe-se que fatores ambientais como a temperatura, a radiacdo solar e a estacdo
do ano influenciam a atividade enzimatica.® No caso de folhas usadas para cha
(Thea sinensis), a formagdo de 3-(Z)-hexenal e de n-hexanal aumentou durante o
verdo e diminuiu no outono. N&o foi detectada atividade enzimatica no inverno.® Os
experimentos correspondentes aos cromatograma apresentados nas Figuras 21, 22
e 23 foram realizados durante a primavera e os demais em outras estacdes do ano.
Isto, provavelmente, € um dos fatores que explica as variagcbes encontradas. Estes
resultados preliminares indicam o potencial da SPME para o estudo da dinamica de
liberacdo de GLV, entre outros compostos, durante a ocorréncia de processos

enziméticos nas folhas de eucalipto e tambeém de outras plantas.
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Figura 21. Fracao do cromatograma do ion total onde eluem os GLV, 28 min depois

da ruptura do tecido da folha. Condighes cromatograficas descritas na Tabela IV.
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Figura 22. Fracdo do cromatograma do ion total onde eluem os GLV, 3,3 h depois da
ruptura do tecido da folha. Condigdes cromatograficas descritas na Tabela IV.
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Figura 23. Fragcdo do cromatograma do ion total onde eluem os GLV, 23,8 h depois
da ruptura do tecido da folha. Condigdes cromatogréaficas descritas na Tabela IV.
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Figura 24. Fracdo dos cromatogramas do ion total onde eluem os CB6-GLV
detectados no headspace de folhas picadas de E. dunnii, E. citriodora, e E. saligna.

A. C6- GLV, B. C6- GLV, C. 3-(Z)-hexen-1-ol; D. 3-(Z)-acetato de hexenila. Condicdes
cromatograficas descritas na Tabela V.
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2.3. COMPARAGCAQO DOS RESULTADOS OBTIDOS POR HS-SPME E POR
HIDRODESTILACAO 1553,63.73,183 186205213

Foram detectados 120 compostos nos 6leos hidrodestilados e no headspace
de 60 folhas das trés espécies de eucalipto em estudo, conforme Tabela VI, onde os
compostos estao listados em ordem de eluigdo na coluna HP-5MS. Destes, 30 foram
identificados e 43 foram tentativamente identificados, conforme item 6 do Capitulo
lll. Para varios compostos apenas o grupo quimico mais provavel foi sugerido e os
restantes permaneceram néo identificados. A Tabela Il do Capitulo Il apresenta o
numero e a descricdo das folhas das trés espécies de eucalipto que foram
submetidas a HS-SPME e a hidrodestilagao.

A escolha da técnica de extragcdo deve basear-se no uso final do extrato. No
caso da hidrodestilacdo, o 6lec obtido tem sua aplicacdo na industria de fragrancias
e sabores. Alem disso, € um procedimento comum para o isolamento de odleos
essenciais também em nivel laboratorial *"* Contudo, quando se objetiva estudos
taxondmicos ou a investigagdo da presenca de possiveis infogquimicos produzidos
pela planta ou provenientes da sua interagdo com outros organismos,
invariavelmente, deve-se evitar técnicas que provoquem alteragdes quimicas
resultantes de temperatura, pH, etc.

A hidrodestilac&o é conhecida como uma técnica que provoca este tipo de
alteragdes na composicdo do dleo extraido.?™* Por outro lado, a HS-SPME & uma
técnica de extrac@o que pode ser realizada sob condigbes amenas, como pode ser
verificado nos itens anteriores. Para investigar as possiveis diferengas qualitativas
entre a composigdo do Oleo hidrodestilado e a composigdo do headspace de folhas
de eucalipto picados, folhas de E. citriodora, E. dunnii e E. saligna foram submetidas
a hidrodestilagdo e a HS-SPME conforme descrito nos itens 3 e 4 do Capitulo Il

De uma forma geral, a literatura registra a HS-SPME como uma técnica
excelente para analise qualitativa de volateis de plantas e frutas, a qual pode trazer
informagbes complementares as obtidas na destilaggo. %0215

Qualitativamente, os resultados obtidos através da hidrodestilacdo refletem a
composi¢céo do 6leo e aqueles obtidos por HS-SPME refletem a composicdo dos
compostos encontrados no headspace das folhas picadas, o que depende da
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volatilidade destes compostos e da afinidade de cada um pelo filme polimeérico, visto
que a SPME é uma técnica de equilibrio e a hidrodestilgdo uma técnica de extragio
exaustiva que emprega condicdes experimentais (temperatura, por exemplo) gue
podem resultar na producdo de artefatos *'%'" Uma das abordagens mais simples
e comumente empregada para apresentacdo dos resultados de analises de odleos
essenciais provenientes de destilagdo é a determinacdo direta do percentual de
cada componente da mistura, considerando-se o somatério total das areas dos
compostos como 100% e os fatores de resposta de cada classe de compostos
presentes, relativos ao detector empregado. Tendo em vista que, no caso da SPME,
as constantes de distribuicdo dos compostos investigados entre o fime e o
headspace (Kg) s&o diferentes para diferentes compostos, a razio entre areas de
picos cromatogréaficos de compostos que apresentam fatores resposta semelhantes
ndo representam a razdc das quantidades reais destes compostos no
headspace.®*'%” Sendo assim, a abordagem de determinacéo direta dos percentuais
de cada composto, conforme descrita para os dleos destilados, ndo é possivel.
Neste trabalho, os percentuais de area listados na Tabela VI objetivam apenas
retratar o perfil cromatografico em cada caso e propiciar a comparagao enire
extracdes feitas pela mesma técnica, visto que o objetivo proposto € qualitativo.

Tendo em vista a dessemelhanca inerente aos processos de SPME e de
hidrodestilacdo, diferencas qualitativas entre os resultados obtidos através das duas
técnicas s@o esperadas. Em alguns casos, entretanto, o nimero de compostos
obtidos por ambas as técnicas é aproximadamente o mesmo;'™ em outros, o
nimero de compostos detectado por destilagdo € maior do gque o encontrado por
HS-SPME como por exemplo na investigacdo de volateis de rizomas secos de
Rhodiola rosea.'™ Ainda em outro estudo, o nimero de compostos extraidos por
SPME foi maior do que aquele indicado pela literatura, como no caso de folhas
frescas de E. nicholii, E. globulus e E. citriodora.®’

Neste trabalho, 62 compostos foram detectados atraves de ambas as
técnicas de extragcdo utilizadas com as folhas de E. citriodora, 57 no odleo
hidrodestilado e 48 no headspace das folhas picadas.

O total de compostos detectados tanto através de HS-SPME das folhas
picadas, como de hidrodestilagdo de duas arvores de E. dunnii (arvores A e B) foi de
67 compostos. Oito destes estavam presentes apenas no headspace das folhas
picadas e outros oito somente nos oleos hidrodestilados.
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Um total de 62 compostos foi detectado no oleo hidrodestilado de E. saligna
e também no headspace de suas folhas picadas. Entre estes, 27 foram detectados
apenas no 6leo hidrodestilado e 4 somente através de HS-SPME. Os demais foram
extraidos por meio de ambas as tecnicas.

A Tabela VIl mostra resumidamente as diferencas qualitativas encontradas
entre o dleo hidrodestilado e o headspace das folhas picadas nas trés especies de
eucalipto em estudo. A Tabela IX apresenta estas diferencas de forma numeérica.
Neste texto a discussdo ficara restrita aqueles compostos cuja presenga se repetiu
em duas espécies efou agueles presentes em uma sO especie, mas cuja
contribuicdo percentual no total de compostos extraidos chegou proximo a 1% ou foi
maior do que isto.

De uma forma geral, ndo houve variagdo qualitativa entre os resultados
obtidos através de SPME para folhas juvenis totalmente expandidas e aguelas
parcialmente expandidas em uma mesma especie. As variagdes encontradas entre
estas folhas foram de carater quantitativo, pois a contribuigdo percentual de alguns
compostos variou nos diferentes tipos de folhas. A presenca intermitente de alguns
compostos no headspace de diferentes folhas de uma mesma espécie, ndo foi
levada em consideragdo nesta discussdo, quando a contribuig@o das areas destes
compostos relativamente ao total de areas do cromatograma foi menor do que 1%.

Da mesma forma, ndo houve variag8o gualitativa nos resultados obtidos
através de HS-SPME, nem no oleo destilado no caso das duas arvores de E. dunnii
investigadas. Entretanto, a contribuicdo de alguns compostos, mostrou-se variavel,
sendo alguns deles apenas encontrados através do uso de SPME, os gquais
apresentaram contribuicdo bem maior em E. dunnii B do que em E. dunnii A:
(E)-4,8-dimetil-1,3,7-nonatrieno (DMNT), B-cariofileno, germacreno D,
(E,E)-a-farneseno, (E.E)-4,8,12-tnmetil-1,3,7,11-tndecatetraeno (TMTT) e
(E,E E)-3,7,11,15-tetrametil-1,3 6,10,14-hexadecapentaeno (TMHP). E digno de nota
gue foi possivel verificar esta variagcdo no headspace das folhas picadas, enquanto

nos oleos destilados, o mesmo n&o foi constatado.
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Tabela VIII. Diferencas qualitativas encontradas nos cromatogramas provenientes
das extracbes do headspace de folhas de eucalipto picadas e dos dleos
hidrodestilados de folhas das mesmas arvores.

compostos n® _ E. citriodora __ E. dunnii E. saligna
HD SPME HD SPFME HD SPME

éster 1 +

ni T +

éster 13 +

éster 14

(E}-p-ocimeno 19 +

ni 20 +

ni 21

terpeno 23+

linalol 26 +

isovalerianato de isoamila 27 +

endo fenchol 29 + +

DMNT 30 + +

canfolenal g +

trans-pinocarveol 33 * +

(E)-p-terpineol 34 +

isoborneol ar +

isopinocanfona 38 +

pinocarvona a9 + -

bomeol 40 +

alcool monoterpénico 41 +

alcool monoterpénico 42 +

4-terpinenol 43 + +

8-pcimenol 44 + &

a-fterpineol 45 + +

monoterpeno oxigenado 46 +

monoterpeno oxigenado 47 +

trans-carveol 48 + +

cis-carveol 50 + +

ni 54 +

terpeno oxigenado 55 +

timol ou isdmero 56 +

timol ou isdmero 5T +

fenol substituido 58 +

eugenol 61 +

[i-burbonenc 64 +

p-elemeno 65 +

[f-cubebeno 67 +

éster aromatico 69 +

oi-gurjuneno 72 +

B-cariofileno T4 +

a-carniofileno a1 +

terpeno oxigenado 85 +

germacreno D 86 +

(E,E)-a-farneseno 91 + - +

sesquiterpenco 82 +

sesquiterpeno 104 +

TMTT 107 + -

espatulenol 108 + + +

sesquiterpeno 117 +

sesquiterpeno 118 + +

TMHP 120 -

Motas: A coluna designada *n™, apresenta os nUmeros comespondentes & Tabela V| e Figuras do Anexo A; +;
presenga do composto; nii ndo identificado; em verde & negrito: detectado nas 3 espécies de eucalipto, em azul e
negrito; deteciado em £ dunnif e E saligna, em vermelho: composto detectado em E citriodora e E safigna.
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Tabela IX. Nimero de compostos de folhas de eucaliptos detectados através de
hidrodestilacdo e de HS-SPME.

E. citiodora  E. dunnii E. saligna
hidrodestilacdo 57 59 58
HS-SPME 48 59 35
somente por hidrodestilac&o 14 8 27
somente por HS-SPME 5 8 4

As folhas utilizadas nas extragbes com HS-SPME apresentam
caracteristicas diferentes de tamanho e foram colhidas em distintas posices na
arvore, propiciando variabilidade e abrangéncia aos resultados, conforme mostra a
Tabela VI. A presencga de alguns compostos e intermitente. Nos casos em que a
presenca intermitente conta com a auséncia do respectivo composto em algumas
folhas da mesma espécie e a sua presenca significativa em outras folhas, esta
variabilidade pode estar indicando fungbes biologicas destes compostos
influenciadas por fatores ontogénicos efou exdégenos. As diferencas encontradas nas
analises feitas com folhas diferentes de uma mesma arvore mostram o potencial da
tecnica de HS-SPME para a investigacédo de variagbes entre folhas frescas ex sifu,
devidas a parametros ambientais ou endogencos. Sabe-se que fatores como
posicionamento das folhas na arvore, idade, intensidade de luz solar, sombra, etc,
podem redundar em diferengas entre os 6leos das mesmas efou de suas emissdes
volateis.'™®

Uma das conclusGes da investigacdo dos volateis de Mentha sachalinensis
feito por Rohloff, € que a técnica de HS-SPME pode dar informagbes mais
detalhadas sobre compostos terpendides menos importantes presentes no
headspace desta p:-!anta.ﬂ3 No presente trabalho, no entanto, foi possivel detectar
compostos diferentes daqueles encontrados através de hidrodestilagcdo, para os
quais, sugere-se uma possivel fungdo na folha de eucalipto. Estes possiveis papéis
infoquimicos sugeridos tém por base a literatura consultada e o comportamento
destes compostos tanto na extragdo do headspace das folhas picadas como das

folhas in situ. Uma explicagdo provavel para que o autor mencionado no tenha
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encontrado diferencas qualitativas mais significativas utilizando HS-SPME € que os
seus trabalhos tratam de plantas secas, enquanto este trabalho foi desenvolvido
com pedacos de folhas picadas ainda vivas e folhas in situ.

O mesmo autor, em outro dos seus trabalhos, menciona que, comparando-
se os percentuais de area dos picos obtidos por hidrodestilacio e agueles obtidos
por HS-SPME, observa-se uma fragdo mais rica em sesquiterpendides no
cromatograma resultante da HS-SPME do que no da hidrodestilagdo.'® Outros
pesquisadores reafirmam esta conclusdo.®” Este trabalho também confirma esta
constatagdo, visto que foram encontrados hidrocarbonetos sesquiterpendides
através de SPME que ndo foram detectados no dleo destilado das mesmas arvores
(Tabela VIIl). A contribuicho de alguns destes hidrocarbonetos é variavel nas
diferentes folhas investigadas, conforme mostra a Tabela VI. Como ja foi
mencionado anteriormente, isto pode estar indicando que a planta produz e/ou libera
estes compostos em funcdo de sua fase de desenvolvimento ou de fatores externos
que possam provocar reagdes na planta. Entretanto, 2 compostos néo identificados
que eluem na regido dos sesquiterpenos oxigenados, foram encontrados apenas no
oleo destilado. A Figura 25 apresenta a regido do cromatograma onde eluem
hidrocarbonetos sesquiterpencides de E. dunnii encontrados apenas atraves de
HS-SPME e a Figura 26 amplia parte desta regido do cromatograma para facilitar a
visualizac@o dos picos.
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Figura 25. Fracdo do cromatograma do ion total obtido por HS-SPME de folhas
picadas de E. dunnii e por hidrodestilacdo das folhas, salientando a regido onde
eluem os sesquiterpenos ndo detectados por hidrodestilag@o (picos preenchidos em
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Figura 26. Fragdo do cromatograma do ion total obtido por HS-SPME de folhas
picadas de E. dunnii, salientando a regido onde eluem 5 sesquiterpenos (picos

preenchidos em preto) que ndo foram detectados no dleo hidrodestilado. condigses
cromatograficas descritas na Tabela IV,
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Trés compostos, cujas fragmentagbes no espectromefro de massas
apresentam um padrac semelhante, foram encontrados apenas no headspace das
folnas picadas de eucaliptos e foram tentativamente identificados como
(E)-4,8-dimetil-1,3,7-nonatrieno (DMTN - Figuras 27, 30 e 31), seu homélogo
superior (E,E)-4,8,12-trimetil-1,3,7,11-tridecatetraeno (TMTT) (Figura 28) e
(E.E,E)-3,7,11,15-tetrametil-1,3,6,10,14-hexadecapentaeno (TMHP) (Figuras 25 e
29). A identificagBo dos dois primeiros compostos ndo é tarefa facil, pois os
espectros de massas dos mesmos ndo estdo incluidos nas bibliotecas de espectros
utilizadas neste trabalho e também porque outros compostos incluidos nestas
bibliotecas (perileno e dendrolasina), possuem espectros de massas semelhantes e
indices de retencdo (LTPRI) muito préximos na coluna cromatogréafica HP-
5MS.?%2'% A dendrolasina é conhecida como feroménio de alarme da formiga Lasius

217218

fuliginosus Latr., além de fazer parte da fragrancia floral do girassol, do aroma

da orquidea Listera ovata® e da fragrancia das folhas de dama da noite,'™”

A Figura 27 mostra a semelhanga do espectro de massas do DMNT e do
perileno e a Figura 28 apresenta a semelhanca dos espectros de massas do TMTT e
da dendrolasina. Para melhor compreensdo da identificacdo tentativa destes
compostos, s80 descritos a seguir os critérios empregados pelo algoritmo de
pesquisa do equipamento GC/ITMS Saturn 4D na busca dos espectros de massas
mais semelhantes aos desconhecidos, na biblioteca de espectros de massas:

Pureza (P): O algoritmo mede a semelhanca entre os espectros de massas
do composto na amostra e os espectros de massas da biblioteca NIST 98. Valores
acima de 700 s&o considerados aceitaveis.

Conformidade (F do inglés “fit"): O algoritmo efetua uma medida que reflete
quantos fragmentos do espectro de massas do composto desconhecido estdo
contidos nos espectros de massas da biblioteca, levando também em consideragéo
a intensidade dos picos.

Conformidade reversa (RF do inglés “reverse fit'): O algoritmo efetua uma
medida que reflete o nimero de fragmentos dos espectros de massas da biblioteca
que estdo contidos no espectro de massas do composto desconhecido, levando
também em consideracéo a intensidade dos picos.

Os resultados obtidos através da busca automatica dos espectros de
massas mais semelhantes aos desconhecidos no GC/ITMS Saturn 4D foram: P 762,
F: 827, RF: 808 para DMNT e P: 803, F: 890, RF: 803 para TMTT. Os mesmos
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parametros obtidos para dendrolasina e perileno apresentaram valores. Estes
resultados confirmam a identificacdo tentativa de DMNT e TMTT.

O terpeno identificado como DMNT foi também encontrado nas emissdes
gasosas de E. saligna e E. dunnii durante dois dias de amostragem in sifu e 0o TMTT
foi detectado no 3° dia de amostragem de folhas de E. saligna in situ, conforme
relato no item 3.2.2 deste Capitulo. Sabe-se que estes compostos apresentam um
alto impacto ecolégico e as consideragbes feitas no item citado podem também ser
estendidas aos experimentos realizados com folhas picadas, visto que a presenca
destes compostos no headspace das folhas de E. dunnii e E. saligna e sua auséncia
no oleo hidrodestilado pode estar indicando uma possivel fungcdo bioldgica dos
mesmos.*"®

O espectro de massas do terceiro composto que aparece no headspace das
folhas de E. dunnii com ion base 69 esta na Figura 29, juntamente com o espectro
do TMHP. Este composto terpendide, que elui na regido dos sesquiterpenos
oxigenados da Figura 25, pode ser tentativamente identificado como TMHP ou
isomero deste, visto que o seu espectro de massas apresentou-se semelhante ao
deste composto, conforme mostra a Figura 29. Os valores de P, F e RF para este
composto foram 803, 922 e 922, respectivamente. E interessante observar a
semelhanca estrutural entre (E)-f-ocimeno, (E, E)-a-farneseno e TMHP. A presenca
desta série homologa no headspace das folhas de eucalipto picadas e/ou das folhas
in situ pode, possivelmente, estar fornecendo informagdes que auxiliem no estudo
da biogénese de alguns destes compostos.
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Figura 27. Espectro de massas de composto emitido por folhas picadas de E. dunnii

e E. saligna (A) comparado aos espectros de massas do DMNT (B) e perileno (C).
Espectros de massas do DMNT e perileno obtidos em GC/MS de quadrupolo Finnigan MAT
gentilmente cedidos pelo Dr. M. A. Posthumus da Universidade de Wagenigen.
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Figura 28. Espectro de massas de composto emitido por folhas de E. dunnii e E.
saligna picadas (A) comparado aos espectros de massas do TMTT (B) e

dendrolasina (C). Espectros de massas do TMTT e dendrolasina obtidos em GC/MS de

guadrupolo Finnigan MAT, gentiimente cedidos pelo Dr. M. A. Posthumus da Universidade de
Wagenigen.
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Figura 29. Espectro de massas de um composto terpendide detectado
somente atraves de SPME (A) comparado ao espectro de massas do TMHP (B).
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Figura 30. Cromatograma do ion total, salientando a presenca do pico
cromatografico correspondente ao DMNT que foi detectado apenas através de
HS-SPME em E. dunnii e E. saligna e 7 outros picos dos compostos oxigenados

detectados no dleo hidrodestilado de E. dunnii. condictes cromatograficas descritas na Tabels IV
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Figura 31. Cromatograma do ion total, salientando a presengca do pico
cromatografico correspondente ao DMNT que foi detectado apenas através de HS-
SPME em E. dunnii e E. saligna e 17 outros picos dos compostos oxigenados
detectados no oleo hidrodestilado de E. saligna. condigges cromatograficas descritas na Tabeta IV.

Capitulo IV — Resultados e Discussdo 98




lese de Doutorade — Claudia Alcaraz Zini

O composto (E E)-«-farmeseno foi detectado no headspace das folhas
picadas das trés espécies de eucalipto, mas nio o foi nos dleos hidrodestilados. A
literatu