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RESUMO

Oleos essenciais sdo misturas complexas de substancias organicas da familia
quimica dos terpenos e compostos aromaticos extraidas de plantas, as quais
possuem grande importancia comercial devido as suas diversas aplicacbes nos
setores industriais farmacéutico, de alimentos, fragrancias e cosmeéticos associadas
com suas propriedades organolépticas e bioldgicas. Além das propriedades ja citadas,
estes materiais também s&o luminescentes e estudos recentes encontrados na
literatura citam o potencial uso desta propriedade para a detecgao de 6leos essenciais
em diferentes matrizes, para o diagnostico por imagem de frutos ou in vivo e para a
investigacado das interagdes intermoleculares (sinergismos) dos seus componentes,
as quais se mostram cruciais para o entendimento dos seus mecanismos de agao
biolégica. No entanto, ainda ndo existem estudos a respeito da luminescéncia destes
materiais e seus mecanismos. Dentro deste contexto, este trabalho almeja medir,
analisar e compreender o espectro de fotoluminescéncia de diferentes tipos de 6leos
essenciais e discutir suas potenciais aplicagdes citadas na literatura. Seis tipos de
Oleos essenciais foram escolhidos para este estudo devido as suas diferentes
composicoes e suas importancias comerciais: citronela (Cymbopogon winterianus),
eucalipto citriodora (Eucalyptus citriodora), menta japonesa (Mentha arvensis), botao
de cravo (Syzygium aromaticum), laranja amarga (Citrus aurantium) e bergamota
(Citrus bergamia). Além da medida de fotoluminescéncia com comprimento de onda
de excitagao no visivel (474 nm), cromatografia gasosa acoplada com espectroscopia
de massa e espectroscopia de absorg¢ao no ultravioleta e visivel sao utilizadas como
medidas complementares para avaliagao da composi¢ao e das propriedades oOpticas
das amostras estudadas, respectivamente. Além dos 6leos essenciais citados, alguns
dos seus principais componentes e misturas entre estes componentes foram
analisados. Os resultados obtidos com a técnica de absorbancia mostraram que todas
as mostras de 6leos essenciais avaliadas possuem fortes interagdes intermoleculares
no seu estado fundamental, as quais se apresentam na forma de efeitos batocrémicos.
As medidas de fotoluminescéncia revelaram que todos os componentes isolados
avaliados neste estudo apresentam emissdes estreitas e intensas na regiao de 550-
555 nm, sendo que alguns destes compostos também apresentam a formagao de
excimeros. O espectro de fotoluminescéncia dos Oleos essenciais demonstrou
interagdes entre alguns dos seus componentes no estado excitado com excimeros de
outros componentes, resultando em um aumento das suas intensidades de emissao.
Algumas amostras tiveram suas emissdes intensificadas pelo fendmeno de
fluorescéncia por transferéncia ressonante de energia devido aos seus fortes efeitos
batocromicos. Em alguns sistemas, o espectro de fotoluminescéncia se mostrou muito
sensivel a presencga de pequenas quantidades de algum componente especifico, com
destaque para a clorofila presente nos 6leos citricos analisados. Os resultados obtidos
reafirmam o potencial do uso da fotoluminescéncia de Oleos essenciais para sua
deteccao ou no diagnostico por imagem. Para a investigagdo dos sinergismos entre
seus componentes, a técnica de absorg¢ao no ultravioleta e visivel mostrou-se mais
eficiente.

Palavras-chave: Oleos essenciais. Fotoluminescéncia. Espectroscopia. Sinergismos.
Diagnéstico por imagem.



ABSTRACT

Essential oils are complex mixtures of organic substances from the terpenes
and aromatic compounds chemical families extracted from plants which are of great
commercial importance due to their diverse applications in the pharmaceutical, food,
fragrance and cosmetic industries associated with their organoleptic and biological
properties. In addition to these properties, these materials are also luminescent and
recent studies found in the literature point the potential use of this property for the
detection of essential oils in different matrices, for fruits or in vivo imaging and for the
investigation of their components intermolecular interactions (synergisms), which are
crucial for understanding their mechanisms of biological action. However, there are no
studies about the luminescence of these materials and their mechanisms. Thus, this
work aims to measure, analyze and understand the photoluminescence spectrum of
different types of essential oils and discuss their potential applications cited in the
literature. Six types of essential oils were chosen for this study due to their different
compositions and their commercial importance: citronella (Cymbopogon winterianus),
eucalyptus citriodora (Eucalyptus citriodora), Japanese mint (Mentha arvensis), clove
bud (Syzygium aromaticum), bitter orange. (Citrus aurantium) and bergamot (Citrus
bergamia). In addition to the photoluminescence measurements with a visible light
excitation wavelength (474 nm), gas chromatography coupled with mass spectroscopy
and ultraviolet and visible absorption spectroscopy were used as complementary
measures to evaluate the composition and optical properties of the studied samples,
respectively. In addition to the essential oils mentioned, some of their main
components and mixtures between these components were analyzed. The results
obtained with the absorbance technique showed that all samples of evaluated
essential oils have strong intermolecular interactions in their fundamental state, which
were presented as batochromic effects. Photoluminescence measurements revealed
that all the isolated components assessed in this study have narrow and intense
emissions in the region of 550-555 nm, and some of these compounds also have
shown excimer formation. The photoluminescence spectrum of the essential oils
demonstrated interactions between some of their components in the excited state with
other components excimers, resulting in increased emission intensities. Some samples
had their emissions intensified by the resonant energy transfer fluorescence
phenomenon due to their strong batochromic effects. In some systems, the
photoluminescence spectrum was very sensitive to the presence of small amounts of
some specific component, highlighting the chlorophyll presence in the assessed citrus
oils. These results reaffirm the potential of using essential oils photoluminescence for
its detection or imaging. For the investigation of synergisms between its components,
the ultraviolet and visible absorption technique was found to be more effective.

Keywords: Essential oils. Photoluminescence. Spectroscopy. Synergisms. Imaging.
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1 INTRODUGAO

Oleos essenciais (OEs) sdo misturas complexas de compostos organicos
volateis que tém sido amplamente utilizadas pela humanidade devido as suas
mesmas propriedades apresentadas na natureza, como por exemplo, seus fortes
odores e propriedades antissépticas. Dentre os milhares de OEs conhecidos, cerca
de 300 deles apresentam importancia comercial, especialmente para as industrias dos
setores farmacéutico, agrondmico, alimenticio, sanitario, cosmético e de fragrancias
(BAKKALI et al., 2008).

OEs podem ser comercializados na sua forma bruta ou beneficiada,
fornecendo substancias purificadas como o limoneno, citral, citronelal, eugenol,
mentol e safrol (CRAVEIRO & QUEIROZ, 1993; SILVA-SANTOS et al., 2008). Nas
ultimas décadas o mercado de OEs cresceu e se fortaleceu com as descobertas das
suas propriedades terapéuticas, aplicadas para a aromaterapia (EDRIS, 2007), e
fisiologicas, usadas na medicina (BAKKALI et al., 2008). Somado a esses avangos, a
demanda refinada das grandes industrias por produtos de origem natural, visando a
obtencao de produtos finais mais saudaveis e atrativos para o consumidor, também
alavancou este mercado (BAIN & COMPANY, GAS ENERGY, 2014).

No ano de 2016 o mercado global de OEs foi contabilizado em US$ 5,91
bilhdes, com previsdo de atingir US$ 12,85 bilhdes em 2023 (STATISTICS - MARKET
RESEARCH CONSULTING, 2017). Devido ao seu mercado promissor e aos seus
baixos rendimentos de extragédo (em torno de 1%, em média), OEs s&o considerados
produtos valiosos (MBOGNING FEUDJIO et al., 2017) e, como consequéncia disso,
existem diversas preocupacodes praticas no controle de qualidade desses produtos por
parte de seus fabricantes e compradores. Com todo este cenario animador, o
interesse cientifico acerca destes materiais também é crescente, conforme podemos

constatar na analise cienciométrica presente no grafico da Figura 1.
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Figura 1 — Numero de registros de publicagbées que contém o termo “essential oil(s)” na base de
dados Web of Science — Colegao Principal entre os anos 1995-2018.
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Fonte: Adaptado de Web of Science — Colegao Principal.

O sinergismo entre alguns dos seus componentes mostra-se, diversas vezes,
crucial na compreensao dos seus mecanismos de ag¢ao, com destaque para suas
aplicagdes biolégicas (ARAUJO et al., 2016; BAKKALI et al., 2008; DAWIDOWICZ &
OLSZOWY, 2014; FRANZIOS et al., 1997; IPEK et al., 2005; LEE & SHIBAMOTO,
2001; OJEDA-SANA et al., 2013; SAFAEI-GHOMI et al., 2009; WANG et al., 2008;
WANG et al., 2012). Além disso, a investigacao de propriedades fisicas destes
compostos, como a fotoluminescéncia, pode estar associada a aplicacdes inéditas ou
ainda pouco exploradas destes produtos (BOSCHI et al., 2011; KUNG et al., 2014).
Portanto, analises que contemplem e/ou investiguem os diferentes tipos de OEs e as
interacdes intermoleculares dos seus componentes podem ser uteis para os diversos
setores de pesquisa e da industria que lidam com esses produtos.

A luminescéncia molecular € um fendmeno 6ptico caracterizado pela emisséo
de luz por moléculas. Tal fendmeno ocorre quando determinadas moléculas retornam
ao seu estado fundamental apés terem sido excitadas, havendo a promocg¢ao dos
elétrons de valéncia de um orbital menos energético para um orbital de maior energia.
No caso em que a excitagdo da molécula luminescente € causada pela absorgao da
energia de um féton de origem externa, , esse fendbmeno é justamente a supra citada

fotoluminescéncia (PL, do inglés Photoluminescence) (SKOOG, 2007).



23

A PL, que é caracteristica de diversos materiais, € conhecida e explorada pela
ciéncia desde a segunda metade do século XIX, e atualmente tem importéncia para
diversos campos da ciéncia e da tecnologia, dentre eles podemos citar a fisica,
quimica, ciéncia dos materiais, biologia e medicina (VALEUR & BERBERAN-
SANTOS, 2011).

A espectroscopia de fotoluminescéncia molecular é um tipo de medida
experimental que faz o uso desse fenbmeno. Ela possui aplicacbes no campo de
analises qualitativas (espectros caracteristicos) e quantitativas de compostos
luminescentes, sendo possivel a detecgdo de substancias com alta especificidade e
valores de limites de deteccdo na ordem de partes por bilhdo (VALEUR &
BERBERAN-SANTOS, 2011).

Na década de 90 foi realizado o primeiro estudo que investigava o uso da
fotoluminescéncia como ferramenta de distingao entre diversos tipos de resinas
naturais (as quais possuem componentes quimicos semelhantes aos OEs) e outros
compostos organicos comumente encontrados em pinturas (LARSON et al., 1991).
Na mesma década, também foi estudada a luminescéncia do eugenol e do anetol,
moléculas organicas comumente encontradas em OEs, com a intengao de utilizar
essa propriedade na analise quantitativa destes compostos (OCHOCKA et al., 1992).

Depois de quase duas décadas sem trabalhos relevantes nesta area para
estes materiais, 0 assunto recebeu atengdo novamente com estudos que avaliaram o
uso da fotoluminescéncia de OEs para diversos usos, tais como:

- Deteccao de OEs na composigdo de medicamentos (APRAJ et al., 2011);

- Utilizagdo de OEs como marcadores ou rastreadores biolégicos (BOSCHI et
al., 2011; KUNG et al., 2014);

- Avaliagdo da estabilidade de OEs (RAILEANU et al., 2013);

- Distincao entre OEs semelhantes (MBOGNING FEUDJIO et al., 2014);

- Ferramenta para a compreensao de mecanismos de agao biolégica dos OEs
(ARAUJO et al., 2016);

- Investigacao de adulteragdao em OEs (MBOGNING FEUDJIO et al., 2017).

Além disso, medidas de espectrofotometria na faixa do ultravioleta e visivel
(Abs-UV/Vis) podem aparecer como analises complementares em alguns estudos de
PL (RAILEANU et al., 2013; ARAUJO et al., 2016).

A espectrofotometria corresponde a medida quantitativa da absorgao de luz

por diferentes meios. Ela € o método de analises Optico mais utilizado em
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investigacdes bioldgicas e fisico-quimicas. A espectrofotometria também ser usada
para analises qualitativas na identificagdo de algumas moléculas orgéanicas (SKOOG,
2007).

A cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-MS, do
inglés Gas Chromatography—Mass Spectrometry) também se apresenta como uma
medida importante nos estudos sobre OEs. Este método de separacéo e identificagao
de componentes de misturas volateis € comumente utilizado na avaliagdo da
composicao quimica de OEs (DO et al., 2015; TUREK & STINTZING, 2013).

No entanto, mesmo com a PL dos OEs apresentando resultados promissores
e diversas possiveis aplicagdes, sao poucos os estudos que avaliam de uma maneira
mais detalhada esta propriedade. Na verdade, € comum encontrar mengdes de
autores a respeito da falta de compreensao que existe a respeito do tema (BOSCHI
et al., 2011; KUNG et al., 2014; MOMIN et al., 2012).

Dessa forma, este trabalho se propde a preencher algumas dessas lacunas
de conhecimento através da medigdo e analise da PL de diferentes tipos de OEs,
visando uma discussao a respeito da viabilidade das suas aplicacdes indicadas na
literatura.

As técnicas de GC-MS e Abs-UV/Vis também serao utilizadas como medidas
complementares nesse estudo, tanto para a caracterizacdo das amostras de OE
estudadas, quanto para o melhor entendimento da sua fotoluminescéncia,

respectivamente.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 OLEOS ESSENCIAIS

OEs sao compostos volateis, naturais e complexos caracterizados por um
odor forte. Podem ser sintetizados por todos os 6rgaos de plantas aromaticas como
metabdlitos secundarios. Eles sao liquidos, volateis, limpidos, raramente coloridos,
lipossoluveis, soluveis em solventes organicos e geralmente apresentam densidade
menor que a da agua. Na natureza, OEs desempenham um importante papel na
protecao de plantas como bactericidas, antifungicos, antivirais, inseticidas e também
agem contra os animais herbivoros, diminuindo seus apetites pelas plantas em
questdo. Eles também podem ser responsaveis por atrair alguns insetos que atuam
na proliferacdo de pdlen ou repelir aqueles que sao indesejaveis (BAKKALI et al.,
2008).

Existem diversos métodos para a extracdo de OEs, o mais comum é a
hidrodestilagdo, ou também chamada de destilagdo por arraste de vapor. Outros
métodos que também podem ser citados sao: prensagem a frio, extragao com didxido
de carbono supercritico ou micro-ondas (REVERCHON & MARRONE, 1997;
LUCCHESI et al., 2004; BIZZO et al., 2009).

2.1.1 Composicao quimica

O OE extraido pode apresentar variagdbes em qualidade, quantidade e
composi¢ao de acordo com o clima e solo no qual sua planta é cultivada, ou ainda de
acordo com o 6rgao e/ou idade da planta utilizada.

OEs podem conter de 20-60 componentes em concentracbes muito
diferentes. No entanto, eles sdo caracterizados por 2 ou 3 componentes majoritarios
que possuem concentragdes consideravelmente mais altas (20-70%) quando
comparados com outros constituintes que apresentam apenas tragos na composigao.

Geralmente, estes componentes majoritarios determinam as propriedades
biolégicas dos OEs. Seus componentes pertencem a dois grupos de diferentes
origens biosintéticas. O principal grupo € composto por terpenos e terpendides, ja o
segundo grupo € constituido de substancias aromaticas e alifaticas, todos

caracterizados por pequenas massas moleculares (BAKKALI et al. 2008).
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2.1.1.1 Terpenos

O grupo dos terpenos formam classes com diferentes estruturas e
funcionalidades. Eles s&o sintetizados a partir de combinag¢des de diversas unidades
de 5 carbonos (Cs) chamadas isopreno. Os principais terpenos sdo os chamados
monoterpenos (C1o) e sesquiterpenos (C1s5). Um terpeno que possua atomos de
oxigénio na sua estrutura € chamado de terpendide.

Os monoterpenos e monoterpendides sao formados a partir da combinacao
de duas unidades de isopreno (C10). Estas moléculas constituem cerca de 90% dos
OEs, desta forma, sdo consideradas as mais representativas nesse aspecto e
permitem uma grande variedade de estruturas e apresentam diversas fungodes
organicas como carbonetos aciclicos (e.g. mirceno), monociclicos (e.g. terpinenos) ou
biciclicos (e.g. pinenos), alcoois aciclicos (e.g. geraniol, linalol, citronelol),
monociclicos (e.g. mentol, isopulegol) ou biciclicos, aldeidos aciclicos (e.g. geranial,
neral, citronelal), cetonas aciclicas, monociclicas (e.g. mentona) ou biciclicas, ésteres
aciclicos (e.g. acetato de linalina), monociclicos (e.g. acetato de mentila) ou biciclicos,
éteres, peroxidos e fendis. Quando uma dessas moléculas apresenta isomeria optica,
a mistura racémica dos enantibmeros é frequentemente encontrada nos OEs de
diversas plantas. Ja os sesquiterpenos sdo formados a partir de trés unidades de
isopreno (C1s). A extensdo das suas cadeias aumenta o numero de ciclizagdes, fato
que permite a existéncia de uma grande variedade de estruturas. As estruturas e
funcdes existentes nos sesquiterpenos sao similares aquelas encontradas nos
monoterpenos, como carbonetos (e.g. B-cariofileno), alcoois, cetonas e epodxidos
(BAKKALI et al. 2008). Alguns exemplos de substancias pertencentes a estes grupos

podem ser vistos na Figura 2.
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Figura 2 — Exemplos de terpenos e suas estruturas quimicas. Da esquerda para direita: limoneno
(monoterpeno monociclico), geraniol (monoterpendide aciclico), mentona (monoterpendide
monociclica) e cariofileno (sesquiterpeno ciclico).

Limoneno Geraniol Mentona Cariofileno
(C10H18) (C10H180) (C10H120) (C15H24)

)\\W
OH

Fonte: Adaptado de ChemSpider.

2.1.1.2 Compostos aromaticos

Derivados do fenilpropano, os componentes aromaticos ocorrem com menor
frequéncia do que os terpenos. As rotas biosintéticas correspondentes aos terpenos
e derivados fenilpropandicos geralmente ocorrem separadamente nas plantas, no
entanto, elas podem coexistir em algumas delas com alguma das rotas se
sobressaindo. Dentre os componentes aromaticos temos aldeidos, alcoois, fenodis
(e.g. eugenol), ésteres benzoato (e.g. acetato de eugenila), entre outros (BAKKALI et

al. 2008). Exemplos destes compostos aromaticos podem ser vistos na Figura 3

Figura 3 — Exemplos de compostos aromaticos e suas estruturas quimicas.

Eugenol Acetato de Eugenila
(C10H1202) (C12H1403)
/ o
>
o}
/
HO o— \

Fonte: Adaptado de ChemSpider.
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2.1.2 Controle de qualidade

De acordo com a definicdo dada pela Organizagdo Internacional de
Normalizacao (ISO, do inglés International Organization for Standardization), o termo
“Oleo essencial” é reservado para um “produto obtido a partir de matéria prima vegetal
bruta (sem preparacao) através de destilacdo por agua ou vapor, ou a partir do
epicarpo de frutas citricas por processos mecéanicos ou destilagao a seco” (ISO 9235,
1997), ou seja, obtengdo por meios exclusivamente fisicos. Desta forma, a maioria
dos OEs disponiveis comercialmente sdo obtidos por hidrodestilagao. Padrdes fisicos
de OEs séao especificados pela Associagao Francesa de Normalizagdo (AFNOR) e
também pela ISO. Além disso, OEs para fins medicinais também precisam estar de
acordo com a Farmacopeia nacional ou internacional (TUREK & STINTZING, 2013).

Devido ao fato de que muitos dos componentes de OEs pertencem ao mesmo
grupo quimico, eles se convertem facilmente uns nos outros através de reagdes de
oxidagao, isomerizagao, ciclizagdo ou desidrogenagao (TUREK & STINTZING, 2013).

Como dito anteriormente, OEs sao produtos de alto valor agregado e seus
precos muitas vezes sao consideravelmente maiores do que materiais de origem
sintética. Devido a esse fato, diversos casos de adulteragéo ja foram constatados
(REMAUD et al., 1997). A Autenticidade pode ser definida como a auséncia de
adulteragao, indicando a inexisténcia de corpos estranhos ou materiais de outra
origem, mas também sugere a auséncia de impurezas em um material bruto
(MARRIOTT et al., 2001). Dessa forma, a autenticidade € um assunto importante para
consumidores. Do ponto de vista regulatério, padrdes de qualidade vém sido
estabelecidos pelas exigéncias de rétulos que especifiquem a composicéo quimica de
cada oleo essencial. Do ponto de vista econdmico, a autenticagcdo € de importancia
critica para evitar concorréncias injustas que podem desestabilizar o mercado e
prejudicar o processo produtivo de economias locais, ou até nacionais (CORDELLA
et al., 2002).

Uma vez que terpenos/terpendides tendem a ser volateis e termolabeis e
podem ser facilmente oxidados ou hidrolisados dependendo das suas respectivas
estruturas, € compreensivel que a composigdo quimica de OEs seja, além de outros
fatores, dependente do processamento e armazenamento da matéria prima vegetal,
do processo de extragao e do posterior manuseio do 6leo, pois uma vez desprovidos

dos seus compartimentos protetores da matriz vegetal, OEs ficam mais dispostos a
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danos oxidativos, transformagdes quimicas ou reagdes de polimerizagcdo. Estes
processos de envelhecimento, geralmente, vém acompanhados de uma perda de
qualidade (TUREK & STINTZING, 2013).

A degradacao de OEs depende de varios fatores externos, tais como a
luminosidade, temperatura e acessibilidade a oxigénio atmosférico. Além disso, a
composi¢cao do Oleo, estrutura dos compostos e a presenca de impurezas também
regem sua estabilidade (TUREK & STINTZING, 2013).

Radiagcédo ultravioleta (UV) e visivel (Vis) sdo responsaveis por acelerar
processos de auto oxidagao por acarretar a eliminagao de hidrogénio que resulta na
formacao de radicais do tipo alquil (CHOE & MIN, 2006). Além disso, a iluminagao
também possui um papel crucial no processo de foto oxidagao que ocorre na presenca
de oxigénio atmosférico e agentes organicos sensibilizantes como clorofilas ou
porfirinas, os quais normalmente estdo ausentes em OEs extraidos por
hidrodestilagdo (BACKTORP et al., 2006; HAMILTON et al., 1997).

A temperatura do meio também influencia de forma pronunciada a
estabilidade dos OEs em diversos aspectos. Geralmente, reagdes quimicas sio
aceleradas pelo fornecimento de calor e, uma vez que reagdes de oxidagao estao
entre as principais causas da deterioragcao de OEs, se ndo as mais frequentes, é ébvio
que o0 acesso a oxigénio também desempenha um papel decisivo na sua estabilidade
(TUREK & STINTZING, 2013).

Quando se trata de adulteragbes em OEs, existem alguns casos que merecem
atencao especial como a adi¢gao de 6leos vegetais e/ou solventes de densidade similar
para diluigdo e ganho de volume; adicdo de componentes especificos de origem
sintética ou mesmo natural para atender os padrdes estabelecidos; e adicdo de outro
Oleo essencial de caracteristicas organolépticas similares e preco inferior (DO et al.,
2015).

A adulteracao também pode acontecer pela mistura de diferentes OEs obtidos
pela extracdo de diferentes partes da mesma planta. Outro caso de adulteragao
grosseira pode ocorrer pela apresentacdo de um Oleo sintético (mistura de
componentes sintéticos que se assemelha a formula de um OE natural) sob o selo de
um produto de origem natural (mais valioso) (DO et al., 2015).

Portanto, levando em consideragao que as diversas aplicagdes dos OEs estao
relacionadas com uma grande variedade de componentes que compde cada tipo, sao

necessarias analises minuciosas para comprovar a qualidade e autenticidade dos
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mesmos. A determinacao de diversos parametros como densidade relativa, rotagao
oOptica, indice de refracao, ponto de fusdo, ou analises de componentes especificos
estao presentes na Farmacopeia Europeia para controle de pureza. Por questdo de
rotina, analises sensoriais sdo naturalmente apropriadas, tais como a verificagdo do
odor caracteristico ou, embora menos comum, do sabor (PUDIL et al., 1998).

De maneira geral, métodos cromatograficos acoplados a diferentes modos de
deteccdo sdo usados para investigar a composicao e OEs, oferecendo informagdes a
respeito da identidade, possiveis impurezas ou adulteragdes, bem como reagdes de
degradacao que o 6leo possa ter sofrido (DO et al., 2015; TUREK & STINTZING,
2013).

A cromatografia gasosa (GC), geralmente, € a técnica escolhida hoje em dia
para examinar a complexa mistura que um OE representa. Este método é
naturalmente apropriado para a analise de fragrancias devido a volatilidade destes
produtos. GC é um processo de separagao caracterizado por um elevado numero de
pratos tedricos, resultando em uma separacdo excepcional de compostos. A
separacao por GC é entdo combinada com algum método de detecgéo, geralmente
por ionizagao de chama (FID, do inglés Flame lonization Detector) ou espectrometria
de massa (MS, do inglés Mass Spectrometry), que se mostram adequados para
determinagao de terpenos/terpendides. Mesmo assim, este tipo de analise é limitado
a um numero relativamente pequeno de compostos com temperaturas de ebulicao
abaixo de 350-400 °C que se mantém estaveis sob vaporizacio e sob as temperaturas
de separacao. Na realidade, diversas alteracdes estruturais de compostos termolabeis
ou menos volateis presentes em OEs durante analises de GC sao reportadas na
literatura (TUREK & STINTZING, 2013).

Por outro lado, cromatografia liquida de alta performance (HPLC, do inglés
High-Performance Liquid Chromatography) tem se mostrado um método versatil e
sensivel para a deteccao de compostos volateis, ndo volateis e termolabeis de OEs
(DO et al., 2015; TUREK & STINTZING, 2013). Somado a isso, a técnica de HPLC
também vem se mostrando util na deteccao de adulterantes em OEs. No entanto, seu
preco mais elevado, somado a inexisténcia de um banco de dados bem estabelecido,
ainda limita sua aplicagao (DO et al., 2015).

Além dos métodos cromatograficos mencionados, analises enantiosseletivas,
espetroscopia de massa de relagao isotropica e, embora menos usuais, analises

vibracionais, também sao usadas para identificar adulteragbes (DO et al., 2015).



31

De maneira geral, quando se trata de controle de qualidade de OEs, técnicas
que nao fornecem uma separacdo dos diferentes componentes presentes no 6leo
perdem em sensibilidade e séo limitados para quantificagoes. Além disso, a existéncia

de um banco de dados bem consolidado também é desejada (DO et al., 2015).

2.1.3 Oleo essencial de Citronela (Cymbopogon winterianus)

A citronela é uma planta perene largamente cultivada nas regides tropicais do
planeta em fungado das suas propriedades aromaticas. O cultivo de citronela do tipo
Cymbopogon winterianus possui destaque no mercado brasileiro devido a grande
procura pelo seu OE, tanto no mercado interno quanto para exportacao. Até 1989 era
0 4° OE mais comercializado no Brasil e até 1993 o OE de citronela estava presente
entre os 18 principais OEs do mercado mundial (BIZZO et al., 2009; ROCHA et al.,
2000). OEs de plantas do género Cymbopogon geralmente sao extraidos por vapor
ou hidrodestilagao das partes aéreas da planta, como folhas e flores (GANJEWALA,
2009).

OEs de citronela sao largamente utilizados pelas industrias de perfumes,
sabdes, cosmética e farmacéutica devido as suas propriedades antissépticas,
antiespasmadicas, diuréticas e febrifugas. Atividades biolégicas como repelente de
insetos também podem ser encontradas. Além disso, este 6leo € importante matéria
prima para a produgédo de geraniol, citronelal e hidroxi-citronelal e pode ser usado
como ingrediente de sabor pela industria alimenticia (GANJEWALA, 2009; ROCHA et
al., 2000; SIMIC et al., 2008). Uma revisao a respeito dos principais componentes do
OE de citronela e as respectivas variagcbes na sua composicdo podem ser vistas na
Tabela 1.
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Tabela 1 — Principais componentes presentes no 6leo essencial de citronela (Cymbopogon
winterianus).

Componente | Fragao Massica

Citronelal 0,08 — 60,96%
Geraniol 10,03 — 48,72%
Citronelol 08,43 — 27,08%
Neral Tragos* — 18,95%
Geranial Tragcos™ — 05,84%
Isopulegol 00,03 — 14,89%

*Tracgos: < 0,02%

Fonte: Ganjewala (2009), Lorenzo et al. (2000), Rocha et al. (2000), Scherer et al. (2009) e Simic et
al. (2008).

2.1.4 Oleo essencial de Eucalipto Citriodora (Eucalyptus citriodora)

O género de plantas Eucalyptus € bem distribuido através do globo devido a
sua importancia para produgao de celulose (SU et al,. 2006). A variagao Eucalyptus
citriodora € uma arvore perene, originaria da Australia, que se destaca pelo seu OE
rico em citronelal extraido das suas folhas, usualmente, por hidrodestilacdo. De fato,
o E. citriodora € a fonte mais rica e econdmica conhecida de citronelal. Na producao
deste OE, para cada 1000 kg de massa foliar, sdo obtidos cerca de 10 a 16 kg de 6leo
(1,0 a1,6% de rendimento) e entre 65 a 85% de citronelal. O OE de eucalipto citriodora
também se encontrava entre os 18 OEs de maior importancia no mercado global até
1993 e, no Brasil, sua produgao possui destaque (BIZZO et al., 2009; CASTRO et al.,
2008; N. MANIKA, 2012).

OEs do género Eucalyptus podem apresentar as seguintes propriedades
biolégicas: antifungica, antisséptica, adstringente, anti-inflamatéria, antibacteriana,
cicatrizante, analgésico, antioxidante, repelente de insetos e ascaricida
(ESTANISLAU et al. 2001; N. MANIKA, 2012; TOLBA et al., 2015).

Devido a estas diversas propriedades, o eucalipto citriodora € uma das
espécies mais utilizadas atualmente pelas industrias de cosméticos, alimentos e
farmacéutica. Seu o6leo é utilizado para fins agricolas, medicinais, na formulagao de
fragrancias, artigos de higiene pessoal, desinfetantes e cosméticos. Ja o citronelal
obtido do seu 6leo é utilizado pela industria quimica, principalmente, para a produgao
de citronelol e mentol sintéticos (GBENOU et al., 2013; N. MANIKA, 2012; TOLBA et
al., 2015).
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Uma revisdo a respeito dos principais componentes do OE de eucalipto
citriodora e as respectivas variacdes na sua composi¢cao podem ser vistas na Tabela
2.

Tabela 2 — Principais componentes presentes no 6leo essencial de eucalipto citriodora (Eucalyptus
citriodora).

Componente Fracao Massica
Citronelal 49,50 - 87,4%
Citronelol 01,85-21,7%
Isopulegol 00,90 — 10,4%
a-pineno 00,08 — 09,7%
Acetato de citronelila 00,40 - 07,8%
Linalol 00,10 — 06,4%

Fonte: Castro et al. (2008), Estanislau et al. (2001), Gbenou et al. (2013), N. Manika (2012), Su et al.
(2006) e Tolba et al. (2015).

2.1.5 Oleo essencial de Menta Japonesa (Mentha arvensis)

Dentre as plantas do género Mentha, destaca-se a Mentha arvensis,
conhecida popularmente como menta brasileira ou menta japonesa, principalmente
pela exploragdo comercial do OE extraido de sua parte aérea e também pelo seu uso
medicinal no combate de disturbios estomacais, do aparelho respiratério e de
parasitas intestinais (CHAGAS et al., 2013). A menta japonesa é uma das mais
cultivadas no Brasil devido a sua boa adaptacao ao clima subtropical. A producao
mundial de Mentha arvensis é estimada em torno de 20.000 toneladas por ano e o
Brasil esta entre os 6 maiores produtores mundiais do seu OE. A extracdo do OE de
menta geralmente é feita por hidrodestilacdo, mas também podemos encontrar OEs
desta espécie extraidos por solventes. Se por um lado, o 6éleo extraido por solvente
apresenta uma coloragao forte devido aos pigmentos presentes na sua matéria prima,
os extratos obtidos por hidrodestilagao apresentam uma coloragéo clara (WATANABE
et al., 2006).

Seu Oleo essencial é rico em monoterpenos aromaticos como o mentol,
mentona e outros derivados de valor mercadolégico que sdo amplamente utilizados
nas industrias alimenticias, de sabores, farmacéuticas, cosméticas, perfumarias,

bebidas e do tabaco. Além das suas propriedades organolépticas, o OE de menta
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possui propriedades bioldgicas antissépticas e ligeiramente anestésicas (CHAGAS et
al., 2013; VERMA et al., 2010).
Uma revisao a respeito dos principais componentes do OE de menta japonesa

e suas respectivas variagdes na composicao do éleo pode ser vista na Tabela 3.

Tabela 3 — Principais componentes presentes no 6leo essencial de menta japonesa (Mentha
arvensis).

Componente Fracao Massica
Mentol 61,92 — 95,08%
Mentona 00,30 — 19,32%
Acetato de mentila Tragos™ - 13,24%
Iso-mentona Tragos* - 06,10%
Limoneno Tragos™ - 04,74%
Isopulegol 00,40 — 01,57%

*Tragos: < 0,02%

Fonte: Chagas et al. (2013), Singh et al. (2005), Verma et al. (2010) e Watanabe et al. (2006).
2.1.6 Oleo essencial de Botao de Cravo (Syzygium aromaticum)

Cravos (Syzygium aromaticum) séo os botdes de flores secos da arvore de
cravo, uma arvore perene nativa da Indonésia (ALMA et al., 2007; SILVESTRI et al.,
2010). Existem 3 tipos de OE de cravo: oleo dos botbes, 6leo do caule e 6leo das
folhas. Cada tipo possui composi¢cao quimica e sabor diferentes. O OE extraido dos
botbes € o mais caro e que fornece produtos de melhor qualidade devido as suas
grandes quantidades de eugenol, acetato de eugenila e cariofileno. Este OE também
se encontrava entre os 18 OEs mais importantes comercialmente no mundo até o ano
de 1993 (ALMA et al., 2007; BIZZO et al., 2009).

O OE extraido dos botdes de cravo, tradicionalmente por hidrodestilacao, &
muito utilizado para fins medicinais, principalmente no trato de problemas dentais.
Suas propriedades biolégicas citadas na literatura incluem efeitos analgésico,
antisséptico, antiespasméddico, antinevralgico, carminativo, anti-infeccioso,
desinfetante, inseticida, estimulante estomacal e uterino, tdnico, antifungico,
anticarcinogénico, antialérgico e com atividade antimutagénica (BOUGHENDJIOUA,
2018; CHAIEB et al., 2007).
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Uma revisao a respeito dos principais componentes do OE de botao de cravo

e suas respectivas variagdes na composi¢cao do 6leo pode ser vista na Tabela 4.

Tabela 4 — Principais componentes presentes no 6leo essencial de botdo de cravo (Syzygium
aromaticum).

Componente Fragdo Massica
Eugenol 52,53 — 90,30%
Cariofileno 01,39 — 37,25%
Acetato de eugenila 01,87 — 08,60%
a-humuleno 00,20 — 04,11%
a-copaeno 00,10 - 02,05%

Fonte: Alma et al. (2007), Boughendjioua (2018); Chaieb et al. (2007), Lee & Shibamoto (2001),
Scherer et al. (2009), Silvestri et al. (2010) e Tomaino et al. (2005).

2.1.7 Oleo essencial de Laranja Amarga (Citrus aurantium)

As frutas citricas sdo as mais cultivadas no mundo, sendo a laranja a principal
delas. A producédo de laranjas e a industrializagdo do suco estdo concentradas em
quatro paises, sendo o Brasil o primeiro deles, respondendo por um ter¢o da produgao
mundial da fruta e quase 50% do suco fabricado. Aproximadamente 70% é
processado e 30% vai para o consumo interno. O OE de laranja, extraido do pericarpo
do fruto (parte externa da casca), € um subproduto da industria do suco que,
tradicionalmente, realiza sua extragdo por prensagem a frio (BIZZO et al., 2009;
KOKETSU et al., 1983).

Os OEs citricos produzidos no Brasil sdo genericamente agrupados em:
laranja, limao, lima, tangerina, bergamota e “grapefruit’ (toranja). Dentro de cada
grupo, entretanto, é frequente a existéncia de diversos tipos, correspondente a
variedades e hibridos. No grupo da laranja, a variedade Citrus sinensis Osbeck é a
mais importante do Brasil, no entanto, a variedade Citrus aurantium, conhecida como
laranja azeda ou laranja amarga, também possui sua importancia devido ao fato de
ter atuado como principal porta-enxerto da citricultura brasileira até 1940 (KOKETSU
et al., 1983).

Derivados do OE de laranja sdo usados em perfumaria, sabonetes, na area
farmacéutica, materiais de limpeza, em balas e bebidas devido as suas propriedades

organolépticas atribuidas, principalmente, ao seu componente majoritario: o limoneno
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(fragdes massicas acima de 90%). Algumas outras atividades biolégicas também séo
relatadas na literatura, como citotoxicidade e inseticida (BAKKALI et al., 2008; BIZZO
et al., 2009; MARTINS et al., 2017).

Uma revisao a respeito dos principais componentes do OE de laranja amarga

e suas respectivas variagdes na composi¢cao do oleo pode ser vista na Tabela 5.

Tabela 5 — Principais componentes presentes no 6leo essencial de laranja amarga (Citrus aurantium).

Componente | Fragao Massica

Limoneno 78,53 — 93,30%
y-terpineno 0,07 - 12,65%
Mirceno 1,28 — 03,10%
a-pineno 0,89 — 02,06%
B-pineno 1,17 - 01,57%

Fonte: Koketsu et al. (1983); Martins et al. (2017) e Razzaghi-Abyaneh et al. (2009).

2.1.7.1 Pigmentos contaminantes

E importante salientar que a laranja é constituida por trés camadas, o flavedo
ou epicarpo, o albedo ou mesocarpo e o endocarpo. A casca da laranja contém duas
camadas: o epicarpo, camada rica em pigmentos onde estdo contidas as glandulas
de dleo, e o albedo, composto de células esponjosas de forma irregular e cor branca,
separadas por grandes bolhas de ar. O OE fica contido no interior de glandulas
préprias (diametro de 0,4 a 0,6 mm), situadas imediatamente apds a epiderme do
fruto, no epicarpo (PIRES et al., 2017).

Para a extracdo do OE dos frutos citricos sao usados, basicamente, trés
processos: destilagdo a vapor, prensagem a frio e abrasao da superficie da casca.
Como dito anteriormente, a extragdo por prensagem a frio € a mais usada pelas
industrias brasileiras produtoras de sucos. Neste processo, mediante aplicacao de
pressao, o suco e o 6leo sdo expelidos simultaneamente e sem se misturarem. O OE
€ entdo arrastado por jato de agua, formando uma emulsao que, depois de filtrada é
conduzida para centrifugas para a separagéo do OE (KOKETSU et al., 1983).

Um OE de laranja obtido que seja incolor e limpido indica a auséncia de
qualquer tipo de pigmento corado ou cera, enquanto um 6leo que apresenta um tom
amarelo palido indica uma contaminagao por pigmentos. Nesse contexto, 0 processo

de obtengao por prensagem a frio comumente fornece OEs citricos com pigmentos
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contaminantes (PIRES et al., 2017). Uma vez que o OE e os pigmentos da laranja
ficam alojados na mesma parte da casca da fruta, € plausivel de se imaginar que essa
contaminagao ocorra, no entanto, tais pigmentos contaminantes sédo muito pouco
soluveis em agua e uma extragao feita por hidrodestilagdo, por exemplo, poderia
fornecer um OE mais limpido (STREIT et al., 2005; WATANABE et al., 2006).

Dentre os pigmentos presentes no epicarpo da laranja, destacam-se as
clorofilas e os carotenoides (ESCOBEDO-AVELLANEDA et al., 2014; MACHADO et
al., 2015). As clorofilas sdo moléculas formadas por complexos derivados da porfirina,
tendo como atomo central o Mg (magnésio) (Figura 4). Esse composto é uma estrutura
macrociclica assimétrica totalmente insaturada constituida por quatro anéis de pirrol.
Existem dois tipos de clorofila: tipo a e tipo b. As clorofilas a e b encontram-se na
natureza numa proporgao de 3:1, respectivamente, e diferem nos substituintes do
carbono C-3. Na clorofila a, o anel de porfirina contém um grupo metil no C-3 e a
clorofila b (considerada um pigmento acessoério) contém um grupo aldeido (STREIT et
al., 2005).

Figura 4 — Estrutura quimica das clorofilas a e b.
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Fonte: Streit et al. (2005).

A estrutura essencial basica de um carotenoide consiste em unidades de
isopreno ligadas covalentemente para formar uma molécula simétrica. O carotenoide

mais comum em cascas de laranja é o B-caroteno (Figura 5), no entanto, estas
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moléculas s&o instaveis na presenca de oxigénio e se degradam facilmente (AHMED
et al., 2002; ESCOBEDO-AVELLANEDA et al., 2014).

Os carotenoides possuem picos de absorgao 6ptica na faixa do visivel entre
400 a 550 nm e sao responsaveis pela cloracdo amarelada-alaranjada em diversos
vegetais, enquanto que as clorofilas possuem picos na regiao de 400-500 nm e outros
na regiao de 670-680 nm e sao responsaveis pela coloragado esverdeada de diversas
plantas. No processo de amadurecimento dos frutos citricos, a coloragao
originalmente verde, devida a presenca de clorofila, vai se tornando amarela ou laranja
pelos processos de degradacdo da clorofila e de formacdo de carotenoides
(KLEINEGRIS et al., 2010; MACHADO et al., 2015).

Figura 5 — Estrutura quimica do pigmento 3-caroteno.
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Fonte: Galzerano (2014).
2.1.8 Oleo essencial de Bergamota (Citrus bergamia)

A bergamota (Citrus bergamia) € definida como um hibrido entre a laranja
amarga (C. aurantium) e o limao (C. limon) ou uma mutacao desta ultima. Esta planta
se apresenta como uma arvore de folhas verde escuro, similares ao limoeiro, com
flores brancas em formato de estrela e frutos amarelos redondos. Assim como foi dito
anteriormente, 6leos extraidos das cascas de frutos citricos sdo muito explorados
industrialmente. No caso da industria de sucos de laranja, o OE correspondente é
obtido como um produto adicional. Ja no caso da bergamota, ha uma inversdo de
situacao e o seu OE é o produto exclusivo. Isso se da, em parte, pelo fato de que o
suco extraido do fruto possui sabor amargo, mas principalmente pelas propriedades
organolépticas unicas desse 6leo que o tornam o 6leo citrico mais valioso que existe
(KOKETSU et al., 1983; NABIHA et al., 2010; NAVARRA et al., 2015). No ano de 2004,
o OE de bergamota representava o 8° OE mais importado pela Unido Europeia.

Embora existam plantagbes de bergamota no Brasil, o pais ndo se destaca na
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producado do seu OE, o qual geralmente € extraido pela raspagem e prensagem a frio
da casca do respectivo fruto (BIZZO et al., 2009; NABIHA et al., 2010; NAVARRA et
al., 2015).

O OE de bergamota possui uma fragcéo volatil e outra nao-volatil. Dentro da
fracdo volatil existem compostos oxigenados em quantidades superiores ao que é
encontrado em outros 6leos citricos. Estes terpenos oxigenados sdo responsaveis
pela maioria das caracteristicas de cheiro e sabor deste 6leo que encontram diversas
aplicagdes nas industrias de cosméticos, farmacéutica e alimenticia. Além disso, muita
atencao tem sido dada para as propriedades bioldgicas do OE de bergamota nas suas
aplicagdes sob os sistemas nervoso central e cardiovascular e na sua atividade
antimicrobiana contra diferentes patdégenos comuns (COSTA et al., 2010; NABIHA et
al., 2010).

Uma revisao a respeito dos principais componentes do OE de bergamota e

suas respectivas variagdes na composi¢ao do 6leo pode ser vista na Tabela 6.

Tabela 6 — Principais componentes presentes no 6leo essencial de bergamota (Citrus bergamia).

Componente Fracado Massica
Limoneno 25,40 — 59,21%
Acetato de linalina Tragos* - 41,40%
Linalol 3,60 —22,70%
B-pineno 4,38 -12,70%

*Tragos: < 0,02%

Fonte: Costa et al. (2010), Koketsu et al. (1983), Mondello et al. (1998), Nabiha et al. (2010) e
Navarra et al. (2015).
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2.2 ABSORCAO MOLECULAR

O fendbmeno Optico de absorgdo de luz por moléculas na faixa de
comprimentos do ultravioleta e do visivel (UV-vis) ocorre através de duas etapas: a
primeira consiste na excitacdo da molécula em questdo por um féton, e a etapa
seguinte consiste na relaxagao da molécula, onde a energia excedente provida pelo
féton recebido se dissipa na forma de calor pelas ligagées moleculares, causando um
efeito de aumento de temperatura desprezivel. Todo este fendbmeno ocorre em
intervalos de tempo na ordem de 10-'* a 10-"°s.

Este tipo de interagdo luz-matéria esta intimamente ligado aos elétrons que,
no estado fundamental, ocupam os orbitais moleculares de menor energia da
molécula, e com a absor¢éo da energia de um féton de luz sofrem a excitagao para
um estado molecular de maior energia. Na pratica, neste processo de absorc¢éao de luz
pela molécula, apenas alguns elétrons sédo elevados de seu estado de menor energia
para um de maior energia, e estas transicdes eletrébnicas definem os estados
excitados de uma molécula.

A absorgao oOptica por moléculas ou ions esta associada a 3 tipos de
transicdes eletrénicas:

1 — Transi¢bes de elétrons de orbitais , 0 € n;

2 — Transicoes de elétrons de orbitais d e f;

3 — Transi¢des de elétrons por transferéncia espacial de carga.

Os elétrons do tipo 0 sdo aqueles que participam de ligagdes covalentes entre
dois orbitais atdbmicos do tipo s, ou entre dois orbitais tipo p, ou entre um orbital s e
um p, onde em todos esses casos 0s orbitais se interpenetram frontalmente,
observando-se uma simetria cilindrica sobre o0 eixo que une o centro dos dois atomos
envolvidos. Elétrons do tipo m pertencem a ligagbes quimicas covalentes nas quais
dois I6bulos de um orbital eletrénico p interseccionam dois l6bulos de outro orbital
eletrénico p e apenas um dos planos nodais daquele orbital passa pelos nucleos
envolvidos na ligacao (caracteristicos de compostos com duplas ou triplas ligagdes).
Ja os elétrons do tipo n sdo os chamados “elétrons nao-ligantes”, onde os mesmos
integram um orbital molecular que néo faz arte de uma ligacdo covalente, pois a
ligagdo é originada através de orbitais atdbmicos diferentes daqueles em que estes

elétrons localizados.
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Os elétrons dos tipos d e f sdo tipicos de ions de metais de transicdo e os
elétrons que participam do fendmeno de transferéncia de carga estdo associados com
reacdes de espécies inorganicas com agentes complexantes. Desta forma, quando
nos referimos a absor¢cdo Optica por espécies organicas, estamos lidando com
transigcdes eletronicas do tipo m, 0 € n, ou seja, elétrons que participam diretamente
na formacgéo de ligagdes entre atomos e elétrons antiligantes ou desemparelhados
que estdo em grande parte localizados em torno de atomos como oxigénio,
halogénios, enxofre e nitrogénio. Um diagrama ilustrando estes tipos de transi¢des

eletrénicas pode ser visto na Figura 6.

Figura 6 — Diagrama de transi¢des eletrbnicas entre niveis de energia molecular.
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Fonte: Adaptado de Skoog (2007).

Transi¢des do tipo 0—0™ geram absorgdes na faixa de comprimentos de onda
abaixo dos 150 nm, ja as transi¢cées do tipo n—o* absorvem entre 150 e 200 nm,
transicoes n—m* entre 200 e 700 nm e transigdes m—m* entre 150 e 250 nm.

Como a regido do espectro do UV compreende os comprimentos de onda (A)
entre 200 e 400 nm e a regiao do visivel esta entre 400 e 800 nm, a absorgao optica
na faixa do UV-vis por moléculas organicas depende da presencga de insaturagdes

(duplas ou triplas ligagdes) ou de elétrons desemparelhados n&o ligantes.
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Estes atomos ou conjuntos de atomos que contém elétrons de valéncia com
energia de excitagdo mais baixa em relagdo as transi¢des que envolvem os orbitais
0* sdo responsaveis pela absor¢cao de comprimentos de onda da radiagao UV-vis e
sdo chamados cromdforos. No entanto, em uma molécula também podem existir
atomos ou grupos de atomos que n&o absorvem radiagdo, mas modificam alguma
caracteristica de absorcdo do croméforo. A estas estruturas € dado o nome de
auxocromos.

Quando uma dada molécula absorve apenas na regidao do UV, um observador
enxerga uma solucao incolor a olho nu. Caso a molécula observada absorva na regiao
do visivel, o que é observado é sua cor complementar. O Quadro 1 mostra as
diferentes cores absorvidas e complementares em fungcdo do comprimento de onda

de absorcao da solugao analisada.

Quadro 1 — Relagéo entre cores absorvidas e observadas em fungéo do comprimento de onda
maximo de absorgao em solugoes.

Comprimento de onda

de maxima absorgdo (nm) Cor absorvida | Cor observada
380-420 Violeta Verde-amarelo
420-440 Violeta-azul Amarelo
440-470 Azul Laranja
470-500 Azul-verde Vermelho
500-520 Verde Roxo
520-550 Amarelo-verde Violeta
550-580 Amarelo Violeta-azul
580-620 Laranja Azul
620-680 Vermelho Azul-verde
680-780 Roxo Verde

Fonte: Adaptado de Skoog (2007).

Os espectros de absorgédo sdo normalmente caracterizados por bandas largas
devido aos varios niveis e subniveis energéticos dos orbitais moleculares (niveis
vibracionais e rotacionais). Bandas de absorg¢do de menor intensidade podem ocorrer
quando existem as chamadas “transicdes eletrbnicas permitidas por spin e proibidas
por simetria”. No entanto, neste trabalho nao iremos nos aprofundar nestes

fendmenos especificos.
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Em altas concentracdes, as particulas do soluto ficam tdo préximas que a
distribuicdo de suas cargas e a capacidade para absorver radiacbes de um
determinado comprimento de onda se alteram. No entanto, essa interacdo entre
centros absorventes ndo € a unica causa de alteragdes no espectro de absorgao de
uma substancia. Em concentragdes baixas da espécie absorvente, mudangas também
podem ocorrer devido a interagdes eletrostaticas com outras espécies (solventes).

Os deslocamentos dos comprimentos de onda de absor¢cdo de uma molécula
devido a efeitos de interagdes intermoleculares séo classificados como batocrémicos
ou hipsocrémicos, onde o primeiro representa o deslocamento para comprimentos de
onda maiores e 0 segundo para menores. Ja os efeitos de alteragdo de intensidade
de absorgdo sao classificados como hipercrdmicos (aumento de intensidade) ou
hipocrémicos (decréscimo de intensidade).

Em casos de interagdes eletrostaticas fracas entre moléculas diferentes
presentes numa mesma solugao analisada, o efeito na absor¢ao pode ser meramente
aditivo.

De uma maneira bem simples, a medida experimental de Abs-UV/Vis é
composta pelos seguintes itens: uma fonte de radiagcéo (e.g. lampadas), um seletor
de comprimentos de onda (e.g. filtros, prisma, rede de difragdo), um compartimento
contendo a espécie a ser analisada (células ou cubetas), um sistema detector de
intensidade luminosa e um dispositivo de processamento de dados (computador).

As cubetas usadas para abrigar a amostra de analise normalmente s&o feitas
de algum material transparente como vidro, plastico ou quartzo. Para analises no UV
€ recomendado o uso de cubetas de quartzo, pois o vidro possui uma banda de
absorcao na regido abaixo de 300 nm. Todavia, independente da cubeta utilizada,
perdas por reflexdo e espalhamento sempre ocorrem, desta forma, faz-se necessario
0 uso de uma cubeta idéntica aquela utilizada como recipiente da amostra analisada
para que a poténcia do feixe de luz emergente da solugdo do analito possa ser
comparada com a poténcia do feixe transmitido pela cubeta idéntica que pode estar
vazia ou conter apenas o solvente em questdo. Com isso, qualquer diminuicdo na
poténcia do feixe luminoso causada pela cubeta ou pelo solvente usado sera
compensada.

A razao entre a poténcia dos feixes emergentes da solugao analisada e da
cubeta de comparagao nos da uma grandeza adimensional chamada transmitancia

(T). Esta grandeza, na pratica, representa a fragdo do feixe de luz de um dado
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comprimento de onda que a espécie analisada ndo absorveu, ou seja, que foi apenas
transmitida pela amostra. A grandeza chamada absorbancia (A), a qual também é
conhecida por absorvancia (segundo o Dicionario Priberam da Lingua Portuguesa),
representa o inverso da transmitancia, ou seja, a parcela do feixe de luz que foi
absorvida pela amostra, que pode ser calculada como:

A= —log (T) 1)

Vale ressaltar que, para solugbes com concentragdes baixas (<102 mol/L), a
absorbancia de uma determinada espécie pode ser relacionada com a sua
concentracao na solucéo analisada pela Lei de Lambert-Beer:

A= ¢eb.c 2)
onde ¢ é a grandeza chamada de absortividade molar (que é propria de cada
substancia para um dado A), b € o caminho 6ptico (espessura da cubeta usada que
representa a distancia atravessada pelo feixe de luz na amostra) e ¢ é a concentragao
molar da espécie analisada.

Para além de medidas quantitativas, as analises de Abs-UV/Vis sdo um tanto
quanto limitadas. Analises qualitativas frequentemente ndo permitem identificacoes
inequivocas pelo fato do numero de absorgdes maximas e minimas serem
relativamente escassas (SKOOG, 2007).
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2.3 FLUORESCENCIA MOLECULAR

Como ja mencionado anteriormente, o fendbmeno 6éptico de luminescéncia
corresponde a emissao de luz por qualquer substancia decorrente de estados
eletrénicos excitados. Nos casos de luminescéncia molecular em que um féton € o
agente responsavel por gerar o seu estado excitado, classificamos o fendbmeno como
uma fotoluminescéncia. No entanto, a fotoluminescéncia ainda pode ser
subclassificada em fluorescéncia e fosforescéncia. O fenédmeno de fluorescéncia é um
tipo de fotoluminescéncia caracterizado por taxas de emissao de fétons na ordem de
108s'. Comparado com outro tipo de fotoluminescéncia, a fosforescéncia, que
apresenta taxas de emissdo que variam entre 102 a 10° s, a fluorescéncia € um
fendbmeno que ocorre de maneira mais rapida, com tempo de duragao na ordem de
10 ns (SKOOG, 2007).

A ocorréncia da fluorescéncia esta associada com a formagédo de um estado
excitado singleto (S), que representa uma transicdo sem alteracdo da multiplicidade
de spin eletrénica a partir do estado fundamental. Ja a fosforescéncia se deve a
formagao de um estado tripleto (Tr), uma transicdo com alteragdo da multiplicidade
de spin eletrénica (SKOOG, 2007).

E importante ressaltar que, apesar de existirem outras formas de
luminescéncia (e.g. termoluminescéncia, quimiluminescéncia), a fotoluminescéncia é
a mais comum de ser observada. Além disso, dentre os dois tipos de
fotoluminescéncia existentes, fluorescéncia e fosforescéncia, a fluorescéncia ocorre
com maior frequéncia. Desta forma, € comum encontrarmos trabalhos que,
erroneamente, se referem aos termos “luminescéncia”, “fotoluminescéncia’ e
“fluorescéncia” como sinénimos.

O conjunto de atomos responsavel pela fluorescéncia de uma molécula é
chamado de fluoréforo. Substancias fluorescentes sao, tipicamente, aromaticas e a
fluorescéncia é decorrente de transicdes eletrénicas do tipo n*—m €, em menor escala,
m*—n. Com isso, podemos constatar que insaturacées e atomos com elétrons nao
compartilhados podem tanto atuar como cromoéforos e fluoréforos de moléculas
organicas. Substituintes como grupos hidroxi, metoxi, amino, cianeto e sulfénico tém
tendéncia de amplificar a fluorescéncia de uma molécula. Ja os grupos cetbnicos,
carboxilicos e halogénios tendem a diminuir a fluorescéncia e favorecer a
fosforescéncia (SKOOG, 2007).
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O mecanismo da fotoluminescéncia molecular pode ser explicado pelo

chamado “Diagrama de Jablonski” visto na Figura 7.

Figura 7 — Diagrama de Jablonski.
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Fonte: Adaptado de Lakowicz (2006).

De maneira geral, a energia térmica nao é suficiente para popular os estados
excitados vibracionais da maioria das moléculas luminescentes a temperatura
ambiente. Somente a absor¢gao de um féton com energia suficiente causa a elevagao
de elétrons para niveis eletrénicos superiores do tipo singleto (Sz2 e S1). Uma vez que
os elétrons se encontram em um estado excitado singleto S2 (de energia mais
elevada), pode ocorrer o processo intramolecular conhecido como “conversao
interna”, onde o excesso de energia destes niveis eletronicos e vibracionais elevados
€ rapidamente dissipado por vibragées moleculares, deixando o fluoréforo no menor
estado vibracional Si. Este relaxamento ocorre em cerca de 107'?s, e é

provavelmente resultado de uma superposi¢cao entre diversos estados de energia
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semelhantes. Devido a esse rapido relaxamento, o espectro de emissdo é
normalmente independente do espectro de excitagcdo. Existem raras excegcdes como
fluoréforos que existem em dois estados de excitagcdo ou moléculas que emitem a
partir do nivel S2 (LAKOWICZ, 2006).

Além do processo de conversao interna, existe outro processo intramolecular
chamado relaxacgao vibracional. Neste fenébmeno ocorre uma perda de energia por
parte dos elétrons excitados devido a dissipacdes pelas vibragbes moleculares,
colisdes com solventes e outros fatores. Isto faz com que a energia do féton emitido
possua menor valor do que aquela do féton absorvido, ou seja, com comprimento de
onda maior (Aemissao > AExcitagao). Para este aumento dos valores dos comprimentos de
onda de emissdo da-se o nome de red-shift e o fenbmeno € chamado de
“‘Deslocamento de Stokes”.

A eficiéncia quantica, isto é, a fracdo de fotons que sdo emitidos em
comparagao com o0s que s&o absorvidos, € um processo puramente cinético ditado
pela taxa de emissdo de fotons do fluoréforo e sua taxa de decaimentos néo-
radiativos. Os decaimentos n&o-radiativos sao decorrentes dos chamados processos
de desativagdo. Estes processos podem ser intramoleculares (cruzamento
intersistema e relaxamento vibracional) ou entdo intermoleculares (conversao
externa).

Moléculas que possuam estruturas aromaticas, aromaticas condensadas e/ou
com alto grau de conjugacao tendem a apresentar alta eficiéncia quantica devido ao
grande numero de possibilidades de transicbes do tipo m*—m, dessa forma,
componentes heterociclicos tendem a ter baixas eficiéncias quéanticas devido as
transicbes m*—n.

Em alguns casos, o efeito de relaxamento vibracional pode ser t&o
pronunciado a ponto de ocasionar um decaimento nao radiativo. Devido a isso, &
observado que moléculas que apresentem estruturas mais rigidas possuem uma
maior eficiéncia quantica, pois moléculas mais flexiveis (com maiores graus de
liberdade de movimentagao) tendem a relaxar por vibragédo. Devido a este efeito, até
mesmo moléculas heterociclicas, quando apresentam estrutura condensada, podem
se tornar fluorescentes devido ao aumento da sua rigidez.

Caso o espectro de absorcao de um fluoréforo mostre picos distintos devido
aos seus niveis de energia vibracional, seu espectro de emiss&o, geralmente, mostra

0 mesmo espagamento de energia vibracional. Estas ocorréncias sdo chamadas de
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‘regra da imagem espelho”. Além disso, também existe o “Principio de Franck-
Condon”, que diz que nos casos em que uma transicdo particular possuir maior
probabilidade de absorgao, a transigao reciproca também é mais provavel na emissao,
considerando que todas as transigbes eletrénicas sejam “verticais” (sem a alteragao
da posicéo do nucleo), caracterizando um processo adiabatico. Desta forma, fica claro
que os espectros de emissao de um fluoréforo esta intimamente associado com seu
espectro de absorcao, onde diferentes picos de absorcdo representam diferentes
picos de emissao (regra da imagem espelho) com suas intensidades de absorgéo
sendo proporcionais as intensidades de emissao (Principio de Franck-Condon).

O cruzamento intersistemas € um processo de desativagao caracterizado pela
inversao do spin eletrénico excitado, o que favorece a fosforescéncia (S1—Tr). Ja a
conversao externa representa a supressao colisional que ocorre quando o fluoréforo
no estado excitado € desativado através do contato com alguma outra molécula em
solucdo, denominada quencher. A intensidade da desativagdo nestes casos depende
da sensibilidade do fluoréforo ao quencher e também da concentracao deste.

E importante salientar que os fendmenos de deslocamento de Stokes e de
conversao externa sdo dependentes do tempo de vida do estado excitado do
fluoréforo, afinal, quanto maior for esse tempo de vida, maior é a disponibilidade da
molécula para sofrer alteragdes do meio. Com isso, constata-se que, diferentemente
do espectro de absorgao, que nao possui sensibilidade a dinamica molecular e pode
prover apenas informagbes sobre a camada meédia de solvente adjacente ao
croméforo devido ao seu tempo curto de duragdo (10-'4 a 10-'°s), a emiss&o ocorre
em um periodo de tempo maior (10 ns) e possibilita uma oportunidade para as
moléculas fluorescentes excitadas interagirem com outras moléculas em solugao.

Esta possibilidade de interacdo entre o fluoréforo e moléculas de solvente
pode causar alteracbes no espectro de emissao do fluoréforo pelos efeitos da
polaridade do solvente, por efeitos de solvente especifico ou entdo por transferéncia
ressonante de energia.

Moléculas de solventes polares podem alterar a emissao do fluoréforo para
niveis de energia ainda menores devido a estabilizagdo do estado excitado, pois
normalmente o fluoréforo adquire um momento de dipolo maior no estado excitado
(ve) do que no estado fundamental (pG) e, apds a excitagao, os dipolos do solvente
podem reorientar ou relaxar nas proximidades de pe e diminuir a energia do estado

excitado. A medida que a polaridade do solvente aumenta, este efeito aumenta. No
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geral, somente fluoréforos que sao polares apresentam grande sensibilidade a
polaridade do solvente.

Outro efeito comum é decorrente da mudanga do estado excitado singleto de
n,* para m,t* caso as energias dos mesmos forem proximas o suficiente para permitir
a troca com a presencga de solventes polares ou de maior carater proético.

Além destes efeitos, grandes mudancgas no espectro de emissao podem ser
ocasionadas por interagdes especificas determinadas pelas propriedades quimicas do
fluoroforo e apenas algumas moléculas vizinhas de solvente. Estes efeitos especificos
podem ocorrer devido a ligagbes de hidrogénio, solvatagdo preferencial, quimica
acido-base ou interagdes de transferéncia de carga. Tais interagdes especificas
solvente-fluoréforo podem ocorrer no estado fundamental ou somente no estado
excitado. No caso de interagdes exclusivas do estado excitado, a adigao de solvente
nao deve afetar o espectro de absorcao do fluoréforo.

Interagdes fortes entre fluoréforo e solvente podem gerar emissdes largas
(ndo-estruturadas) com red-shift e variagoées de intensidade. Quando ha uma mistura
de solventes existe uma complexa ponderacao entre seus efeitos.

Em casos que o espectro de emissao de um fluoréforo (doador) se sobrepde
ao espectro de absorgdo de outra molécula (receptor) que também é fluorescente,
temos uma transferéncia ressonante de energia por fluorescéncia (FRET, do inglés
Fluorescence Resonance Energy Transfer). Nesses casos ndao ha um féton
intermediario no processo, ou seja, o doador nao emite féton para o receptor. O que
existe € uma transferéncia de energia através de uma interacao dipolo-dipolo entre
doador e receptor. O complexo formado entre duas moléculas que apresenta
transferéncia de carga € chamado de exciplex. Estes complexos apresentam
emissdes largas (ndo-estruturadas) com red-shift e de alta intensidade.

Além de todas as possiveis interagdes com solventes citadas acima,
fluoréforos também podem interagir uns com os outros. Estas interagbes do tipo
fluoréforo-fluoréforo entre uma molécula excitada e outra idéntica no estado
fundamental formam o que se chama de excimero. Estas estruturas apresentam
emissdes largas (nao-estruturadas) com red-shift e variagcbes de intensidade
(LAKOWICZ, 2006).
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Figura 8 — Esquema ilustrativo da formagéo de excimeros a partir de duas moléculas idénticas, uma
excitada (monémero) e outra no estado fundamental, e suas respectivas emissdes caracteristicas.
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Fonte: Adaptado de Lakowicz (2006).

E possivel que a emissdo de excimeros seja intensificada na presenca de
determinados solventes polares, os quais podem diminuir a ocorréncia de processos
nao-radiativos nesta estrutura. Este efeito de aumento na intensidade de emisséo &
comumente chamado de “enhancing” (KIM et al., 2019; TAMULY et al., 2006).

Efeitos de temperatura, viscosidade e pH também podem afetar o espectro de

emissao dos fluoréforos caso ocorram grandes variagdes destes parametros em um

sistema.
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3 CENARIO CIENTIFICO

O primeiro trabalho relevante que possui certa semelhanga com o presente
tema de estudo foi feito por Larson et al. (1991), onde os autores realizaram a
espectroscopia de PL em diversas resinas naturais e componentes organicos
comumente encontrados em pinturas de obras de arte. A intencdo do estudo era
permitir a analise qualitativa da composicdo destas obras de arte de maneira nao-
destrutiva. Os diversos componentes foram analisados em separado, a temperatura
ambiente, a baixas temperaturas (até 10 K) e com diferentes comprimentos de onda
de excitacdo (Aexc). Conforme mencionado anteriormente, as resinas naturais
apresentam composicdo quimica semelhante aos OEs, pois ambos apresentam,
muitas vezes, substancias da familia dos terpenos. Os resultados encontrados pelos
autores mostraram que, através das medidas da PL, foi possivel:

- A diferenciacao espectroscopica clara de duas das 15 resinas, pois estas
apresentavam picos de emissao bastante distintos das demais;

- A observacao da dependéncia do espectro das amostras com o comprimento
de onda de excitacéo, o que se mostrou util na caracterizagdo das amostras;

- A constatacdo de ndo-homogeneidades espaciais na estrutura das resinas
através da mudancga microscoépica da posi¢cao do feixe de excitagdo na amostra;

- A constatagdo de efeitos de envelhecimento das amostras pelos seus
espectros.

O efeito da temperatura nas resinas provocou o ja esperado aumento na
intensidade de fluorescéncia e em algumas amostras também provocou o
aparecimento do efeito de fosforescéncia.

Outro trabalho relacionado do inicio da década de 90 é o estudo de Ochocka
et al. (1992). Este estudo avaliou o uso de a- e B-ciclodextrina para o aumento da
fluorescéncia dos terpenos anetol e eugenol. Estes compostos sdo comumente
encontrados em OEs e o estudo buscava uma forma de aumentar os limites de
deteccao destas substancias em medidas quantitativas de PL. Dentre os resultados
encontrados pelos autores, podemos destacar aqui a fluorescéncia de ambos os
compostos na regido do visivel através da excitacdo na regido do ultravioleta. O
eugenol, principal componente do OE de cravo, quando excitado em 264 nm
apresentou uma emissao larga em aproximadamente 620 nm, como pode ser visto na

Figura 9.
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Figura 9 — Espectro de fluorescéncia do eugenol (1.10-> mol.L-') em uma solugdo de metanol-agua
(40:60, v/v) com a presenga de a- e B-ciclodextrina. A linha continua mostra o espectro do eugenol
em solugdo sem a presenca de ciclodextrina, enquanto que as linhas pontilhadas mostram o espectro
resultante de diferentes concentragdes de ciclodextrina. Concentragdes de B-ciclodextrina:
3.10-3mol.L-" (1) e 9.10 mol.L-" (2); Concentragdes de a-ciclodextrina: 2.102 mol.L-' (3) e
2.25.10-2mol.L" (4).

Relative intensity

Fonte: Ochocka et al. (1992).

Um estudo prévio de Kleinegris et al. (2010) revelou a luminescéncia de
glébulos presentes na espécie de alga verde Dunaliella salina, os quais eram ricos em
carotenoides e clorofila, assim como os epicarpos das cascas de frutos citricos nos
quais se localizam seus OEs. O espectro obtido pelos autores com Aexc de 450, 488 e
510 nm pode ser visto na Figura 10 e revela um pico de emissao no verde, proximo
de 560 nm, atribuido aos carotenoides, e dois picos de emissao no vermelho, em
cerca de 670 e 730 nm, atribuidos a clorofila.
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Figura 10 — Espectro de emissao de globulos ricos em carotenoides e clorofila presentes em algas
verdes da espécie Dunaliella salina.
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Fonte: Kleinegris et al. (2010).

Apraj et al. (2011) fizeram um estudo farmacognésico’ e fisico-quimico do
extrato da casca de lim&o. O extrato bruto da casca foi seco e processado na forma
de po6 para evitar contaminagbes microbianas. Os autores, na intengdo de prover
informacdes para a identificacdo e padronizagcdo do medicamento bruto para
assegurar que apenas matérias primas genuinas e uniformes sejam utilizadas em
formulagdes naturais, realizaram o estudo da fluorescéncia do material em p6. Os
resultados revelaram que o material apresentava fluorescéncia quando excitado por
comprimentos de onda na regiao do ultravioleta. Levando em consideragéo que o 6leo
essencial dos frutos citricos se encontra em suas cascas, este estudo revelou mais
uma possivel aplicacao desta propriedade dos OEs para o controle de qualidade de
medicamentos naturais processados. E importante ressaltar que o limao pertence ao
género citrus, assim como a bergamota e a laranja amarga, por exemplo.

Boschi et al. (2011) mediram a intensidade de fluorescéncia de diversos OEs
que sao comumente utilizados em cosméticos para a pele. Foram analisados os oleos
de camomila selvagem, lavanda, manjerona, melissa, menta, orégano, pinho, alecrim,
melaleuca e limdo. O estudo visava o uso desta propriedade para o monitoramento

por imagem in vivo destes Oleos apds a aplicagdo na pele. Para o estudo de

" Farmacognosia: area de estudo farmacéutica voltada para ativos de origens naturais.
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imagiologia foram utilizados ratos com 6leo de camomila selvagem aplicado sobre sua
pele. Este oleo foi escolhido para o estudo de monitoramento por imagem devido as
suas ja conhecidas aplicagdes biolégicas para a pele e por ter apresentado uma
intensidade de fluorescéncia alta em comparagao aos demais 6leos, ficando abaixo
apenas do oleo de lavanda. O monitoramento in vivo do OE de camomila selvagem
aplicado sobre a pele dos ratos se mostrou viavel por mais de 3 horas (Figura 11),
mostrando pela primeira vez, a aplicacao dessa propriedade no monitoramento de

OEs em organismos Vivos.

Figura 11 — Emisséo fluorescente in vivo do OE de camomila selvagem a partir da pele de ratos. No

primeiro quadro encontram-se os ratos sem aplicacédo do OE e, no segundo quadro, 3 horas apés a

aplicacédo. Os ratos indicados pelas setas foram tratados em uma regido depilada das suas costas,
enquanto que o rato do meio foi usado para controle.

Fonte: Boschi et al. (2011).

Momin et al. (2012) estudaram a dependéncia do espectro de fluorescéncia
com 0 Aexc nas cascas de frutos do género citrus. Além disso, medidas de absorbancia
no UV e analises estatisticas foram realizadas. O estudo visava identificar defeitos
nas cascas destes frutos. Os autores conseguiram usar seus resultados para
classificar os diversos frutos em grupos de acordo com as suas fluorescéncias. Dessa
forma, julgaram que estas informacgdes seriam uteis no desenvolvimento de um
sistema de viséo eletrébnico baseado no diagnéstico por imagem pela fluorescéncia
das cascas destes frutos para a deteccao e separacido de frutos defeituosos pelas
industrias do ramo no futuro. Mais uma vez, relembramos que as cascas dos frutos
do género citrus contém seus OEs, e desta forma, constata-se mais uma potencial

aplicacéo da fluorescéncia destes materiais na imagiologia.
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Raileanu et al. (2013) usaram técnicas de encapsulamento para incrementar
a estabilidade quimica dos OEs de menta e lavanda, tendo em vista a grande
importancia comercial destes 6leos. Assim como no estudo de Apraj et al. (2011), os
autores fizeram uso da técnica de PL para caracterizar e identificar a presenca dos
OEs nas amostras em pd. Nesse estudo a aplicacdo da técnica de Abs-UV/Vis
também merece destaque, pois foi utilizada como uma medida complementar na
caracterizacao e identificagdo dos OEs nas amostras processadas.

Kung et al. (2014) fizeram o processamento de nanoparticulas de OE de
hortela para fins bactericidas. As nanoparticulas de OE demonstraram uma forte agao
bactericida e sua propriedade de fluorescéncia na porgao visivel do espectro com
dependéncia de Aexc tornou possivel a microscopia de fluorescéncia das bactérias
analisadas (Figura 12). Dessa forma, assim como no estudo de Boschi et al. (2011),
os autores ressaltaram a possibilidade do uso de OEs para o imageamento de
processos biologicos, indicando também a possibilidade do uso desses materiais
como rastreadores multifluorescentes no tratamento de doengas de origem

bacteriana.

Figura 12 — Comportamento multifluorescente de bactérias do tipo E. coli apds a aplicagédo de
nanoparticulas de 6leo essencial de hortela sobre elas.
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Fonte: Kung et al. (2014).

Feudjio et al. (2014) construiram matrizes de fluorescéncia excitagdo-emissao
(EEFM, do inglés Excitation—Emission Fluorescence Matrix) para a investigacao de
OEs. Foram estudados os OEs de tomilho, menta, murta, néroli, laranja, alecrim,
schinus, absinto, lavanda e gengibre. Dentre os oleos estudados, algumas amostras

pertenciam a mesma espécie, porém, eram de origens diferentes. O processamento
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dos resultados da técnica permitiu a diferenciacdo dos espectros de 6leos que
apresentavam naturezas bem distintas e espectros muito semelhantes para éleos de
mesma espécie com origens diferentes. Com isso, o estudo demonstrou um potencial
da técnica para a padronizagao de OEs. A identificagdo dos componentes dos 6leos
responsaveis pela fluorescéncia foi abordada, mas nao foi muito desenvolvida neste
estudo, deixando o topico em aberto para estudos futuros.

Arauvjo et al. (2016) trouxeram uma aplicacdo até entdo inédita para a
propriedade de PL de OEs. Seu estudo visava a caracterizacao fisico-quimica,
fotoquimica e angiogénica do OE de curcuma. A angiogénese diz respeito a agao
biolégica do 6leo de promover o crescimento de novos vasos sanguineos a partir dos
ja existentes. A caracterizagao fotoquimica do éleo essencial ocorreu por meio das
técnicas de Abs-UV/Vis e PL. As investigagdes realizadas indicaram que o principal
componente fluorescente na amostra ndo era um componente maijoritario e que
provavelmente havia a presenca do mecanismo de FRET entre os fluoréforos das
moléculas presentes e o pigmento curcumina. Com relacdo ao estudo da agéo
angiogénica, a presenca de efeitos sinérgicos entre os componentes maijoritarios e
minoritarios da amostra, evidenciados pelas medidas 6pticas, foram dados como os
responsaveis pela potencializacdo da agéo biolégica deste material. Dessa forma,
pela primeira vez, os mecanismos de interagdes Opticas entre os compostos da
amostra foram usados como evidéncia da sinergia entre as moléculas destes
materiais, trazendo assim uma nova utilidade e ressaltando a importancia do
conhecimento aprofundado da PL dos OEs.

Feudjio et al. (2017) trouxeram um novo estudo de EEFM para analise de
OEs. Desta vez, os autores adicionaram uma rede neural artificial para o tratamento
dos dados espectrais com o intuito de identificar adulteragdes nas amostras. Os
resultados foram satisfatérios e, dessa forma, trouxe uma nova aplicagéo para EEFM
no controle de qualidade destes produtos. Em seu trabalho anterior, os autores
apontaram a técnica como uma potencial ferramenta para identificacdo e
padronizagcao de OEs (MBOGNING FEUDJIO et al., 2014), porém, com este novo
trabalho que traz a aplicacao de redes neurais artificiais, os autores foram capazes de
detectar adulteragdes nos OEs, trazendo esta técnica espectroscopica para esta area

de atuacao.
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4 JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

4.1 JUSTIFICATIVA

Conforme foi possivel constatar pelos estudos de Feudjio ef al. (2014, 2017)
apresentados previamente, a espectroscopia de PL mostra-se como uma possivel
candidata para o controle de qualidade de OEs, podendo ser usada na identificacao e
padronizacao de OEs; para a diferenciagao clara e objetiva de OEs com composi¢oes
quimicas distintas; para a constatacao de efeitos de envelhecimento/degradacao de
OEs; para a diferenciagcao de OEs com composi¢cdes quimicas semelhantes e também
para a deteccdo de adulterantes em OEs com auxilio de analises estatisticas dos
dados espectrais. A técnica apresenta as vantagens de ser nao-destrutiva, rapida,
necessitar de pouca preparagao das amostras.

Mas além das aplicagdes em controle de qualidade, fica claro com os estudos
de Apraj et al. (2011), Boschi et al. (2011), Larson et al. (1991), Ochocka et al. (1992)
e Raileanu et al. (2013), que a técnica de PL pode ser utilizada para a detecc¢ao de
OEs e seus componentes em diferentes meios e formulagdes, com destaque para a
pesquisa de Boschi et al. (2011) que realizou esta detecgao in vivo.

Somado a tudo isso, a técnica de PL também apresentou a possibilidade de
ser usada no diagndstico por imagem, seja no processo de selec¢do de frutos citricos
sugerida por Momin et al. (2012), seja na detecgao de bactérias in vivo sugerida por
Kung et al. (2014).

E, ndo obstante, a PL mostrou-se util também no estudo das interacdes
moleculares dos componentes presentes no OE, de forma a promover um melhor
entendimento a respeito dos efeitos sinérgicos dessas substancias nos seus
mecanismos acao bioldgica, conforme mostrado por Araujo et al. (2016).

Portanto, uma vez que ndo existe uma elucidacdo sobre este assunto na
literatura atual, este trabalho visa estudar os mecanismos presentes na PL de OEs
tendo em consideragao a possivel aplicagao da técnica para:

- Controle de qualidade de OEs;

- Deteccdo dos OEs em diferentes produtos como cosméticos e
medicamentos;

- Diagnéstico por imagem de frutos ou microrganismos;
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- Investigagdo das interagdes moleculares entre seus componentes
responsaveis pelas suas agdes bioldgicas.

E importante salientar que as possiveis aplicagdes citadas acima, sdo todas
de interesse nos setores da industria que consumem e produzem OEs, como o0s

setores farmacéutico, de cosméticos e alimenticio.

4.2 OBJETIVO GERAL

Este estudo visa medir e analisar a propriedade 6ptica de PL, bem como os
mecanismos de fluorescéncia entre os diferentes componentes dos seguintes OEs:
a) OE de Citronela (Cymbopogon winterianus);
b) OE de Eucalipto Citriodora (Eucalyptus citriodora);
c) OE de Menta Japonesa (Mentha arvensis);
d) OE de Botao de Cravo (Syzygium aromaticum);
e) OE de Laranja Amarga (Citrus aurantium),
f) OE de Bergamota (Citrus bergamia).

Conforme ja explicado anteriormente, todos os OEs selecionados para este
estudo tém uma grande importancia comercial, seja no cenario brasileiro ou
internacional (BIZZO et al., 2009). Além disso, os 6leos citricos (laranja amarga e
bergamota) apresentam semelhancgas nas suas composi¢des quimicas (KOKETSU et
al., 1983), assim como os oOleos de eucalipto citriodora e citronela (LORENZO et al.,
2000; SU et al., 2006). Ja os 6leos de cravo e menta possuem grandes diferencgas
composicionais entre si e entre os demais (LEE & SHIBAMOTO, 2001; SINGH et al.,
2005). Desta forma, faz-se possivel a realizagdo de analises comparativas e
discriminantes entre os diferente OEs.

Apods a investigacdo do fendbmeno de PL destes materiais, uma discussao a
respeito da viabilidade das suas diversas aplicacdes indicadas na literatura também é

desejada.
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4.3 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Para alcancar o objetivo geral deste trabalho, que é medir e analisar a

propriedade oOptica de PL de 6 amostras de OEs (bergamota, citronela, cravo,

eucalipto, laranja amarga e menta) serdo executados os seguintes objetivos

especificos:

Identificar as principais espécies que compdem cada OE via GC-MS e
comparar os resultados com a literatura;

Medir as Abs-UV/Vis dos OEs;

Medir as Abs-UV/Vis dos principais componentes isolados de cada OE;
Medir a PL de cada OE;

Medir a PL de cada componente principal isolado dos OEs

Preparar misturas contendo os componentes principais €, em alguns
casos, pigmentos de origem vegetal, para cada OE estudado;

Medir as Abs-UV/Vis das misturas de componentes preparadas;
Realizar a medida da PL das misturas de componentes preparadas;
Analisar como se da a composigao do espectro de PL de cada 6leo e

como se dao as interagdes entre seus componentes.

Como observacédo final, as medidas de Abs-UV/Vis e PL serdo realizadas

exclusivamente a temperatura ambiente.
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5 METODOLOGIA

5.1 AMOSTRAS

5.1.1 Oleos Essenciais

As amostras de OEs foram compradas da empresa nacional Terraflor
Aromaterapia ® (Figura 13). Esta empresa é localizada na Chapada dos Veadeiros,
em Goias, e faz o fracionamento e distribuicdo de o6leos essenciais e vegetais
produzidos dentro e fora do Brasil. A empresa ja esta a mais de 10 anos no mercado
e possui certificacdo pela empresa IBD que atesta a origem 100% natural dos seus

produtos (Terraflor Aromaterapia, 2019).

Figura 13 — Logotipo da empresa Terraflor Aromaterapia.

terraflor

AROMATERAPIA

Fonte: Terraflor Aromaterapia (2019).

A empresa IBD (Figura 14), por sua vez, representa a maior certificadora da
América Latina de produtos orgéanicos e a unica certificadora brasileira de produtos
organicos com credenciamento IFOAM (mercado internacional), ISO/IEC 17065
(mercado europeu-regulamento CE 834/2007), Demeter (mercado internacional),
USDA/NOP (mercado norte-americano) e aprovado para uso do selo SISORG
(mercado brasileiro), o que torna seu certificado aceito globalmente (IBD
Certificagbes, 2019).

Figura 14 — Selo de produto organico aferido pelo Ministério da Agricultura (esquerda) e pela IBD
(direita).

QORGEANICO
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Fonte: IBD Certificagdes (2019).




61

Conforme mencionado anteriormente, foram adquiridos os seguintes OEs
para analise: citronela (Cymbopogon winterianus), eucalipto citriodora (Eucalyptus
citriodora), menta japonesa (Mentha arvensis), botdao de cravo (Syzygium
aromaticum), laranja amarga (Citrus aurantium) e bergamota (Citrus bergamia). Estes
produtos sao vendidos em volumes de 10 mL contidos em um vidro @mbar com
gotejador e tampa.

O aspecto destas amostras de OEs pode ser visualizado na Figura 15. Os
O0leos de menta japonesa e eucalipto citriodora se apresentam como liquidos
incolores, limpidos e translucidos. Enquanto isso, o 6leo de citronela e os dleos citricos
apresenta uma coloracdo amarelada e o OE de botdo de cravo apresenta uma

coloragdo marrom-castanho.

Figura 15 — Aspecto das amostras de dleos essenciais adquiridas.

Fonte: O autor.

Segundo dados presentes nos rétulos dos produtos, o OEs de citronela,
eucalipto citriodora, menta e cravo foram obtidos por hidrodestilacdo, enquanto que
os OEs citricos de laranja amarga e bergamota foram extraidos por prensagem a frio.
No entanto, o fornecedor ndo apresenta informacdes precisas a respeito da
composicao do 6leo adquirido, apenas as mesmas faixas de concentragcdo de

componentes encontradas na literatura.
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5.1.2 Componentes isolados dos 6leos essenciais

Os diferentes compostos isolados que sdo comumente encontrados nos OEs
estudados neste trabalho foram obtidos através de uma doacao feita pela industria de
fragrancias e sabores Givaudan do Brasil Ltda (Figura 16), localizada na cidade de
Jaguaré - SP.

Figura 16 — Logotipo da empresa Givaudan do Brasil Ltda.

Givaudan®

Fonte: Givaudan (2019).

Através desta doacdo foram adquiridos 10 mL dos seguintes terpenos e

compostos aromaticos presentes nos OEs estudados neste trabalho:

1. Cariofileno;
Citronelal;
Citronelol;
Eugenol;
Acetato de Eugenila;
Terpineno;

Geraniol;

© N o o b~ DN

Isopulegol;

9. Isomentona;

10.Mentona;

11.Limoneno;

12.Linalol;

13.Acetato de Linalina;

14.Citral.

Vale ressaltar que o composto conhecido como citral €, na verdade, uma

mistura de dois isdmeros estruturais. O trans-isbmero € conhecido por geranial ou

citral A, enquanto que o cis-isbmero é conhecido como neral ou citral B.
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A maioria destes componentes citados apresentam um aspecto limpido,
incolor e translucido, com excegdo dos componentes citral e eugenol que possuem

uma coloragdo amarelada e marrom-castanho, respectivamente (Figura 17).

Figura 17 - Aspecto das amostras de componentes individuais de 6leos essenciais em estado liquido.

Fonte: O autor.

Além dos compostos citados acima, que se apresentam na forma liquida a
temperatura ambiente, também foram doadas 50 gramas do composto mentol, que se
apresenta solido na mesma condic&o (Figura 18).

Figura 18 - Amostra de mentol em estado solido.

Fonte: O autor.

Todos os componentes doados possuem grau de pureza analitico (P.A.), ou
seja, 99% de pureza ou superior. Além disso, as estruturas quimicas destes
compostos (terpenos, terpendides e aromaticos) podem ser vistas na Figura 19.
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Figura 19 — Estrutura quimica dos diversos componentes de 6leos essenciais utilizados neste estudo.
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Fonte: Adaptado de ChemSpider.

Uma vez que algumas analises necessitaram investigar a influéncia do
pigmento clorofila na composi¢céo do espectro de alguns OEs, este composto também
precisou ser obtido. Porém, diferentemente dos demais, estes pigmentos foram
extraidos em laboratério, de maneira artesanal e com menor grau de pureza, conforme

sera explicado adiante.
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5.1.3 Misturas entre componentes

Uma vez definido quais interagcées entre diferentes componentes serao
estudadas e suas devidas propor¢gdes massicas, a fabricagdo destas amostras de
misturas é realizada de forma bem simples.

No presente trabalho, foi estipulada uma massa total de 900 mg para cada
mistura (amostra), pois, em face da densidade média dos componentes (da ordem de
~800 mg/mL) almejou-se um volume de amostra de aproximadamente 1 mL, que é o
volume estimado de cubetas utilizadas nas medidas de absorgao optica.

Através do produto entre a fragdo massica de um dado componente e a massa
total da mistura, obtém-se a massa de cada componente que sera utilizada para uma
dada amostra de mistura. Essa quantidade de material foi gotejada cautelosamente,
com o auxilio de uma pipeta volumétrica de 1 mL e uma pera de laboratorio, dentro
de um pequeno frasco de vidro em uma balanga analitica (com quatro casas decimais)
tarada. O procedimento se repete para todos os componentes planejados para a
mistura até que a amostra esteja completa.

Um dos componentes que foge desse procedimento € o mentol, dado se
apresentar no estado sélido. O mentol foi moido com o auxilio de um almofariz € um
pistilo. O mentol em po6 foi adicionado manualmente com o uso de uma espatula.

Outro componente que requereu procedimento diferenciado foi a clorofila, que
foi obtida em pequena quantidade em estado soélido, conforme o procedimento
descrito a seguir, mas de manuseio menos elementar. A incorporagao nas misturas
foi através do contato direto do extrato de clorofila obtido com a mistura de
componentes previamente preparada. Portanto, ndo houve um controle preciso a
respeito da quantidade de clorofila dissolvida em cada mistura no momento do
preparo, mas este valor pdde ser aferido em um segundo momento através de

medidas de Abs-UV/Vis, conforme sera explicado no decorrer deste trabalho.
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5.1.3.1 Procedimento de extracao de clorofila

O procedimento utilizado para a obtencdo de clorofila de origem vegetal
descrito a seguir foi adaptado da pratica descrita no livro-texto “Introducéo a Métodos
Cromatograficos” de Collins et al. (1995).

Primeiramente, diversas folhas de beterraba sao colocadas para secagem em
estufa por 24 horas a 100 °C. Depois de secas, sdo separadas 3,0 g de folhas para
serem ftrituradas em um almofariz. Em seguida, em um béquer de 50 mL séao
adicionados 10 mL de diclorometano e as folhas secas trituradas. Com um bastéao de
vidro, a mistura € agitada por 5 minutos. O extrato resultante é entao filtrado com uma
folha de papel filtro. O filtrado resultado € entdo concentrado em banho-maria, sob a
capela, até chegar no volume de 2 mL.

Na sequéncia, faz-se necessaria a preparagao de uma coluna de separagao
por cromatografia. A coluna consiste em um tubo de vidro com uma das pontas
afunilada. Esta coluna é entdo colocada em um suporte na posicao vertical, com a
ponta afunilada virada para baixo. No fundo da coluna é colocado um pequeno
chumaco de algod&o para que, em seguida, sejam adicionadas 2,0 g de silica de
coluna previamente pesada. Sdo aplicadas pequenas batidas na coluna para que a
silica fique bem empacotada. O extrato obtido anteriormente é entado solubilizado em
uma pequena quantidade de diclorometano (cerca de 0,5 mL). Ao extrato é adicionado
um pouco de silica e esta mistura é entdo agitada sob aquecimento para a
incorporagao do extrato a silica. Ao final, é obtido um pé fino e solto.

Este preparo é entédo transferido para o topo da coluna e um outro pequeno
chumaco de algodao € adicionado logo acima.

A partir deste ponto comeca o processo de eluicdo da coluna. Primeiro é
adicionada com o auxilio de uma pipeta Pasteur uma mistura de solventes composta
por hexano e acetato de etila na proporgao 7:3 (v/v), respectivamente. Ao atravessar
a coluna, esta mistura de solventes retira do extrato incorporado uma fragao rica em
carotenoides de cor alaranjada forte. Em seguida, sem deixar a coluna secar, é
adicionada uma mistura de hexano e acetato de etila na proporgédo 9:1 (v/v),
respectivamente. A segunda fragao resultante possui coloragéo esverdeada e € rica

em clorofila e outras substancias semelhantes.
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A segunda fragéo é recolhida e, para fins de caracterizagéo, é submetida a
uma analise de Abs-UV/Vis. E sabido, conforme ja dito anteriormente, que as clorofilas
possuem um pico de absorbancia na regiao de 670-680 nm.

Apoés a caracterizagao, um volume definido da solugdo é deixado em uma
capela para evaporacgao do solvente. O material sdlido resultante, de coloracéo verde
escura e rico em clorofila, pode entao ser usado para a preparacao de amostras por
diluicdo nos demais componentes dos OEs.

Este material resultante também €& pesado para determinacdo da sua
concentracao prévia em solugdo. Dessa forma, com os dados da sua concentragao e
da sua absorbancia, torna-se possivel a realizagao de uma estimativa da quantidade
de clorofila nas demais misturas preparadas pela medida das suas respectivas
absorbancias e pela aplicacéo da Lei de Lambert-Beer ((2). Vale destacar que esta
estimativa pode ter um erro consideravel associado, devido a diferenga entre os

solventes utilizados.

5.2 CROMATOGRAFIA GASOSA

As medidas de cromatografia gasosa foram realizadas no Departamento de
Quimica da UFPR com um equipamento de GC-MS Shimadzu ® modelo TQ8040,
equipado com amostrador automatico e controlador automatico de fluxo, com a
finalidade de identificar os principais componentes das amostras de OEs.

Todos parametros utilizados para a analise foram obtidos através de um
modelo de medicdo pré-concebido pelo Grupo de Pesquisas de Oleos Essenciais
existente no Departamento de Quimica da UFPR, o qual era adequado as nossas

amostras de OEs. Estes parametros podem ser vistos na Tabela 7.
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Tabela 7 — Parametros de equipamento das medidas de GC-MS.

Cromatografia Gasosa
Aparelho GC-MS Shimadzu ® modelo TQ8040
Coluna SH-RTX-5MS (espessura 0,25 ym; comprimento 30,0 m;

didmetro 0,25 mm)
Gas de arraste Hélio

Velocidade linear do gas de arraste 40,0 cm/s

Modo de injecao Split

Fluxo total 40,2 mL/min

Fluxo da coluna 1,20 mL/min

Fluxo de purga 3,0 mL/min
Temperatura do injetor 250 °C

Temperatura do forno da coluna 60 °C

Programagéao da temperatura - 60 °C durante 3 min

- Aquecimento até 250 °C a 5 °C/min
- Estabilizagéo a 250 °C por 4 min

- Tempo total: 45 min

Espectroscopia de massa

Temperatura da fonte de ions 200 °C
Temperatura da interface 300 °C
Tempo de corte de solvente 3 min

A andlise qualitativa dos compostos foi realizada pela comparagao dos seus
respectivos valores de indices de retengao obtidos experimentalmente com os indices
presentes nos bancos de dados da Shimadzu e do NIST (National Institute of
Standards and Technology). O fator de similaridade representa a razdo entre os
indices de retencdo mensurados para estes compostos com os indices presentes nos
bancos de dados.

As solucbes para anadlise foram preparadas a partir das amostras de OEs
comerciais adquiridas. Primeiramente, foram recolhidos, com o auxilio de uma
micropipeta, 20 yL de OE para serem diluidos em 980 uL de hexano de grau
cromatografico. Em seguida, 20 yL desta solugdo foram recolhidos para serem
diluidos em outros 980 pL de hexano. Por fim, este procedimento foi realizado mais

uma vez, totalizando trés diluigcdes de 20 pL em 980 uL de hexano.
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5.3 MEDIDAS DE ABSORBANCIA

Para as medidas de Abs-UV/Vis foi utilizado um espectrémetro do fabricante
Perkin-Elmer ®, modelo Lambda 1050, disponivel no laboratério de nosso grupo de
pesquisa, o qual permite medidas de absorbéncia na regido do ultravioleta, visivel e
na borda do infravermelho préoximo.

As amostras sao inseridas em cubetas de quartzo para analise, uma vez que
o vidro apresenta uma absorg&o pronunciada na regido do UV e poderia prejudicar as
medidas.

A regido analisada desta propriedade se estendeu de 250 nm até 800 nm

onde o aparelho apresenta uma resolugdo de 1 nm com uma incerteza < 0,05 nm.

5.4 MEDIDAS DE FOTOLUMINESCENCIA

O equipamento para a realizacdo da PL, também existente em nosso
laboratério. O laser utilizado para as medidas € um laser de estado soélido azul
(474 nm) da fabricante Laserline ®, com poténcia de 50 mW. A escolha deste
comprimento de onda de excitagcéo foi dada por motivos praticos. Normalmente, opta-
se por comprimentos de onda de maior energia (menores valores de A) para analises
de PL molecular, pois almeja-se uma excitagdo eletrbnica pronunciada para a
observacdo do fendmeno. Logo, comprimentos de onda na regido do UV séo
comumente usados. No entanto, como ja foi dito antes, a radiacado eletromagnética
exerce um papel crucial nos processos de degradagédo dos OEs e este fendbmeno é
ainda mais pronunciado com radiagdo UV. Portanto, afim de mitigar os efeitos de
degradacao dos OEs estudados durante as analises, optou-se pelo laser disponivel
que emite fotons de alta energia dentro da regiao do visivel, o laser azul.

Este laser é direcionado por espelhos até as amostras, localizadas em um
suporte. O sinal de PL produzido pela amostra é entdo direcionado por um sistema de
lentes para um espectrometro controlado por computador, que decompde os diversos
comprimentos de onda através de uma rede de difracédo, permitindo obter a funcao de
intensidades de cada um deles. Na entrada do espectrometro pode ser adicionado um
filtro 6ptico que absorve sinais indesejados (Figura 20). Para este estudo, foi utilizado
um filtro amarelo do tipo “passa-baixa”, que absorve fortemente em comprimentos de

onda inferiores a 500 nm. Isto foi feito para bloquear o sinal do laser, em 474 nm.
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Utilizou-se um monocromador Andor modelo Shamrock de 30 cm, com uma camera
CCD (Charge Coupled Device) Andor iDus, usada como detector. Todo este aparato
€ montado sobre uma mesa Optica de marmore que fornece estabilidade aos
experimentos.

As amostras de OEs s&o inseridas em pequenos frascos de vidro, os quais
sao vedados para evitar a evaporagao dos compostos volateis. Em todas as medi¢cdes
de propriedades épticas, é necessario que as superficies envolvidas (lentes, espelhos,
frascos) estejam livres de qualquer agente contaminante que tenha aderido a elas. A
limpeza é primeiramente feita com um tipo de tecido préprio para limpeza deste tipo
de superficie sensivel, sem causar desgaste mecanico ou riscos. Em seguida, com o
auxilio de um algodé&o levemente embebido em acetona, € feita uma nova limpeza, e
por fim, os residuos deixados por esse solvente sdo removidos com alcool
isopropilico. O manuseio deve ser feito com luvas, para evitar contaminagao das
superficies com fluidos corporais do operador.

O correto alinhamento do feixe do laser € de fundamental importédncia em
qualquer medigdo. O alinhamento compreende também o ajuste do feixe espalhado
pela amostra na dire¢éo da abertura da fenda do espectrémetro. Depois desse ajuste,
procura-se um ajuste fino com o objetivo de se obter a maxima intensidade para o
sinal capturado pelo detector, o que recebe apds atravessar o espectrometro
(TABATA et al., 2007).

Figura 20 — Esquema ilustrativo do aparato experimental de fotoluminescéncia.

1 - Laser
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Fonte: O autor.

E importante também que seja medido o espectro de PL de um frasco de vidro

vazio antes de analisar as diversas amostras inseridas neste recipiente. Esta medida,



71

chamada de “branco”, é necessaria para que sejam discernidos os picos de emissao
atribuidos a amostra e aqueles que pertencem aos demais aparatos presentes no
experimento.

Algumas bateladas de medidas foram feitas com o intuito de comparar os
espectros de PL de amostras diferentes. Nestes casos, as medidas foram feitas de
maneira padronizada, usando 0os mesmos parametros operacionais para todas as
amostras, demarcando uma posigao fixa para todos os frascos de vidro e executando
todas em sequéncia, no menor intervalo de tempo possivel, para que fossem evitadas

alteragcdes nos espectros decorrentes de mudangas no aparato experimental.

5.5 PROCEDIMENTO DE INVESTIGAGAO

E muito importante ressaltar que a escolha das misturas de componentes e
suas respectivas composicoes nao foi arbitraria. A elaboragdo dessas amostras
seguiu o procedimento descrito no fluxograma presente na Figura 21.

Primeiramente, foram realizadas as medidas 6pticas de Abs-UV/Vis e PL,
conforme descrito anteriormente, dos OEs e de seus respectivos principais
componentes. A partir da comparagdo dos dados obtidos por estas medidas e da
analise das estruturas quimicas dos componentes presentes em cada amostra de OE,
foram elaboradas hipoteses de possiveis interagdes intermoleculares entre diferentes
funcdes orgénicas de diferentes substéancias. A partir disso, usando como base a
proporcdo massica meédia entre estes componentes no seu respectivo OE
correspondente, foi definida a amostra de mistura, com seus devidos componentes e
fracbes massicas.

Uma vez que a mistura estava pronta, seguindo os procedimentos de
elaboragao descritos previamente, foi feita a caracterizagdo de suas propriedades
Opticas de Abs-UV/Vis e PL. Caso o espectro resultante da mistura confirmasse as
hipéteses prévias ou demonstrassem algum efeito consideravel de interagao, isto
seria considerado um resultado positivo. No caso de nenhum efeito de interagao
intermolecular consideravel aparecer na amostra de mistura analisada, este resultado
também seria registrado, mas considerado insuficiente e entdo novas hipoteses e
novas misturas se fariam necessarias. Uma vez que os principais mecanismos de PL
presentes nos OEs fossem constatados nas misturas propostas, o processo de

investigac&o seria dado como satisfatorio e finalizado.
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Figura 21 — Fluxograma do processo de investigacdo dos mecanismos de fotoluminescéncia dos
6leos essenciais.
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Fonte: O autor.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 EXTRAGAO DE CLOROFILA

Seguindo o procedimento de extragao de clorofila por cromatografia de coluna
a partir de folhas de beterraba descrito previamente, foi obtido um extrato de coloragao
verde escura contendo clorofila e demais pigmentos semelhantes dissolvidos em
hexano e acetato de etila na proporgéo 9:1 (v/v).

Um volume de 10 mL deste extrato foi reservado e deixado em uma capela
para evaporacao do solvente. A diferenca de massa entre o béquer apds a evaporacao
do solvente e o béquer seco e limpo pesado anteriormente revelou uma massa de
6,5 mg de pigmentos. Considerando o volume prévio de 10 mL de solventes, temos
que a concentracdo do extrato obtido foi de 0,65 mg/mL de clorofila e demais
pigmentos.

Para a caracterizacdo da amostra foi utilizada a técnica de Abs-UV/Vis. O
grafico presente na Figura 22 mostra o espectro de transmitancia do extrato de
pigmentos obtido. Como €& possivel observar, o pico de absorcdo (vale de

transmitancia) na regiao de 670-680 nm, tipico da clorofila, esta presente no extrato.

Figura 22 — Espectro de transmitancia referente ao extrato de pigmentos rico em clorofila obtido pelo
procedimento de extragdo por cromatografia de coluna.
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O valor da absorbancia obtido para o extrato em A = 670 nm € de 4,378. Desta
forma, é possivel obter uma reta que representa a relacao linear entre a concentragao
deste componente e sua absorbancia dada pela Lei de Lambert-Beer (Figura 23). A

reta resultante apresentou um coeficiente angular de 6,375 mL/mg.

Figura 23 — Reta que relaciona a absorbancia 6ptica em 670 nm e a concentragéo de clorofila
dissolvida em solvente orgénico (Lei de Lambert-Beer).
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6.2 FOTOLUMINESCENCIA — MEDIDA DE “BRANCO”

Conforme mencionado anteriormente, € necessario medir o espectro
resultante de um frasco de vidro vazio (sem amostra no seu interior). Desta forma é
obtido o chamado espectro do “branco”, ou seja, a parcela do espectro que € atribuida
aos instrumentos presentes no aparato experimental. O espectro de PL do frasco de

vidro vazio pode ser visto na Figura 24.

Figura 24 — Espectro de fotoluminescéncia de um frasco de vidro vazio (“branco”). Aexc= 474 nm.

Espectro de PL - Frasco de vidro
57’5I nm BTOInm 715 nm 764 nm
—_ | !
r | :
= | i :
c | 1 |
3 - | 1 : :
| | 1 1 |
o ! : : I
Q | 1 1 1
© | 1 1 |
o i | : |
© - 1 1 1 |
b 1 1 |
@ i i I
< 1 1 |
_'Cl_') ] 1 1 1
< | 1 1 |
_M | : : :
1 1 1 1
500 550 600 650 700 750 800
Comprimento de onda (nm)

Com o espectro do branco obtido é possivel observar picos de emissao de
baixa intensidade em 575, 670, 715 e 764 nm. Desta forma, estes pequenos picos
serdo desconsiderados nas futuras medidas de fotoluminescéncia das diversas

amostras presentes neste trabalho.
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6.3 FOTOLUMINESCENCIA — OLEOS ESSENCIAIS

As seis amostras de OEs (citronela, eucalipto citriodora, menta japonesa,
botdo de cravo, laranja amarga e bergamota) foram submetidas a analise de PL
conforme o procedimento descrito na seg¢ao anterior. O espectro de PL obtido para o
OE de citronela pode ser visto na Figura 25.

Figura 25 — Espectro de fotoluminescéncia do 6leo essencial de citronela (Cymbopogon winterianus).
ANexc = 474 nm.
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O espectro de PL do OE de citronela revela duas emissdes estruturadas, com
picos estreitos de emissdo em 515 nm e 550 nm, sendo que a primeira apresenta uma
menor intensidade em relacdo a segunda, que se mostra mais pronunciada. No
entanto, a emissdo de maior intensidade deste 6leo se deve a uma emisséo larga,
nao-estruturada e assimétrica, com um pico de emissio localizado em torno de
620 nm.



77

O espectro de PL do OE de eucalipto citriodora esta apresentado na Figura
26.

Figura 26 - Espectro de fotoluminescéncia do 6leo essencial de eucalipto citriodora (Eucalyptus
citriodora). Nexc= 474 nm.
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Para o OE de eucalipto citriodora, o espectro de PL revela uma emissao
estruturada intensa em 550 nm, semelhante a um dos picos de emissao presente no
OE de citronela. Vem acompanhado também de uma emisséo larga e assimétrica,

com maximo de emissdo em torno de 613 nm.
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O OE de menta japonesa tem seu espectro de PL mostrado no grafico da

Figura 27.

Figura 27 - Espectro de fotoluminescéncia do éleo essencial de menta japonesa (Mentha arvensis).
Aexc =474 nm.
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A PL do dleo de menta japonesa mostra duas emissdes estruturadas e muito
préximas, com intensidade mais elevada, em 549 e 550 nm. Da mesma forma que os
dois OEs mostrados anteriormente, esta amostra possui uma emissédo larga e
assimétrica como sua emiss&o mais intensa, com maximo de emissdo em 612 nm. E
interessante analisar que as emissdes largas nao-estruturadas de maior intensidade
dos OEs de menta japonesa e de eucalipto citriodora possuem formatos e maximos

de intensidade muito semelhantes, apesar das suas composi¢ées muito distintas.
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O espectro de PL do OE de botao de cravo esta presente no grafico da Figura

28.

Figura 28 - Espectro de fotoluminescéncia do 6leo essencial de botado de cravo (Syzygium

aromaticum). Aexc = 474 nm.
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Para o OE de botdo de cravo, o espectro de PL revela apenas uma grande

emissao intensa ndo-estruturada, larga, assimétrica e com um maximo de emissao

em 621 nm. Diferentemente das amostras anteriores, este OE nao apresentou

nenhuma emissao estruturada na regido analisada.
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O espectro de PL do OE de laranja amarga esta ilustrado na Figura 29.

Figura 29 - Espectro de fotoluminescéncia do 6leo essencial de laranja amarga (Citrus aurantium).
Aexc =474 nm.
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O espectro de PL do OE de laranja amarga revela trés emissdées de maior
intensidade. Uma delas, menos intensa, se apresenta na forma de uma emissao muito
larga que se inicia em 500 nm e em cerca de 650 nm se sobrepde ao inicio de uma
segunda emissdo. Esta segunda emiss&o possui a maior intensidade de todo o
espectro e se apresenta na forma de um pico em 678 nm. A terceira emissao de alta
intensidade, possui uma intensidade intermediaria entre as duas citadas
anteriormente. Esta ultima emissao tem seu inicio sobreposto ao final da segunda

emissdo. Seu maximo de emissao se encontra em ~724 nm.
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Por fim, o espectro de PL do OE de bergamota pode ser visto no grafico da
Figura 30.

Figura 30 - Espectro de fotoluminescéncia do 6leo essencial de bergamota (Citrus bergamia).
Nexc =474 nm.
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No espectro de PL do OE de bergamota observa-se também trés emissdes
principais e bastante similares as do OE de laranja amarga. A primeira, de menor
intensidade e bem larga, se estende desde ~500 nm e se sobrepde ao inicio da
segunda emissao, esta com a maior intensidade e com maximo em 682 nm. A terceira
emissdo, de intensidade intermediaria, em parte se sobrepbe ao final da segunda
emissao. Seu maximo de emissado esta localizado em 723 nm. A citada e visivel
similaridade dos espectros de PL dos OEs de laranja amarga e bergamota, em forma
e numero de picos, esta coerente com o fato de que estes dois OEs citricos tém
composi¢cao semelhante.

Além das diferencas no formato do espectro de PL, os OEs analisados
também apresentam diferentes intensidades de emissdo, as quais podem ser
comparadas quando as medidas sao feitas sob os mesmos parametros experimentais.

Tal comparagéo pode ser vista na Figura 31.



82

Figura 31 — Comparagéao entre os espectros de fotoluminescéncia dos 6leos essenciais de menta
japonesa (a), eucalipto citriodora (b), citronela (c), botdo de cravo (d), laranja amarga (e) e bergamota
(f). Aexc= 474 nm.

Espectros de PL - Oleos Essenciais

s @/ ) /N AN
® S/ T 1 T~(x85)
= om0 g 0 T
3 I 1 1 1 1 1 1 1
h B I S R NN L T~ (x79)
o "SR Lo |
L1 /0 0 SR B (x60)
k A A e
- I o R B B A L T (x30)
C 1 1 I 1 1 1 I 1 I
I3 N T T R T — |
= A . . N
W g it MR 1T (X 9)
" 55 5

500 550 600 650 700 750 800

Comprimento de onda (nm)

A comparagao entre os espectros de PL das seis amostras de OEs mostra
uma diferenga consideravel entre as intensidades dos seus maximos e emissdo. O
OE de bergamota se apresenta como mais intenso, seguido pelo OE de laranja
amarga, botédo de cravo, citronela, eucalipto citriodora e menta japonesa. Com relagao
aos formatos dos espectros de PL, fica evidente a semelhancga entre os OE de menta
japonesa, eucalipto citriodora e citronela. Embora exista uma diferenga na intensidade
relativa destas amostras, seus picos estreitos na regido de 550 nm e sua emissao
larga na regido de 610-620 nm sao semelhantes. Esta semelhanga, em um primeiro
momento, € compreensivel quando comparamos as composi¢cdes quimicas dos OE
de citronela e eucalipto citriodora, afinal, estes 6leos possuem diversos componentes
em comum. No entanto, a semelhanga com o OE de menta japonesa surpreende, uma
vez que este 6leo ndo possui muitos componentes em comum com 0s anteriores.

O OE de botao de cravo, por sua vez, nao apresenta emissoes estreitas. Seu

espectro de PL se apresenta na forma de uma grande emissao larga com maximo em
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621 nm, o unico dentre as amostras analisadas com este formato de espectro. Além
disso, seu maximo de emissao é mais intenso que todos os outros, exceto para a
bergamota e a laranja amarga. Este formato de espectro obtido € muito semelhante
aos espectros de PL que Ochocka et al. (1992) obtiveram ao analisar solugbes de
eugenol com Aexc nha regido do UV. Uma vez que o principal componente do OE de
botado de cravo é justamente o eugenol, este estudo prévio respalda o espectro obtido
neste trabalho.

Os OEs citricos (laranja amarga e bergamota), por sua vez, possuem seus
formatos de espectro de PL semelhantes entre si, porém, muito diferente dos demais,
ndo apresentando emissoes intensas na regiao de 550 nm ou 610-620 nm. Suas
principais emissdes ocorrem em comprimentos de onda maiores, na regido do
vermelho, préximas a 680 e 720 nm. Outro diferencial é a intensidade global da PL,
que € de uma a duas ordens de grandeza superior a das demais amostras. Além disso
tudo, é interessante analisar a semelhanga entre os espectros de PL obtidos para os
OEs de laranja amarga e bergamota com o espectro obtido por Kleinegris et al. (2010)
quando analisou glébulos de algas ricos em clorofila. Neste estudo em questéo, os
autores atribuiram os picos de emissao na regidao do vermelho para a clorofila. Como
ja foi discutido anteriormente, OEs que sao extraidos por prensagem a frio, assim
como nossas amostras de Oleos citricos, sdo comumente contaminados por
pigmentos presentes no epicarpo dos seus respectivos frutos. Isto nos abre a
possibilidade de considerar que tenhamos uma contribuicdo expressiva da

luminescéncia de clorofila misturada a esses 6leos citricos.
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6.4 FOTOLUMINESCENCIA — COMPONENTES INDIVIDUAIS

O mentol, citado na literatura como um dos principais componentes do OE de
menta japonesa, € encontrado no estado liquido quando em solugdo com outros
componentes terpenos/terpendides. No entanto, como ja citado anteriormente, esse
composto em um alto grau de pureza se apresenta como um sélido a temperatura
ambiente. Uma vez que o espectro de PL de uma determinada substancia pode se
alterar drasticamente com mudancgas no seu estado fisico, a medicdo da PL deste
composto em qualquer estado que ndo seja o liquido ndo se mostra interessante ou
util para nosso estudo. A unica maneira de avaliar a PL deste componente isolado no
estado liquido seria aquecendo a amostra e medindo sua PL simultaneamente.
Contudo, ndo contamos com o aparato experimental para tal procedimento.

Desta forma, com exceg¢ao do mentol, todos os demais componentes de OEs
obtidos tiveram seus espectros de PL medidos.

O espectro de PL do cariofileno, terpeno tipicamente encontrado no OE de

botdo de cravo, pode ser visto na Figura 32.

Figura 32 - Espectro de fotoluminescéncia do composto cariofileno (grau P.A.). Aexc = 474 nm.
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O espectro obtido para o cariofileno revela diversos picos de emissao
estreitos. O mais intenso deles esta localizado em 550 nm. Os demais picos estreitos,

de menores intensidades, estao localizados em 510, 514, 515, 545 e 555 nm.
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Diversos outros componentes apresentaram um formato do seu espectro de
PL muito semelhante ao que foi observado para o cariofileno, ou seja, com um pico
estreito de maior intensidade em 550 nm, e picos estreitos de menores intensidades
presentes na fixa de 500-555 nm. Dentre os componentes que apresentaram espectro
de PL neste formato, além do cariofileno ja citado, temos os compostos: citronelal,
citronelol, geraniol, limoneno, linalol, acetato de linalina, terpineno mentona. Os
espectros de PL destes componentes podem ser vistos no Anexo 1 deste trabalho e
um resumo das suas principais caracteristicas esta presente no Quadro 2.

O espectro de PL do citral, terpendide tipicamente encontrado no OE de

citronela, pode ser visto na Figura 33.

Figura 33 - Espectro de fotoluminescéncia do composto citral (grau P.A.). Aexc = 474 nm.
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O espectro obtido para o citral revela, além de diversos picos de emissao
estreitos, uma emissao larga em comprimentos de onda maiores. Dentre os picos
estreitos, o mais intenso deles esta localizado em ~550 nm. Os demais picos estreitos,
de menores intensidades, estao localizados em 503, 507, 508, 510, 515 e 545 nm. Ja
a sua emissao larga, assimétrica e de intensidade intermediaria, possui maximo de
intensidade em ~614 nm. Uma vez que este composto analisado encontra-se em um
elevado grau de pureza em fase liquida, a existéncia de uma emissdo n&o-
estruturada, como aquela presente em 614 nm, indica a possibilidade de interacdes

fortes entre as moléculas de citral no estado excitado com as moléculas idénticas no
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estado fundamental, caracterizando a formag¢ao de excimeros, os quais tipicamente
apresentam emissdes largas em comprimentos de onda maiores.

O componente isomentona apresentou um espectro de PL com formato muito
semelhante ao do citral, ou seja, com diversos picos de emissao estreitos, sendo o
mais intenso em ~550 nm, e uma emissao larga em comprimentos de onda maiores.
O espectro de PL da isomentona pode ser visualizado no Anexo 1 deste trabalho e
um resumo das suas principais caracteristicas esta presente no Quadro 2.

O espectro de PL do isopulegol, terpendide tipicamente encontrado no OE de

citronela e eucalipto citriodora, pode ser visto na Figura 34.

Figura 34 - Espectro de fotoluminescéncia do composto isopulegol (grau P.A.). Aexc= 474 nm.
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O espectro obtido para o isopulegol revela dois picos de emissao estreitos e
uma emissao larga em comprimentos de onda maiores. Ambos os picos estreitos
presentes possuem alta intensidade de emissao. Eles se localizam em 550 e 551 nm.
A emissao larga, por sua vez, possui maximo de intensidade em 588 nm e se
apresenta como a mais intensa dentre as emissdes para este componente.
Semelhante ao que foi descrito anteriormente, a existéncia da emissdo nao-
estruturada em 588 nm indica a possibilidade de formagao de excimeros entre as
moléculas deste componente, porém, diferente do que foi observado para os
compostos anteriores (citral e isomentona), a emissdo nao-estruturada do isopulegol

se sobressai as demais em termos de intensidade.
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O espectro de PL do eugenol, composto aromatico tipicamente encontrado no

OE de botao de cravo, pode ser visto na Figura 35.

Figura 35 - Espectro de fotoluminescéncia do composto eugenol (grau P.A.). Aexc= 474 nm.
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O espectro obtido para o eugenol revela diversos picos de emissao estreitos
e uma emissao larga em comprimentos de onda maiores. Dentre os picos estreitos, o
mais intenso deles esta localizado em 555 nm. No entanto, outros quatro picos de
intensidades comparaveis se encontram proximos, em 548, 550, 553 e 570 nm. Os
demais picos estreitos, de menores intensidades, estdo localizados em 503, 506, 510
e 515 nm. Ja a sua emissao larga, assimétrica e de alta intensidade, possui maximo
de intensidade em 611 nm. Semelhante ao que foi descrito anteriormente, a existéncia
da emissao nao-estruturada em 611 nm indica a possibilidade de formacao de
excimeros entre as moléculas deste componente.

O espectro de PL do acetato de eugenila, composto aromatico também
encontrado no OE de botdo de cravo, apresentou um espectro de PL semelhante
aquele observado para o eugenol, ou seja, com emissdes estreitas e intensas na faixa
de 500-555 nm e com uma emissao larga de menor intensidade em comprimentos de
onda maiores. O espectro de PL do acetato de eugenila pode ser visualizado no
Anexo 1 deste trabalho e um resumo das suas principais caracteristicas esta presente

no Quadro 2 abaixo.
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Conforme pbde ser observado, os espectros de PL dos compostos analisados
acima possuem algumas semelhangas. A principal delas consiste nos picos estreitos
de emissao na regidao de 550-555 nm. De fato, com excegao ao isopulegol, todos os
demais componentes possuem sua emissao mais intensa nesta regiao. A existéncia
dos mesmos picos de emissdo em terpenos, terpendides e compostos aromaticos
mostra que, apesar de representarem moléculas diferentes, suas estruturas e massas
molares semelhantes com insaturacdes (transicbes m*,m) geram picos de emissao
parecidos.

Diversos outros picos estreitos de intensidades intermediarias ou bem
inferiores também puderam ser observados nas moléculas analisadas. Os picos de
menores intensidades podem ser observados nas regides entre 500-510, 514-518 e
543-545 nm. Enquanto os picos de intensidades intermediarias se encontram nas
regides de 448, 553 e 570 nm, na maioria das vezes muito proximos ao pico de maior
intensidade em 550-555 nm.

Também foi possivel observar que alguns dos compostos apresentaram a
formagao de estruturas que se assemelham a excimeros. Os excimeros, conforme
dito anteriormente, sdo emissdes largas que possuem um red-shift em relacédo as
tipicas emissodes estreitas da PL molecular, que ocorrem em componentes com alto
grau de pureza que possuem moléculas no estado excitado interagindo com
moléculas idénticas no estado fundamental. Os componentes isomentona, citral,
eugenol e acetato de eugenila apresentaram tais emissdes largas com intensidade
intermediaria na regiao de 610-615 nm. Outro componente que merece destaque é
isopulegol, o qual apresentou emissdo uma emissao larga em 588 nm de intensidade
superior aos seus demais picos de emissao, incluindo os caracteristicos picos de alta
intensidade na regido de 550-551 nm.

Com relagdo as intensidades de emissdo relativas entre os diversos
componentes, as medidas padronizadas revelaram que o pico em 551 nm do
componente citral representa o mais intenso dentre as amostras avaliadas. Logo em
seguida, a emissao em 588 nm do componente isopulegol se apresenta como a
segunda mais intensa. A emissao estreita em 555 nm do eugenol vem logo em
seguida, enquanto que os demais componentes apresentam intensidades relativas
muito semelhantes.

Além disso, € importante salientar que os espectros de PL de todas as

amostras presentes neste estudo foram mensurados em diferentes ocasides, com
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intervalos de tempo que chegaram a 10 meses e 0s mesmos se mostraram

reprodutiveis.

6.5 OLEO ESSENCIAL DE CITRONELA

Os resultados obtidos pelas medidas de GC-MS, Abs-UV/Vis e PL para o OE
de citronela, bem como a analise e comparacao destas propriedades Opticas para

seus principais componentes e misturas de componentes, estdo descritos a seguir.

6.5.1 Cromatografia gasosa

A analise de GC-MS realizada apontou, com um fator de similaridade de 95%
ou superior, a presencga dos seguintes componentes na amostra de OE de citronela:
Citronelal;

Geraniol;
Citral;

Citronelol;

a w0 bnd =

Limoneno;
6. Acetato de geranila.

sendo que as quatro maiores areas de pico detectadas, da maior para a menor, foram
as dos compostos citronelal, geraniol, citral e citronelol. Os resultados desta analise
cromatografica para o OE de citronela podem ser vistos no Anexo 2 deste trabalho.
Uma vez que as informagdes disponiveis na literatura a respeito da composic¢ao deste
OE (vide Tabela 1) também destacam a presenca destes quatro compostos como
componentes majoritarios, estes resultados mostram-se coerentes. Os componentes
limoneno e acetato de geranila também sao citados na literatura, porém, como
componentes minoritarios. A literatura também cita a presengca do composto
isopulegol como componente minoritario e, mesmo que sua presenga nao tenha sido
detectada por este ensaio, sua existéncia na amostra analisada nao foi

desconsiderada em um primeiro momento.

6.5.2 Misturas de componentes
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Para a analise das possiveis interacdes entre os componentes do OE de

citronela foram elaboradas as seguintes misturas:
1. Citronelal (80%) + Citronelol (20%)
Citronelal (80%) + Geraniol (20%)
Citronelal (80%) + Isopulegol (20%)
Citronelal (60%) + Citral (50%)
Citral (79%) + Citronelol (21%)
Citral (79%) + Isopulegol (21%)
Citral (80%) + Geraniol (20%)
Geraniol (50%) + Isopulegol (50%)
9. Geraniol (50%) + Citronelol (50%)
10.Isopulegol (50%) + Citronelol (50%)
11. Citronelal (45%) + Geraniol (30%) + Citral (15%) + Citronelol (10%)
12.Citronelal (44%) + Geraniol (29%) + Citral (15%) + Citronelol (10%) +
Isopulegol (2%)

© N o g~ W DN

6.5.3 Fotoluminescéncia - Oleo essencial vs. Componentes

Na Figura 36 estdo presentes os espectros de PL obtidos para o OE de
citronela e seus componentes analisados (citronelal, citronelol, citral, geraniol e
isopulegol) para fins de comparacdo. Observa-se que o OE de citronela apresenta,
assim como seus principais componentes, uma emissao estreita e intensa em 550 nm.
No entanto, a principal emissdo da amostra de OE é uma larga emisséo com pico de
intensidade em ~620 nm. Os componentes citronelal, citronelol, e geraniol
apresentam despreziveis ou nulas emissdes largas. Ja o isopulegol e o citral as
apresentam, em 588 e 614 nm, respectivamente. Porém, no caso do citral, sua
principal emissdo (mais intensa) ainda € atribuida ao seu pico em 550 nm. Concluindo,
o isopulegol é o unico componente que, assim como o OE, possui sua emissao mais

larga como principal emissao, mas sua forma nao se ajusta a do OE.
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Figura 36 — Comparagéao entre os espectros de fotoluminescéncia do 6leo essencial de citronela (a) e
seus componentes analisados: isopulegol (b), citral (c), citronelal (d), citronelol (e) e geraniol (f).

Aexc = 474 nm.
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Desta forma, fica evidente que o espectro de PL do OE em questdo possui
diferengcas consideraveis em relacdo aos dos principais componentes, no que diz
respeito a intensidade do pico em 550 nm (cuja posi¢ao €, no entanto, comum para
todos) e no que diz respeito a forma e a intensidade relativa dos picos largos.

Conforme ja discutido, as emissdes largas em maiores comprimentos de onda
observadas nas amostras de citral e isopulegol provavelmente estdo associadas a
formacdo de excimeros entre as moléculas destes compostos. Uma vez que o
espectro de PL do OE difere do espectro dos seus componentes em formato e
intensidade, € muito provavel que efeitos de interacdes intermoleculares fortes entre
seus componentes estejam atuando para a formagao deste espectro, o qual ndo se
apresenta como uma simples sobreposi¢cao dos demais. Isso também € sugerido pela

sua maior intensidade relativa.
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6.5.4 Absorbancia UV-Vis

Conforme  explicado  anteriormente, foram realizadas medidas
complementares de Abs-UV/Vis em todas as amostras, cujos resultados sao
consolidados na Tabela 8, que relaciona dados da transmitancia no comprimento de
onda 550 nm (escolhido como valor de referéncia, correspondendo a posicdo dos
picos estreitos de emissao de PL) e o limiar de absorgao total (que é o comprimento

de onda abaixo do qual a absorgéo é maxima).

Tabela 8 - Comparagéo entre os dados de absorbancia no ultravioleta e visivel (250 a 800 nm) para o
6leo essencial de citronela, seus principais componentes e misturas entre seus componentes
analisados.

Outros picos L
Limiar de Transmitancia em
Amostra de absorgdo
absorgao total (nm) 550 nm
(nm)
Oleo essencial de Citronela 385 - 93%
Citronelal 341 - 100%
Citronelol 274 - 100%
Geraniol 308 - 94%
Citral 400 - 95%
Isopulegol 333 - 95%
Citronelal (80%) + Citronelol (20%) 339 - 97%
Citronelal (80%) + Geraniol (20%) 339 - 97%
Citronelal (80%) + Isopulegol (20%) 340 - 97%
Citronelal (50%) + Citral (50%) 391 - 98%
Citral (79%) + Citronelol (21%) 396 - 99%
Citral (79%) + Isopulegol (21%) 419 - 78%
Citral (80%) + Geraniol (20%) 396 - 99%
Geraniol (50%) + Isopulegol (50%) 338 - 100%
Geraniol (50%) + Citronelol (50%) 364 - 100%
Isopulegol (50%) + Citronelol (50%) 310 - 100%
Citronelal (45%) + Geraniol (30%) + Citral (15%)
384 - 100%
+ Citronelol (10%)
Citronelal (44%) + Geraniol (29%) + Citral (15%)
384 - 100%

+ Citronelol (10%) + Isopulegol (2%)

E possivel observar que o limiar de absorcdo total do OE de citronela se
encontra em um valor intermediario abaixo do citral (de maior limiar) e acima dos

demais. Uma vez que a regiao de absorc¢ao entre 380-420 nm corresponde ao violeta,
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o aspecto verde-amarelado do OE de citronela e do citral sdo coerentes com seus
respectivos espectros de absorgéo, enquanto que os demais, que absorvem na regiao
do UV, sao incolores e transparentes.

Além disso, também € possivel constatar a pequena absor¢ao (alta
transmiténcia) em 550 nm, onde todos os componentes possuem uma emissao
intensa de PL.

Para as misturas constituidas de 80% de citronelal com os outros 20% sendo
constituidos pelos diferentes tipos de alcoois (citronelol, geraniol, isopulegol) ndo ha
muita diferenga, pois o limiar de absorgao ficou muito proximo do medido para o
citronelal (componente maijoritario).

A mistura citronelal + citral (50% cada) apresentou um limiar de absorgao total
intermediario aos dos componentes isolados.

Ja a mistura citral (79%) e citronelol (21%) apresentou um leve efeito
hipsocrémico em relagao ao citral.

A mistura citral (79%) + isopulegol (21%) apresentou um claro efeito
batocrémico, tendo seu limiar de absorc¢éo total deslocado para 419 nm, um valor
superior aos encontrados para cada componente separado (400 nm para o citral e
333 nm para o isopulegol). Foi possivel observar também que, enquanto a amostra
de citral apresentava uma leve coloragao amarelada e a amostra de isopulegol se
apresentava transparente e incolor, a mistura preparada entre estes dois compostos
assumiu uma coloragdo marrom-castanho.

A mistura citral (80%) + geraniol (20%) apresentou um leve efeito
hipsocrdmico em relagao ao citral, similar a mistura de citral (79%) + citronelol (19%).

E interessante ressaltar que o componente citral foi misturado em proporcdes
praticamente idénticas com os trés tipos de alcoois diferentes: citronelol, isopulegol e
geraniol. No entanto, o efeito batocrémico s6 foi observado com o componente
isopulegol.

A mistura geraniol (50%) + isopulegol (50%) apresentou um leve efeito
batocrémico, tendo seu limiar de absorgao total deslocado para 338 nm, um valor
superior aos encontrados para cada componente separado (308 nm para o geraniol e
333 nm para o isopulegol).

A mistura geraniol (50%) + citronelol (50%), por sua vez, apresentou um efeito

batocromico mais forte, tendo seu limiar de absorgao total deslocado para 364 nm, um
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valor superior ao dos componentes (308 nm para o geraniol e 274 nm para o
citronelol).

Ja a mistura citronelol + isopulegol (50% cada) apresentou um limiar de
absorgao total intermediario ao dos componentes.

Também € interessante observar que para estas trés misturas de alcoois
(geraniol, citronelol e isopulegol) foram observados efeitos de interagdes fortes no
estado fundamental (efeito batocrébmico) entre o geraniol e os demais componentes,
enquanto que a interagdo entre o citronelol e isopulegol ndo apresentou 0 mesmo
comportamento.

Além disso, temos a mistura citronelal (45%) + geraniol (30%) + citral (15%) +
citronelol (10%), e a mistura citronelal (44%) + geraniol (29%) + citral (15%) +
citronelol (10%) + isopulegol (2%). Vale destacar que estas duas misturas foram
elaboradas com as mesmas quantidades de citronelal, geraniol, citral e citronelol,
diferindo apenas pela adicdo de pequena fracdo de isopulegol na segunda mistura.
Os espectros de absorcédo destas duas misturas foram os que mais se aproximaram
ao do OE de citronela, com limiar de absor¢édo em 384 nm, enquanto que o do OE foi
de 385 nm. Este resultado é coerente, tendo em vista que estas duas misturas foram
elaboradas visando obter uma proporgao destes componentes muito similar ao que é
esperado para a amostra de OE de citronela. Entretanto, a pequena fragdo de
isopulegol ndo gerou alteragao apreciavel no espectro de absorgédo da mistura.

Com relacao as absor¢des em 550 nm, é possivel constatar que quase todas
as amostras tém baixa absorg¢ao nesta faixa (transmitancia préxima a 100%), exceto
na mistura de citral (79%) + isopulegol (21%), cujo forte efeito batocrébmico é
acompanhado de consideravel aumento da absorgao nesta regido. Uma vez que todos
0s seus possuem um pico de emissao nesta mesma faixa, o efeito de transferéncia

ressonante de energia pode estar ocorrendo.
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6.5.4.1 Fotoluminescéncia — Misturas de componentes

A Figura 37 mostra a comparacgao entre os espectros de PL do OE de citronela
e as misturas de: citronelal (80%) + citronelol (20%), citronelal (80%) + geraniol (20%)
e geraniol (50%) + citronelol (50%).

Figura 37 — Comparacéo entre os espectros de fotoluminescéncia do 6leo essencial de citronela e
misturas binarias entre seus componentes citronelal, citronelol e geraniol. Aexc = 474 nm.
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Oleo Essencial de Citronela
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‘ (x 2,5) Geraniol (50%) + Citronelol (50%)
500 550 600 650 700 750 800

Comprimento de onda (nm)

Ambas as misturas, citronelal (80%) + citronelol (20%) e citronelal (80%) +
geraniol (20%), ndo revelaram indicios de intera¢des intermoleculares fortes no
estado fundamental, conforme visto pelos resultados de Abs-UV/Vis. Seus espectros
de PL também indicam a auséncia de interagdes fortes no estado excitado para estas
misturas (dada a semelhanga com os espectros de PL dos componentes isolados,
vide Figura 36). Além disso, seus espectros de PL diferem muito do espectro do OE
de citronela em formato e intensidade.

A mistura geraniol (50%) + citronelol (50%), apesar de ter apresentado um
forte efeito batocrémico no seu espectro de Abs-UV/Vis, indicando interagdes fortes
no estado fundamental, também nao revelou grandes alteragdes no seu espectro de
PL, o qual se assemelha muito ao espectro dos componentes isolados (vide Figura
36). Portanto, ndo devem haver interagdes fortes no estado excitado para esta

mistura.



97

A Figura 38 mostra a comparacgao entre os espectros de PL do OE de citronela

e mistura binarias contendo citral e os componentes citronelal, citronelol e geraniol.

Figura 38 — Comparacéo entre os espectros de fotoluminescéncia do 6leo essencial de citronela e
misturas binarias de seus componentes contendo citral com citronelal, citronelol e geraniol.
Aexc =474 nm.
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Para a mistura citral (50%) + citronelal (50%), vemos que o formato do seu
espectro de PL é muito semelhante ao do OE de citronela. Esta mistura, n&o apresenta
indicios de interagdes fortes no seu estado fundamental de acordo com o seu espectro
de Abs-UV/Vis, mas demonstra sinais de interagdes fortes no estado excitado de
acordo com sua PL. Conforme foi mostrado anteriormente (Figura 36), o citronelal néo
apresentava uma emissao larga de alta intensidade, apenas a tipica emissao estreita
em ~550 nm. O citral, por sua vez, apresentava uma emissao larga de intensidade
intermediaria com maximo em 614 nm, além da sua emissédo estreita de maior
intensidade em ~550 nm. Ja a mistura entre estes componentes, citronelal e citral,
mostrou o tradicional pico de emissao estreito em 550 nm (assim como nos
componentes isolados) e também uma emissao larga com um maximo de emissao
em ~614 nm (assim como o excimero do citral) mais intenso que a emisséo estreita.
Dessa forma, € possivel constatar que existem efeitos de interacdo forte entre o
citronelal e o citral no estado excitado. Uma vez que o citral isolado apresenta
excimeros, suas interagdes no estado excitado com o citronelal sdo plausiveis. Devido
a semelhanca das posicées dos maximos de emissao do excimero do citral e da sua
mistura com o citronelal, acredita-se que a interacdo do citronelal com o citral no

estado excitado favoreca a emissao do seu excimero, aumentando sua intensidade.
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Para as misturas citral (79%) + citronelol (21%) e citral (80%) +
geraniol (20%), o formato geral dos seus espectros de PL se assemelham muito ao
espectro do OE (exceto pela sua intensidade). Os espectros de Abs-UV/Vis haviam
apresentado apenas um leve efeito hipsocrémico em relagao ao citral. No entanto, o
espectro de PL indica a presencga de interagdes fortes estes componentes no estado
excitado devido a diferengca do espectro da mistura com relagdo aos compostos
isolados (vide Figura 36). Assim como na mistura citral (50%) + citronelal (50%), ha a
tipica emissao estreita em ~550 nm, mas a emissdo mais intensa é dada pelo pico
largo com maximo em ~614 nm, na mesma posi¢cado do maximo do excimero do citral.
Tais constatagdes reforcam a hipotese proposta anteriormente de que a interagao com
outros componentes no estado excitado favorece a emissao do excimero do citral.

A Figura 39 mostra a comparacgao entre os espectros de PL do OE de citronela
e mistura binarias contendo isopulegol e os componentes citronelal, citronelol, geraniol

e citral.

Figura 39 — Comparagéao entre os espectros de fotoluminescéncia do 6leo essencial de citronela e
misturas binarias de seus componentes contendo isopulegol com citronelal, citronelol, geraniol e
citral. Aexc= 474 nm.
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A mistura isopulegol (20%) + citronelal (80%), assim como as demais
amostras que se tratavam de misturas entre citronelal e diferentes tipos de alcoois,
esta amostra ndo demonstrou sinais de interacdes intermoleculares fortes no seu
estado fundamental (espectro de Abs-UV/Vis). No entanto, o espectro de PL revelou
sinais de interagdes fortes no estado excitado, o que pode ser observado pelas

diferengas entre o espectro de PL desta mistura e dos seus componentes isolados
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(vide Figura 36). Conforme foi mostrado anteriormente, o citronelal ndo apresenta uma
emissao larga de alta intensidade, apenas a tipica emissao estreita em ~550 nm. O
isopulegol, por sua vez, apresentava uma emissao larga de maior intensidade com
maximo em 588 nm, cerca de 5 vezes menor que a emissao do OE de citronela. Ja a
mistura entre estes componentes, citronelal e isopulegol, apesar de mostrar o
tradicional pico de emisséo estreito em 550 nm, mostrou também uma emisséo larga,
com intensidade superior a do maior pico de emissao do 6leo de citronela, e com um
maximo de emissao localizado em 595 nm. Apesar das diferencas citadas, o espectro
de PL possui certa semelhanga com o do OE, justamente pela hierarquia de
intensidades relativas entre a emissao larga e a intensidade do pico estreito em
550 nm. Com respeito aos efeitos de interagao forte entre o citronelal e o isopulegol
no estado excitado, note-se que o isopulegol isolado apresentava a formacgéo de
excimeros entre suas moléculas. Sendo assim, suas interagées no estado excitado
com o citronelal podem estar alterando esta emisséo.

A mistura isopulegol (560%) + citronelol (50%), embora apresente pequenas
alteragdes no seu espectro de Abs-UV/Vis, trouxe mudancgas significativas no seu
espectro de PL em relagao aos espectros dos componentes isolados (vide Figura 36).
A tipica emissao estreita em ~550 nm esta presente, acompanhada de uma emissao
larga mais intensa com maximo em ~593 nm, cerca de 2 vezes mais intensa que a
emissdo do OE de citronela. Uma vez que o excimero do componente isopulegol
possui um maximo em 588 nm, € possivel que as interacdes no estado excitado desta
mistura tenham causado alteragdes nesta emissao.

A mistura isopulegol (50%) + geraniol (50%) apresentou um leve efeito
batocromico no seu espectro de Abs-UV/Vis. No entanto, seu espectro de PL indica
fortes interagdes entre estes componentes no estado excitado com uma emissao larga
de maximo em ~587 nm, muito proximo ao excimero do isopulegol (maximo em
~588 nm). Desta forma, é possivel que a interagdo no estado excitado entre o
isopulegol e o geraniol favoreca a emissdo do seu excimero. No mais, o espectro de
PL da mistura difere muito do espectro do OE de citronela.

A mistura isopulegol (21%) + citral (79%) havia apresentado um grande efeito
batocrémico no espectro de Abs-UV/Vis, até superior ao observado para o OE de
citronela, indicando a presenca de interacbes fortes para estes componentes no
estado fundamental. Quanto ao espectro de PL, também existem mudancas com

relacdo aos componentes isolados (vide Figura 36). Primeiramente, a mistura nao
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apresenta a tipica emissdo estreita em 550 nm que os componentes isolados
apresentam. Isto pode ser explicado pela ja observada alta absorbéancia desta amostra
na regiao de 550 nm decorrente do forte efeito batocrobmico gerado. Desta forma,
observa-se o fendbmeno de transferéncia ressonante de energia neste sistema. Além
disso, vemos a aparicao de uma emisséo larga de alta intensidade, mais intensa que
a propria emissao larga do OE de citronela, com maximo de emissao em ~607 nm.
Vale ressaltar que tanto o citral quanto o isopulegol apresentavam a formacéo de
excimeros. Desta forma, a mistura entre estes dois componentes acarretou fortes
efeitos de interacdo tanto no estado fundamental (efeito batocrédmico) quanto no
estado excitado (mudanca no formato do espectro de emissao). Além disso, a alta
intensidade da emissdo em ~607 nm da mistura, muito provavelmente, esta associada
ao fendbmeno de FRET, também responsavel pela extingdo do pico estreito em 550 nm
dos componentes individuais. No entanto, apesar dos efeitos interessantes, o espectro
de PL desta mistura ainda difere do espectro do OE de citronela.

A Figura 40 mostra comparacgao entre os espectros de PL do OE de citronela
e as seguintes misturas: citronelal (45%) + geraniol (30%) + citral (15%) +
citronelol (10%) e citronelal (44%) + geraniol (29%) + citral (15%) + citronelol (10%) +

isopulegol (2%).

Figura 40 — Comparacéo entre os espectros de fotoluminescéncia do 6leo essencial de citronela e
misturas de citronelal (45%) + geraniol (30%) + citral (15%) + citronelol (10%) e citronelal (44%) +
geraniol (29%) + citral (15%) + citronelol (10%) + isopulegol (2%). Aexc = 474 nm.
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Como mostrado anteriormente, o espectro de Abs-UV/Vis da mistura
citronelal (45%) + geraniol (30%) + citral (15%) + citronelol (10%) apresentou um
efeito batocrémico muito semelhante ao do préprio OE de citronela. Seu espectro de
PL também apresentou algumas semelhangas com o espectro de PL do OE. A
principal comparagao diz respeito as intensidades de emissdo, que sao muito
proximas. Além das intensidades, os formatos dos seus espectros sédo parecidos.
Nesta mistura, a tipica emissao estreita em 550 nm mostra-se presente junto com uma
emissao larga e intensa que possui maximo em ~613 nm. No entanto, diferente do
espectro do OE de citronela, a emissao mais intensa desta amostra ainda é a emissao
em 550 nm. Assim como as amostras anteriores que continham citral, esta mistura
apresenta um maximo de intensidade da sua emisséo larga em uma posi¢ado muito
semelhante a do excimero do citral (~614 nm). Uma vez que as demais amostras
contendo citral e os demais componentes apresentaram fortes interacbes no seu
estado excitado, é plausivel que estas mesmas interagdes estejam ocorrendo nesta
amostra em um grau diferente.

Conforme dito previamente, a mistura citronelal (44%) + geraniol (29%) +
citral (15%) + citronelol (10%) + isopulegol (2%) € muito semelhante aquela analisada
anteriormente, diferindo apenas pela adigdo de pequena fragao de isopulegol. A Abs-
UV/Vis desta amostra revelou um espectro semelhante ao da amostra anterior, com
um efeito batocrémico semelhante ao observado no préprio OE de citronela. Portanto,
€ possivel observar que a adigdo de isopulegol ndo acarretou interagdes fortes no
estado fundamental. No entanto, quando avaliamos o espectro de PL, vemos que
presenca do isopulegol causa uma grande alterac&o. A emisséao larga da mistura se
torna mais intensa que a emissao em 550 nm e seu maximo de intensidade se desloca
para 581 nm. Conforme visto, este valor de maximo de intensidade esta mais préximo
ao excimero do isopulegol (~588 nm). Com isso, percebe-se que a presenga de
pequenas quantidades de isopulegol € suficiente para gerar grandes alteragdes no
estado excitado deste sistema, causando um desvio do formato do espectro de PL

observado para o OE de citronela.
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6.5.5 Consideracdes gerais

De maneira geral, observamos no OE de citronela duas caracteristicas 6pticas
que se distinguem das dos seus principais componentes. A primeira diz respeito a um
efeito batocrémico forte no espectro de Abs-UV/Vis e a segunda diz respeito a uma
emissao larga e assimétrica de alta intensidade com seu maximo em ~620 nm.

Um efeito batocrémico foi observado primeiramente, em menor grau, na
mistura entre citronelol (50%) e geraniol (60%). Em seguida, em um grau muito
semelhante ao observado no OE de citronela, este efeito também foi observado na
mistura entre citronelal (45%), geraniol (30%), citral (15%) e citronelol (10%), seus
quatro principais componentes. Desta forma, acredita-se que este efeito batocrémico
esteja associado, principalmente, com interagdes fortes no estado fundamental entre
os componentes geraniol e citronelol e que suas proporgdes relativas e outros
componentes presentes no sistema podem alterar o grau deste efeito.

Com relacao ao espectro de PL, foram obtidos espectros muito semelhantes
em formato, porém em intensidades inferiores, com as misturas envolvendo citral e os
componentes citronelal, citronelol e geraniol. Nestas misturas, ficou evidente (através
das medidas de Abs-UV/Vis) que ndo haviam interagdes fortes entre estes
componentes no estado fundamental. No entanto, no estado excitado, as interagdes
do citral com os demais componentes acarretavam em um aumento da intensidade
de emissao do seu excimero, o qual possui um maximo de intensidade em ~614 nm.
Além disso, a mistura entre citronelal (45%), geraniol (30%), citral (15%) e
citronelol (10%) também apresentou, com algumas ressalvas, semelhangas no seu
formato de PL com o OE de citronela, além de uma intensidade muito similar.

Portanto, acredita-se que através de uma mistura com as proporg¢des corretas
entre os quatro componentes principais do OE de citronela (citronelal, citronelol, citral
e geraniol) seja possivel obter um espectro de PL muito similar ao do préprio OE, com
0S mesmos mecanismos de luminescéncia.

Propde-se aqui que os efeitos de interagdes intermoleculares no estado
fundamental do OE de citronela estejam associados, principalmente, ao par
citronelol/geraniol, enquanto as interagdes do estado excitado estejam relacionadas
com o excimero do citral e sua relagdo com os demais componentes.

O maximo de emissao em ~620 nm na PL do OE de citronela, bem como sua

assimetria mais acentuada, devem estar associados aos demais componentes
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minoritarios presentes no 6leo, uma vez que estes efeitos ndo foram observados em
nenhuma das misturas elaboradas com os componentes principais.

Vale ressaltar também os efeitos muito fortes de interagcdes no estado
excitado entre os componentes principais (citronelal, citronelol, citral e geraniol) e o
isopulegol. No caso do citral, as interagcbes também foram observadas no estado
fundamental, criando um efeito batocrémico tado forte que levou a ocorréncia do
fenbmeno de FRET, e o espectro de PL da mistura entre citral (79%) e
isopulegol (21%) ndo possui a tipica emisséo estreita em 550 nm e se apresenta na
forma de uma unica emissao larga de alta intensidade (cerca de 5 vezes mais intensa
que o OE de citronela) com maximo em ~606 nm. De maneira geral, a presenga do
isopulegol, mesmo em quantidades muito pequenas (~2%), causou alteracdes
significantes no espectro de PL das suas misturas, desviando os picos de intensidade
das suas emissdes mais largas para valores mais proximos ao do seu excimero, em
~588 nm. Portanto, acredita-se que a amostra analisada de OE de citronela nao
apresenta, ou apresenta quantidades muito pequenas, de isopulegol em sua

Composicao.
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6.6 OLEO ESSENCIAL DE EUCALIPTO CITRIODORA

Os resultados obtidos pelas medidas de GC-MS, Abs-UV/Vis e PL para o OE
de eucalipto citriodora, bem como a andlise e comparagdo destas propriedades
Opticas para seus principais componentes e misturas de componentes, estdo descritos

a sequir.
6.6.1 Cromatografia gasosa

A analise de GC-MS realizada apontou, com um fator de similaridade de 95%
ou superior, a presenga dos seguintes componentes na amostra de OE de eucalipto
citriodora:

1. Citronelal;

2. Citronelol.
sendo que a maior area de pico detectada foi atribuida ao componente citronelal. Os
resultados desta analise cromatografica para o OE de eucalipto citriodora podem ser
vistos no Anexo 3 deste trabalho. Uma vez que as informagdes disponiveis na
literatura (vide Tabela 2) a respeito da composicdo deste OE também destacam a
presenca destes mesmos dois compostos como seus componentes majoritarios, estes
resultados mostram-se coerentes. A literatura também cita a presenca de isopulegol
como um dos principais componentes para este 6leo e, mesmo que sua presenga nao
tenha sido detectada por este ensaio, sua existéncia na amostra analisada nao deve

ser desconsiderada.
6.6.2 Misturas de componentes

Para a analise das possiveis interacdes entre os componentes do OE de
eucalipto citriodora foram elaboradas as seguintes misturas:
1. Citronelal (80%) + Isopulegol (20%)
2. Isopulegol (50%) + Citronelol (50%)
3. Citronelal (90%) + Citronelol (10%)
4. Citronelal (89%) + Citronelol (9%) + Isopulegol (2%)
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6.6.3 Fotoluminescéncia - Oleo essencial vs. Componentes

Na Figura 41 estdo presentes os espectros de PL obtidos para o OE de
eucalipto citriodora e seus principais componentes (citronelal, citronelol e isopulegol)

para fins de comparacéo.

Figura 41 - Comparacgao entre os espectros de fotoluminescéncia do éleo essencial de eucalipto (a)
citriodora e seus principais componentes: isopulegol (b), citronelal (c) e citronelol (d). Aexc= 474 nm.
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O OE de eucalipto citriodora apresenta, assim como todos os seus principais
componentes analisados, uma emissao estreita e intensa em 550 nm. No entanto, a
principal emissdo da amostra de OE diz respeito a uma larga emissao com pico de
intensidade em ~613 nm. O citronelal e o citronelol ndo apresentam emissdes largas
nos seus espectros. Ja o isopulegol possui uma emissao larga em ~588 nm. Desta
forma, o isopulegol é o unico componente que, assim como o OE, possui sua emissao

mais larga que se caracteriza como sua emissao mais intensa.



106

Portanto, fica evidente que o espectro de PL do OE em questao apresenta
diferencas consideraveis em relagao aos espectros dos seus principais componentes
avaliados. Além da diferenga na posi¢ao do maximo de emisséo, € possivel observar
uma diferenca no formato da emissédo larga do 6leo e, embora a diferenca seja
pequena, uma maior intensidade.

Conforme discutido anteriormente, a emissao larga em maiores comprimentos
de onda observada na amostra de isopulegol, a qual possui um alto grau de pureza,
provavelmente deve estar associada a formagcao de excimeros entre as moléculas
deste composto. Uma vez que o espectro de PL do OE diverge do espectro dos seus
componentes em formato e intensidade, € muito provavel que efeitos de interagdes
intermoleculares fortes entre seus componentes estejam atuando para a formagao

deste espectro que nao se apresenta como uma simples sobreposicdo dos demais.

6.6.4 Absorbancia UV-Vis

A Tabela 9 mostra as principais informacdées a respeito da
absorbancia/transmitédncia para o OE de eucalipto citriodora, seus principais

componentes e misturas entre seus componentes.

Tabela 9 - Comparacao entre os dados de absorbancia no ultravioleta e visivel (250 a 800 nm) para o
Oleo essencial de eucalipto citriodora, seus principais componentes e misturas entre seus principais
componentes.

Outros picos L
Limiar de Transmitancia em
Amostra de absorgdo
absorcgao total (nm) 550 nm
(nm)
Oleo essencial de Eucalipto Citriodora 355 - 98%
Citronelal 341 - 100%
Citronelol 274 - 100%
Isopulegol 333 - 95%
Citronelal (80%) + Isopulegol (20%) 340 - 97%
Isopulegol (50%) + Citronelol (50%) 310 - 100%
Citronelal (90%) + Citronelol (10%) 340 - 100%
Citronelal (89%) + Citronelol (9%) +
342 - 100%

Isopulegol (2%)

E possivel observar, quando se compara o limiar de absorc&o total do OE com

o dos componentes, que ele se encontra em um valor de comprimento de onda
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superior, representando um efeito batocrémico. Isto indica intera¢des intermoleculares
para esta mistura mesmo no estado fundamental. Uma vez que os principais
componentes do OE sao terpendides com diferentes fungbdes organicas (aldeidos e
alcoois), este fendbmeno deve estar associado com interagdes eletrostaticas do tipo
dipolo-dipolo entre estas moléculas.

Uma vez que a regido de alta absor¢cao do OE e seus componentes nao
excedeu os 380 nm, suas absorgdes Opticas ficaram compreendidas na regido do UV,
resultando em amostras com aspectos incolores e transparentes.

Além disso, também €& possivel constatar que a absorgdo na regiao de
550 nm, onde todos os componentes possuem uma emissido intensa de PL, é
pequena (valores de transmiténcia préximos a 100%). Desta forma, a existéncia
destes picos estreitos de emissdo também no espectro de PL do OE de eucalipto
citriodora mostra-se coerente.

Conforme constatado para as misturas de componentes referentes ao OE de
citronela, as misturas entre citronelal e isopulegol, citronelal e citronelol e citronelal
com citronelol ndo apresentaram grandes alteragdes no seu espectro de Abs-UV/Vis.

A mistura citronelal (90%) + citronelol (10%) e a mistura citronelal (89%) +
citronelol (9%) + isopulegol (2%) apresentam as mesmas quantidades de citronelal e
citronelol, diferindo pela adigdo de pequena fragdo de isopulegol a segunda mistura.
Conforme pdde ser visto, o efeito desta adicdo n&o causou alteragbes muito
significativas no espectro de Abs-UV/Vis, apenas um pequeno efeito batocrémico.

Desta forma, o efeito batocrémico observado no OE de eucalipto citriodora em
relacdo aos seus principais componentes nao foi observado em nenhuma das
misturas elaboradas.

Com relagdo as absorgcbes em 550 nm, nenhuma mistura apresentou
aumento significativo e isso pode ser visto pelas suas transmitancias proximas a 100%

nesta regiao.
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6.6.4.1 Fotoluminescéncia — Misturas de componentes

A Figura 42 mostra o espectro de PL do OE de eucalipto citriodora em

comparagao com as misturas entre seus componentes.

Figura 42 — Comparacgéo entre os espectros de fotoluminescéncia do éleo essencial de eucalipto
citriodora e misturas entre seus principais componentes. Aexc = 474 nm.
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Conforme visto anteriormente, a amostra de citronelal (80%) +
isopulegol (20%) ndo demonstra sinais de interagdes intermoleculares fortes no
estado fundamental (espectro de Abs-UV/Vis). No entanto, seu espectro de PL
mostrou sinais de interacdes fortes no estado excitado e isso pode ser observado
pelas diferencas entre o espectro de PL desta mistura e dos seus componentes
isolados (vide Figura 41). Conforme também mostrado, o citronelal n&o apresenta
emissao larga de alta intensidade, apenas a tipica emissao estreita em 550 nm. O
isopulegol, por sua vez apresentava uma emissao larga de maior intensidade com
maximo em ~588 nm e intensidade global similar a do OE de eucalipto citriodora. Ja
a mistura entre estes componentes, citronelal e isopulegol, mostrou o tradicional pico
de emissdo estreito em 550 nm (assim como nos componentes isolados) e uma
emissao larga, com intensidade superior a maior pico de emissao do 6leo de eucalipto
citriodora, com um maximo em ~595 nm. Apesar das diferencas em formato e
intensidade, vemos que esta amostra apresenta espectro de PL parecido com o do
OE de eucalipto citriodora, com duas emissdes principais: a emissao estreita em

550 nm e a mais larga em comprimentos de ondas maiores. Com relagdo as
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diferencas entre os dois espetros, podemos citar a intensidade global superior da
mistura de citronelal e isopulegol e seu maximo da emissdo larga em ~595 nm,
enquanto que para o OE de eucalipto citriodora este maximo se encontra em torno de
~613 nm. Dessa forma, constata-se efeitos de interagao forte entre o citronelal e o
isopulegol no estado excitado. Uma vez que o isopulegol isolado apresentou a
formacéo de excimeros, suas interacdes no estado excitado com o citronelal podem
ser responsaveis pela alteracdo desta emissao.

A mistura isopulegol (50%) + citronelol (60%), embora tenha apresentado
pequenas alteragdes no seu espectro de Abs-UV/Vis, mostra mudancas significativas
na PL (vide Figura 41). A tipica emissao estreita em ~550 nm esta presente, no
entanto, uma emissdo larga mais intensa com maximo em ~593 nm se destaca. Tal
emissao larga é cerca de 2,5 vezes mais intensa que a préopria emissdo do OE de
eucalipto citriodora. Uma vez que o excimero do componente isopulegol possui um
maximo em ~588 nm, € possivel que as interagdes no estado excitado da mistura
tenham causados alteragdes nesta emissdo que resultaram no presente espectro.
Assim como visto na mistura anterior, citronelal (80%) + isopulegol (20%), esta
amostra apresenta um formato de espectro de PL ligeiramente parecido com o OE de
eucalipto citriodora, apresentando duas emissodes principais: uma emissao estreita em
~550 nm e uma mais larga em comprimentos de ondas maiores. Com relagao as
diferencas entre os dois espectros, podemos citar a intensidade global superior da
mistura de citronelal e isopulegol e seu maximo da emissdo larga em ~593 nm,
enquanto que para o OE de eucalipto citriodora este maximo se encontra em torno de
~613 nm.

O espectro de Abs-UV/Vis da mistura citronelal (90%) + citronelol (10%) nao
demonstrou nenhum indicio de interagdes intermoleculares fortes no estado
fundamental e, assim como a mistura citronelal (80%) + citronelol (20%) elaborada
para analise do OE de citronela (Figura 37), o espectro de PL obtido também indica a
auséncia de interacdes fortes no estado excitado devido a sua semelhanga com os
espectros de PL dos componentes isolados (vide Figura 41). Além disso, o espectro
de PL para esta mistura se mostra muito divergente do espectro do OE de citronela
em formato e intensidade.

A mistura citronelal (89%) + citronelol (19%) + isopulegol (2%) foi preparada
com as mesmas quantidades de citronelal e citronelol da amostra anterior, diferindo

pela adicdo de pequena fracdo de isopulegol, para avaliar a influéncia deste
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componente no sistema. O espectro de Abs-UV/Vis ja havia revelado que ndo ocorrem
interacoes fortes entre estes componentes no estado fundamental. O espectro de PL
obtido também revela a auséncia de fortes interagdes no estado excitado, exceto pela
formagdo de uma pequena emissao larga com maximo de emissdo em torno de
~614 nm (vide Figura 41). Desta forma, constata-se que o sistema citronelal-citronelol
nao é tao sensivel a presencga do isopulegol, como o sistema citronelal-citronelol-citral-
geraniol analisado para o OE de citronela (Figura 40). No entanto, as misturas
citronelal (80%) + isopulegol (20%) e citronelol (50%) + isopulegol (50%) avaliadas
anteriormente mostraram fortes interagdes no estado excitado. Portanto, acredita-se
gue em quantidades mais expressivas, o isopulegol pode alterar de forma significativa

este sistema formado por citronelal e citronelol.

6.6.5 Consideracgodes gerais

De maneira geral, observamos no OE de eucalipto citriodora duas
caracteristicas opticas que se distinguem da dos seus principais componentes. A
primeira € um efeito batocrémico no espectro de Abs-UV/Vis e a segunda diz respeito
a uma emissao larga e assimétrica de alta intensidade, com seu maximo em ~613 nm
no seu espectro de PL.

O acentuado efeito batocrémico observado no OE de eucalipto citriodora ndo
foi observado em nenhuma das misturas. Na amostra de OE de citronela analisada
anteriormente, este efeito batocromico foi observado em misturas que envolviam os
componentes citronelol e geraniol. Uma vez que a presenga de geraniol ndo é
esperada no OE de eucalipto citriodora, um outro alcool poderia ser responsavel por
este efeito em conjunto com o citronelol. A literatura cita a presenga do componente
linalol no OE de eucalipto citriodora como componente minoritario.

Com relacédo ao espectro de PL, foram obtidos espectros que apresentam
certa semelhanca com o OE de eucalipto citriodora em formato, porém com
intensidades globais de emissdo superiores. Estes sistemas eram formados por
isopulegol-citronelal e isopulegol-citronelol. Ambos os sistemas indicam a presenca
de interagdes fortes entre os componentes citronelal e citronelol no estado excitado
com o excimero do isopulegol. No entanto, o maximo de intensidade das emissdes
largas destas amostras (entre 593-595 nm) mostram-se um pouco distante daquele

observado no OE de eucalipto citriodora (614 nm).
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A mistura citronelal (89%) + citronelol (9%) + isopulegol (2%) apresentou uma
emissao larga em ~614 nm, também presente no OE de eucalipto citriodora. No
entanto, sua intensidade é ainda muito inferior ao que se observa no OE. Portanto,
acredita-se que através de uma mistura com as proporgdes corretas entre os trés
componentes principais do OE de eucalipto citriodora (citronelal, citronelol e
isopulegol) seja possivel obter um espectro de PL muito similar ao do OE. Além disso,
acredita-se que o efeito batocromico presente no OE decorra de interagdes no estado

fundamental com algum componente minoritario.



112

6.7 OLEO ESSENCIAL DE MENTA JAPONESA

Os resultados obtidos pelas medidas de GC-MS, Abs-UV/Vis e PL para o OE
de menta japonesa, bem como a analise e comparagao destas propriedades épticas
para seus principais componentes e misturas de componentes, estdo descritos a

sequir.

6.7.1 Cromatografia gasosa

A analise de GC-MS realizada apontou, com um fator de similaridade de 95%
ou superior, a presenca dos seguintes componentes na amostra de OE de menta
japonesa:

Mentol;
Isomentona;
Acetato de mentila;
Limoneno;
a-terpineol;

Isopulegol;

S L o

Pulegona

sendo que as duas maiores areas de pico detectadas foram atribuidas aos
componentes mentol e isomentona. Os resultados desta analise cromatografica para
o OE de menta japonesa podem ser vistos no Anexo 4 deste trabalho. Uma vez que
as informacdes disponiveis na literatura a respeito da composi¢cado deste OE (vide
Tabela 3) também destacam a presencga destes mesmos dois compostos como seus
componentes majoritarios, estes resultados mostram-se coerentes. A literatura
também cita a presenca dos demais compostos detectados como componentes

minoritarios.
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6.7.2 Misturas de componentes

Para a analise das possiveis interagdes entre os componentes do OE de
menta japonesa foram elaboradas as seguintes misturas:
1. Mentol (64%) + Mentona (36%)
Mentol (66%) + Isomentona (34%)
Isomentona (89%) + Isopulegol (11%)
Isomentona (55%) + Mentol (45%)
Isomentona (54%) + Mentol (44%) + Isopulegol (2%)

a &~ 0D

6.7.3 Fotoluminescéncia - Oleo essencial vs. Componentes

Figura 43 - Comparacao entre os espectros de fotoluminescéncia do 6leo essencial de menta
japonesa (a) e seus principais componentes analisados: isopulegol (b), isomentona (c) e mentona (d).

Nexc = 474 nm.

Espectros de PL
Oleo Essencial de Menta Japonesa e seus principais componentes

Intensidade de PL (un. arb.)

Comprimento de onda (nm)
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Na Figura 43 apresentam-se os espectros de PL obtidos para o OE de menta
japonesa e alguns de seus principais componentes (mentona, isomentona e
isopulegol) para fins de comparagao. Vale relembrar que, apesar do mentol ser o
principal componente do OE de menta japonesa, este se apresenta solido a
temperatura ambiente e, dessa forma, sua PL ndo foi mensurada.

Com isso, é possivel observar que o OE de menta japonesa apresenta, assim
como todos os seus principais componentes analisados, uma emissao estreita e
intensa em 550 nm. No entanto, a principal emissao da amostra de OE diz respeito a
uma larga emissao com pico de intensidade em ~612 nm. O componente mentona
nao apresenta emissdes largas no seu espectro. Ja os compostos isopulegol e
isomentona possuem uma emisséo larga em 588 e 614 nm, respectivamente. Porém,
no caso da isomentona, sua principal emissdo (mais intensa) ainda € atribuida ao seu
pico em ~550 nm e sua emisséo larga apresenta uma intensidade relativa pequena.
Desta forma, o isopulegol € o unico componente que, assim como o OE, possui sua
emissao mais larga como principal emissao.

Desta forma, fica evidente que o espectro de PL do OE em questdo possui
certa semelhanga com os espectros dos componentes isomentona e isopulegol. As
posicoes dos picos de maior intensidade das emissdes mais largas, tanto do OE,
quanto da isomentona, estdo proximas (~612 e ~614 nm, respectivamente). Com
relacdo ao isopulegol, a maior semelhanga com a amostra de OE esta na intensidade
relativa das suas principais emissoes, as quais estdo muito proximas.

Conforme foi discutido anteriormente, as emissdes largas em maiores
comprimentos de onda observadas nas amostras de isomentona e isopulegol, as
quais possuem um alto grau de pureza, provavelmente devem estar associadas a
formagdo de excimeros entre as moléculas destes compostos. Uma vez que o
espectro de PL do OE diverge do espectro dos seus principais componentes (mentona
e isomentona) em formato e intensidade e o isopulegol € um componente minoritario,
€ muito provavel que efeitos de interagcdes intermoleculares fortes entre seus
componentes estejam atuando para a formagao deste espectro que nao se apresenta

como uma simples sobreposicdo dos demais.
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6.7.4 Absorbancia UV-Vis

A Tabela 10 mostra as principais informagbées a respeito da
absorbancia/transmitéancia para o OE de menta japonesa, seus principais

componentes e misturas entre seus componentes.

Tabela 10 - Comparacéo entre os dados de absorbéancia no ultravioleta e visivel (250 a 800 nm) para
o0 6leo essencial de menta japonesa, seus principais componentes analisados e misturas entre seus
principais componentes.

Outros picos
Limiar de Transmitancia em
Amostra de absorgdo
absorgao total (nm) 550 nm
(nm)
Oleo essencial de Menta Japonesa 342 - 97%
Isomentona 334 - 98%
Mentona 333 - 98%
Isopulegol 333 - 95%
Mentol (64%) + Mentona (36%) 326 - 98%
Mentol (66%) + Isomentona (34%) 327 - 97%
Isomentona (89%) + Isopulegol (11%) 336 - 100%
Isomentona (55%) + Mentol (45%) 332 - 100%

Isomentona (54%) + Mentol (44%) +
Isopulegol (2%)

330 - 100%

E possivel observar, quando se compara o limiar de absorco total do OE de
menta japonesa com o dos seus componentes, que ele se encontra em um valor de
comprimento de onda superior, representando um efeito batocromico. Isto indica a
existéncia de interacbes intermoleculares para esta mistura mesmo no estado
fundamental. Uma vez que os principais componentes do OE sao terpendides com
diferentes fungdes organicas (cetonas e alcoois), este fendbmeno deve estar associado
com interagdes eletrostaticas do tipo dipolo-dipolo entre estas moléculas.

Uma vez que a regido de alta absor¢dao do OE e seus componentes nao
excederam os 380 nm, suas absorgdes 6pticas ficaram compreendidas na regido do
UV, resultando em amostras com aspectos incolores e transparentes.

Além disso, também € possivel constatar que a absor¢édo na regido de
550 nm, onde todos os componentes possuem uma emissdo intensa de PL, é

pequena (valores de transmiténcia préximos a 100%). Desta forma, a existéncia
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destes picos estreitos de emissdo também no espectro de PL do OE de menta
japonesa mostra-se coerente.

As  misturas  mentol (64%)+ mentona (36%) e  mentol (66%) +
isomentona (34%) apresentaram um efeito hipsocrémico quando comparadas com a
mentona e isomentona isoladas, no entanto, ndo € possivel uma discussdo mais
aprofundada a respeito desta interacao devido ao fato de que nao possuimos o
espectro de Abs-UV/Vis para o mentol em estado liquido. Contudo, é possivel
observar que nenhuma destas duas misturas apresentaram um limiar de absorcao
total proximo ao OE de menta japonesa.

Ja para mistura isomentona (89%) + isopulegol (11%), foi possivel observar
um leve efeito batocrédmico. A observacdo deste efeito nesta mistura, mesmo que
pouco pronunciado, € muito importante quando observamos que o OE de menta
japonesa também possui um efeito batocrémico no seu espectro de absor¢ao quando
comparado com seus principais componentes.

As misturas isomentona (55%)+ mentol (45%) e isomentona (54%) +
mentol (44%) + isopulegol (2%) possuem a mesma quantidade de isomentona e
mentol. A Unica diferenca é que para esta segunda mistura for adicionada pequena
fracado de isopulegol para avaliar o efeito deste componente neste sistema. Conforme
pbdde ser visto, nada além de um leve efeito hipsocrémico foi constatado no espectro
de absor¢ado com a adigao do isopulegol.

Com relagédo as absorgcdées em 550 nm, nenhuma das misturas apresentou
aumento significativo e isso pode ser visto pelas suas transmitancias proximas a 100%

nesta regiao.
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6.7.4.1 Fotoluminescéncia — Misturas de componentes

A Figura 44 mostra a comparagao entre os espectros de PL do OE de menta
japonesa e as misturas de mentol (64%)+ mentona (36%) e mentol (66%) +

isomentona (34%).

Figura 44 — Comparacao entre os espectros de fotoluminescéncia do 6leo essencial e menta
japonesa e misturas de mentol (64%) + mentona (36%) e mentol (66%) + isomentona (34%).
Aexc = 474 nm.

Espectros de PL
Oleo Essencial de Menta Japonesa e misturas de seus componentes

Oleo Essencial de Menta Japonesa

Intensidade PL (un. arbit.)

———————+——(x 1,6) Mentol (64%) + Mentona (36%)

i ]
o ———
1 i ]

o e (%1,4) Mentol (66%) + Isomentona (34%)
500 550 600 650 700 750 800
Comprimento de onda (nm)

O espectro de PL da mistura mentol (64%) + mentona (36%) nao aponta a
existéncia de nenhum efeito de interacao forte no estado excitado, uma vez que o
espectro resultante da mistura se assemelha muito ao da mentona isolada (vide Figura
43). Além disso, tanto seu formato quanto sua intensidade se diferem do que é
observado no OE de menta japonesa.

Para a mistura mentol (66%) + isomentona (34%), o espectro de PL também
nao aponta a existéncia de nenhum efeito de interagao forte no estado excitado, uma
vez que o espectro resultante da mistura se assemelha muito com o espectro da
isomentona isolada (vide Figura 43). Além disso, tanto seu formato quanto sua

intensidade se diferem do que é observado no OE de menta japonesa.
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Figura 45 — Comparagéao entre os espectros de fotoluminescéncia do 6leo essencial de menta
japonesa e misturas dos seus componentes mentol, isomentona e isopulegol. Aexc= 474 nm.
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Assim como na mistura de isomentona (34%) e mentol (66%) , o espectro de
PL da mistura isomentona (55%) + mentol (45%), a qual possui 0s mesmos
componentes em proporgdes diferentes, também nao aponta a existéncia de nenhum
efeito de interacao forte no estado excitado, uma vez que o espectro resultante da
mistura se assemelha muito com o espectro da isomentona isolada (vide Figura 43).
Além disso, tanto seu formato quanto sua intensidade se diferem do que é observado
no OE de menta japonesa.

A mistura isomentona (89%) + isopulegol (11%), apesar de ter apresentado
um leve efeito batocrémico no seu estado fundamental (Abs-UV/Vis), ndo indica a
presenca de interacdes fortes no seu estado excitado. O espectro de PL resultante
desta mistura se parece com uma sobreposi¢cao dos espectros dos seus componentes
isolados (vide Figura 43). A mistura apresenta a tipica emissao estreita em ~550 nm
dos componentes isolados e uma emissao larga e assimétrica de maior intensidade
com maximo de emissao em 614 nm. Uma vez que o isopulegol isolado ja apresentava
uma emissdo larga de alta intensidade em 588 nm e a isomentona, por sua vez,
também possuia uma emissdo larga de intensidade intermediaria em 614 nm, o
espectro observado nesta mistura pode facilmente ser entendido como uma simples
sobreposi¢ao destas emissdes. Além disso, a baixa intensidade da emissao global
desta mistura em comparagdo com o OE de menta também reforga esta hipétese. No
entanto, apesar da intensidade inferior apresentada, esta mistura possui um espectro

de PL com formato muito semelhante ao do OE de menta.
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A amostra que possui isomentona (54%) + mentol (44%) + isopulegol (2%) foi
elaborada com as mesmas quantidades de isomentona e mentol que a mistura de
isomentona (55%) + mentol (45%) analisada anteriormente, no entanto, ela difere pela
adicao de pequena fragao de isopulegol para avaliagao do efeito deste componente.
O espectro de Abs-UV/Vis ndo apontou o surgimento de interagdes fortes no estado
fundamental, no entanto, seu espectro de PL apontou o surgimento de interagdes
fortes no estado excitado. O aumento de intensidade pronunciado observado para a
emissao larga de maximo em ~613 nm gerado pela adigdo de uma pequena de
isopulegol indica interacdes fortes entre 0 mentol e o isopulegol no estado excitado,
uma vez que as interagdes isopulegol-isomentona observadas anteriormente foram
pequenas. Além disso, o formato do espectro de PL obtida por esta mistura se
assemelha ao do espectro do OE de menta japonesa, tanto em formato quanto em

intensidade global.

6.7.5 Consideragdes gerais

De maneira geral, observamos no OE de menta japonesa duas caracteristicas
opticas que se distinguem dos seus principais componentes. A primeira diz respeito a
um efeito batocrémico no espectro de Abs-UV/Vis e a segunda diz respeito a uma
emissao larga e assimétrica de alta intensidade com seu maximo em torno de 612 nm
no seu espectro de PL.

O efeito batocrémico acentuado observado no OE de menta japonesa nao foi
observado em nenhuma das misturas elaboradas. O uUnico sistema a apresentar um
leve efeito batocrémico foi o par isopulegol-isomentona. No entanto, vale destacar que
alguns dos principais componentes presentes nesta amostra ndo foram avaliados,
como o limoneno e o acetato de mentila. O limoneno, por ser um hidrocarboneto de
carater apolar, ndo é esperado de apresentar interacdes intermoleculares fortes no
estado fundamental. Ja o acetato de mentila poderia apresentar esta caracteristica,
por se tratar de um éster com carater mais polar.

Com relacédo ao espectro de PL, foram obtidos espectros que apresentam
uma excelente concordancia com o OE de menta japonesa em intensidade e formato
através da mistura entre isomentona (54%), mentol (44%) e isopulegol (2%). Esta
mistura revelou efeitos fortes de interacdo entre o mentol e o isopulegol no estado

excitado e, devido a isso, acredita-se que a emissao larga de alta intensidade presente
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no OE de menta japonesa se deve, principalmente a esta interagcédo entre estes dois
componentes. A assimetria presente nesta emissédo larga do OE de menta com
maximo de emiss&do proximo de ~613 nm se deve, provavelmente, a emissao do
excimero da isomentona que se encontra em grandes quantidades na amostra, mas
nao demonstrou nenhuma interagéo significativa com os demais componentes.

Portanto, acredita-se que através de uma mistura com as proporg¢des corretas
entre mentol, isomentona e isopulegol (trés componentes majoritarios do OE de menta
japonesa) é possivel obter um espectro de PL muito similar ao do préprio OE com os
mesmos mecanismos de luminescéncia.

Além disso, o efeito batocromico presente no OE é decorrente de interagdes
no estado fundamental com algum componente majoritario ou minoritario que nao foi
avaliado. Um forte candidato seria o acetato de mentila, devido a ser um componente

majoritario de carater polar.
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6.8 OLEO ESSENCIAL DE BOTAO DE CRAVO

Os resultados obtidos pelas medidas de GC-MS, Abs-UV/Vis e PL para o OE
de botao de cravo, bem como a analise e comparacao destas propriedades épticas
para seus principais componentes e misturas de componentes, estdo descritos a

sequir.
6.8.1 Cromatografia gasosa

A analise de GC-MS realizada apontou, com um fator de similaridade de 95%
ou superior, a presenga dos seguintes componentes na amostra de OE de botao de
cravo:

1. Eugenol,

2. Cariofileno.
sendo que a maior area de pico detectada foi atribuida ao componente eugenol. Os
resultados desta analise cromatografica para o OE de botdo de cravo podem ser vistos
no Anexo 5 deste trabalho. Uma vez que as informagdes disponiveis na literatura a
respeito da composi¢cao deste OE (vide Tabela 4) também destacam a presenca
destes dois compostos como majoritarios, onde o eugenol representa o principal
componente, estes resultados mostram-se coerentes. Pela Tabela 4 também é
possivel observar que a literatura cita a presenga do acetato de eugenila como um
dos principais constituintes do o OE de botao de cravo, desta forma, mesmo que esta
molécula ndo tenha sido detectada neste ensaio, sua presengca na amostra analisada

nao deve ser desconsiderada.
6.8.2 Misturas de componentes

Para a anadlise das possiveis interacdes entre os componentes do OE de botao
de cravo foram elaboradas as seguintes misturas:
1. Eugenol (70%) + Cariofileno (30%)
2. Eugenol (88%) + Acetato de Eugenila (12%)
3. Acetato de Eugenila (80%) + Cariofileno (20%)
4. Eugenol (65%) + Cariofileno (24%) + Acetato de Eugenila (11%)
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6.8.3 Fotoluminescéncia - Oleo essencial vs. Componentes

Na Figura 46 estdo presentes os espectros de PL obtidos para o OE de botao
de cravo e seus principais componentes (eugenol, acetato de eugenila e cariofileno)

para fins de comparacéo.

Figura 46 - Comparacgao entre os espectros de fotoluminescéncia do éleo essencial de botdo de cravo
(a) e seus principais componentes: eugenol (b), acetato de eugenila (c) e cariofileno (c).

Aexc = 474 nm.
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O OE de botao de cravo nao apresenta, diferente de todos os seus principais
componentes analisados, emissdes estreitas e intensas na regidao de 550-555 nm. A
principal, e unica, emissao da amostra de OE diz respeito a uma larga emisséo com
pico de intensidade em ~621 nm. O componente cariofileno ndo apresenta emissoes
largas no seu espectro. Ja os compostos eugenol e acetato de eugenila possuem uma
emissao larga em 611 e 614 nm, respectivamente. Porém, em ambos os casos, a
principal emissdo (mais intensa) € atribuida aos picos estreitos na regido de 550-
555 nm.
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Desta forma, fica evidente que o espectro de PL do OE em questdo possui
diferencas significativas em relagdo ao espectro dos seus principais componentes.
Além das diferengas no formato do espectro, citadas anteriormente, a amostra de OE
possui uma intensidade relativa de emissao superior aos seus componentes (cerca
de 4 a 7 vezes maior).

Conforme foi discutido anteriormente, as emissdes largas em maiores
comprimentos de onda observadas nas amostras de eugenol e acetato de eugenila,
as quais possuem um alto grau de pureza, provavelmente devem estar associadas a
formagdo de excimeros entre as moléculas destes compostos. Uma vez que o
espectro de PL do OE diverge do espectro dos seus principais componentes em
formato e intensidade, € muito provavel que efeitos de interacdes intermoleculares
fortes entre seus componentes estejam atuando para a formagéo deste espectro que

nao se apresenta como uma simples sobreposi¢cao dos demais.

6.8.4 Absorbancia UV-Vis

A Tabela 11 mostra as principais informagbes a respeito da
absorbancia/transmitancia para o OE de botao de cravo, seus principais componentes

e misturas entre seus componentes.

Tabela 11 - Comparagéo entre os dados de absorbéancia no ultravioleta e visivel (250 a 800 nm) para
o 6leo essencial de botao de cravo, seus principais componentes e misturas entre seus principais
componentes.

Outros picos
Limiar de Transmitancia em
Amostra de absorgédo
absorgao total (nm) 550 nm
(nm)
Oleo essencial de Botao de Cravo 437 - 31%
Eugenol 366 - 95%
Acetato de eugenila 356 - 97%
Cariofileno 332 - 96%
Eugenol (70%) + Cariofileno (30%) 400 - 71%
Eugenol (88%) + Acetato de Eugenila (12%) 424 - 58%
Acetato de Eugenila (80%) + Cariofileno (20%) 363 - 98%
Eugenol (65%) + Cariofileno (24%) +

411 - 57%

Acetato de Eugenila (11%)
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E possivel observar, quando se compara o limiar de absorcdo total do OE de
menta japonesa com o dos seus componentes, que ele se encontra em um valor de
comprimento de onda superior, representando um forte efeito batocromico. Isto indica
a existéncia de interagcbes intermoleculares para esta mistura mesmo no estado
fundamental. Uma vez que os principais componentes do OE sao compostos
aromaticos com diferentes fungdes organicas (éster e alcool), este fenbmeno deve
estar associado com interacdes eletrostaticas do tipo dipolo-dipolo entre estas
moléculas e a existéncia de anéis aromaticos nestas estruturas deve pronunciar o
efeito destas interacdes.

Embora o OE de botao de cravo e o eugenol apresentem seus picos de
absorcdo em 437 e 366 nm, respectivamente, a absorgcado optica destas amostras na
regido do visivel se estende com uma intensidade consideravel para além dos 500 nm.
Desta forma, a coloragdo marrom-castanho destas amostras pode ser atribuida a
estas diferentes porgcdes do espectro visivel absorvidas pelas mesmas. Uma vez que
a absorgao Optica do acetato de eugenila e do cariofileno ficou compreendida na
regidao do UV, estas amostras apresentam um aspecto incolor e transparente.

Além disso, também € possivel constatar que a absor¢édo na regido de
550 nm, onde todos os componentes possuem uma emissao intensa de PL, embora
seja pequena (valores de transmiténcia proximos a 100%) para os componentes
individuais, ela € muito acentuada para o OE de botdo de cravo, com uma
transmitancia de apenas 31%. Desta forma, a inexisténcia destes picos estreitos de
emissao no espectro de PL do OE de botdo de cravo mostra-se coerente.

Levando em consideragao o forte efeito batocrémico apresentado no OE de
botdo de cravo, sua alta absor¢cdo na regido de 550 nm e sua alta intensidade de
emissdao de PL em comparagcdo aos seus componentes principais, existem fortes
indicativos do efeito de FRET nesta amostra.

A mistura eugenol (70%) + cariofileno (30%) apresentou um forte efeito
batocrémico. Além disso, a absorgao na regido de 550 nm que era muito pequena
para estes compostos isolados também apresentou um aumento consideravel que
pode ser visto pela diminuigdo na sua transmitancia de 95-96% para 71% nesta faixa.
Isto mostra que estes dois componentes apresentam fortes interagdes
intermoleculares mesmo no estado fundamental.

A mistura eugenol (88%) + acetato de eugenila (12%) também apresentou um

forte efeito batocromico. Além disso, a absor¢ao na regido de 550 nm que era muito
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pequena para estes compostos isolados (95-97%) apresentou um aumento ainda
mais consideravel que a mistura anterior, diminuindo sua transmitancia para 58%
nesta faixa. Isto mostra que estes dois componentes também apresentam fortes
interacoes intermoleculares mesmo no estado fundamental.

A mistura acetato de eugenila (80%) + cariofileno (20%) por sua vez, também
apresentou um efeito batocrédmico, no entanto em menor grau que as misturas
anteriores. Além disso, sua transmiténcia na regido de 550 nm continuou muito
proxima de 100% assim como nos seus componentes isolados. Apesar de apresentar
menores alteracdes no seu espectro de Abs-UV/Vis, o efeito batocrémico apresentado
mostra que também existem intera¢des intermoleculares entre estes compostos no
estado fundamental.

Desta forma, a ultima mistura elaborada avalia os efeitos destes trés
componentes em um mesmo sistema. O que € observado é o ja esperado efeito
batocrémico, em um valor intermediario aqueles observados nas misturas anteriores
e uma absorbancia alta (transmitancia de 57%) na regiao de 550 nm.

Desta forma, nenhuma das misturas elaboradas apresentou um efeito
batocrémico tdo pronunciado quanto aquele observado no OE de botdo de cravo. A
amostra que mais se aproximou foi a mistura eugenol (88%) + acetato de
eugenila (12%), com um limiar de absorcdo em 424 nm, ainda abaixo do valor

encontrado para o 6leo (437 nm).
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6.8.4.1 Fotoluminescéncia — Misturas de componentes

A Figura 47 mostra a comparacao entre os espectros de PL do OE de botao
de cravo e de misturas entre seus trés principais componentes: eugenol, cariofileno e

acetato de eugenila.

Figura 47 — Comparacéo entre os espectros de fotoluminescéncia do dleo essencial e botao de cravo
e misturas dos seus trés principais componentes: eugenol, cariofileno e acetato de eugenila.
Nexc = 474 nm.

Espectros de PL
Oleo Essencial de Botéo de Cravo e misturas de seus componentes
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A mistura eugenol (70%) + Cariofileno (30%) havia apresentado um efeito
batocrémico bem pronunciado, indicando interagdes intermoleculares fortes no estado
fundamental. Além disso, ela também apresentou um grande aumento de absorgao
em 550 nm. O espectro de PL revelou uma supressao dos picos estreitos de alta
intensidade que eram observados entre 550-555 nm nos componentes isolados (vide
Figura 46), indicando a existéncia do fenébmeno de FRET, o qual esta associado ao
seu forte efeito batocrémico com aumento da absor¢cao na regido de 550 nm. Além
disso, a emissdo larga com maximo de emissdo em ~614 nm, presente no
componente eugenol isolado (excimero), foi potencializada e sua intensidade se
aproximou a aquela observada no OE de botdo de cravo. Embora o espectro de PL
desta mistura se assemelhe com o do OE de botédo de cravo em varios aspectos, ainda
existem algumas divergéncias significativas. A principal delas é o aparente
deslocamento geral da emissdo presente no OE para comprimentos de ondas
maiores. Além disso, os picos estreitos de emissdo na regido de 550-555 nm se

mostram completamente suprimidos no dleo.
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A mistura eugenol (88%) + acetato de eugenila (12%) havia apresentado um
efeito batocrébmico ainda mais pronunciado que a anterior, indicando interacdes
intermoleculares significativas no estado fundamental. Além disso, ela também
apresentou um grande aumento de absor¢cao em 550 nm. O espectro de PL revelou
uma supressao dos picos estreitos de alta intensidade que eram observados entre
550-555 nm nos componentes isolados (vide Figura 46), indicando a existéncia do
fendbmeno de FRET, o qual esta associado ao seu forte efeito batocromico e aumento
da absor¢do na regido de 550 nm. Além disso, a emissdo larga com maximo de
emissdao em ~614 nm, presente em ambos o0s componentes isolados, foi
potencializada e sua intensidade se aproximou aquela observada no OE de botédo de
cravo. Embora o espectro de PL desta mistura se assemelhe ainda mais com o do OE
de botdo de cravo em varios aspectos, ainda existem algumas divergéncias
significativas. A principal delas, novamente é o aparente deslocamento geral da
emissao presente no OE para comprimentos de ondas maiores e 0s picos estreitos
de emissao na regido de 550-555 nm completamente suprimidos.

Diferente das amostras anteriores, a mistura acetato de eugenila (80%) +
cariofileno (20%) néao apresentou um efeito batocrémico no seu espectro de Abs-
UV/Vis. Seu espectro de PL também nao aparenta a existéncia de interagdes fortes
no estado excitado entre o acetato de eugenila e o cariofileno. De fato, o espectro
resultante se parece muito com o espectro do acetato de eugenila com um leve
aumento da sua intensidade global (vide Figura 46).

A mistura entre os trés principais componentes do OE de botdo de cravo,
eugenol (65%) + cariofileno (24%) + acetato de eugenila (11%), também apresentou
um forte efeito batocrémico no seu espectro de Abs-UV/Vis. No entanto, este efeito
nao foi tdo pronunciado quanto a mistura eugenol (88%) + acetato de eugenila (12%).
Isto também pode ser constatado pela supressao reduzida dos picos estreitos na
regido de 550-555 nm. Seu espectro de PL também se assemelha com aquele
observado para o par eugenol e acetato de eugenila, no entanto, ele mostra uma
diferencga interessante. Sua emissdo mais larga apresentou um maximo de emissao
em torno de ~618 nm, um valor mais proximo daquele visto para o OE de botao de
cravo (~620 nm). Desta forma, acredita-se que a adi¢ao de cariofileno neste sistema
pode ser um dos responsaveis por este deslocamento da emissao para comprimentos

de ondas maiores.
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6.8.5 Consideracdes gerais

De maneira geral, observamos no OE de botdo de cravo trés caracteristicas
Opticas que se distinguem dos seus principais componentes. A primeira diz respeito a
um efeito batocrémico no espectro de Abs-UV/Vis, a segunda diz respeito a supressao
das emissdes estreitas de alta intensidade presentes na regido de 550-555 nm, e a
terceira a uma emissao larga e assimétrica de alta intensidade com seu maximo em
torno de 620 nm no seu espectro de PL.

O efeito batocrdmico acentuado observado no OE de botdo de cravo foi
observado, em menor grau, nas misturas envolvendo o componente eugenol com os
componentes cariofileno e acetato de eugenila. A mistura eugenol (88%) + acetato de
eugenila (12%) foi a que apresentou o limiar de absorgao total mais préximo do OE
de botao de cravo. Um valor de 424 nm foi medido para a mistura, enquanto que para
o OE foi medido 437 nm.

Com relacédo ao espectro de PL, foram obtidos espectros que apresentam
uma excelente concordancia com o OE de botdo de cravo em intensidade e formato
através das misturas que contém eugenol na sua composi¢cdo. Estas misturas
revelaram a existéncia do fenébmeno de FRET devido ao efeito batocrémico no estado
fundamental que gera um aumento da banda de absorgéo na regido de 550-555 nm
nestes sistemas. Desta forma, os excimeros observados para o eugenol e para o
acetato de eugenila tém suas emissdes largas com maximo localizado em ~614 nm
potencializadas. Além disso, o sistema contendo os trés componentes (eugenol,
acetato de eugenila e cariofileno) demonstrou um deslocamento do maximo de
emissao para um valor (~618 nm) mais préximo daquele visto no 6leo (~620 nm).

Portanto, acredita-se que através de uma mistura com as proporg¢des corretas
entre eugenol, acetato de eugenila e cariofileno (os trés componentes majoritarios do
OE de botéo de cravo) é possivel obter um espectro de PL muito similar ao do préprio
Oleo com 0s mesmos mecanismos de luminescéncia.

Porém, vale ressaltar que o deslocamento para comprimentos de ondas
maiores observado no espectro de PL do OE de botdo de cravo nao foi replicado por
nenhuma das misturas elaboradas. Desta forma, este efeito pode estar relacionado
com a proporgao entre os componentes majoritarios ou entdo com componentes

minoritarios.
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6.9 OLEO ESSENCIAL DE LARANJA AMARGA

Os resultados obtidos pelas medidas de GC-MS, Abs-UV/Vis e PL para o OE
de laranja amarga, bem como a analise e comparagao destas propriedades 6pticas
para seus principais componentes e misturas de componentes, estdo descritos a

sequir.

6.9.1 Cromatografia gasosa

A analise de GC-MS realizada apontou, com um fator de similaridade de 95%
ou superior, a presenga do seguinte componente na amostra de OE de laranja
amarga:

1. Limoneno.

Os resultados desta analise cromatografica para o OE de laranja amarga
podem ser vistos no Anexo 6 deste trabalho. Uma vez que as informagdes disponiveis
na literatura a respeito da composic¢ao deste OE (vide Tabela 5) também destacam o
limoneno como seu principal componente, este resultado mostra-se coerente. A
literatura também cita a presenca do terpineno como um composto majoritario para
este tipo de OE, desta forma, mesmo que esta molécula nédo tenha sido detectada
neste ensaio, sua presenca na amostra analisada nao deve ser desconsiderada. Além
do terpineno, a presengca de clorofila nesta amostra também sera levada em

consideragao, conforme discutido previamente.

6.9.2 Misturas de componentes

Para a analise das possiveis interacbes entre os componentes do OE de
laranja amarga foram elaboradas as seguintes misturas:
1. Limoneno (79%) + Terpineno (21%)
2. Limoneno (100%) + Clorofila (18.10- mg/mL)
3. Limoneno (100%) + Clorofila (6.102 mg/mL)
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6.9.3 Fotoluminescéncia - Oleo essencial vs. Componentes

Na Figura 48 estao presentes os espectros de PL obtidos para o OE de laranja
amarga e seus principais componentes (limoneno e terpineno) para fins de

comparagao.

Figura 48 - Comparacgao entre os espectros de fotoluminescéncia do 6leo essencial de laranja
amarga (a) e seus principais componentes: limoneno (b) e terpineno (c). Aexc = 474 nm.

Espectros de PL
Oleo Essencial de Laranja Amarga e seus principais componentes
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N&o é possivel observar no OE de laranja amarga, diferente de todos os seus
principais componentes analisados, uma emissao estreita e intensa em 550 nm. O
espectro de PL do OE apresenta emissdes largas e intensas que ocorrem em
comprimentos de onda maiores (~625, ~678 e ~724 nm), no entanto os componentes
apresentam apenas emissdes estreitas em uma regiao diferente do espectro, com
intensidades relativas muito inferiores (cerca de 30 vezes menor).

Desta forma, fica evidente que o espectro de PL do OE em questdo nao possui

nenhuma semelhanga com os de seus principais componentes. De fato, o formato do
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espectro de PL do OE de laranja amarga néo apresenta nenhuma semelhanga com
nenhum dos componentes analisados neste trabalho. No entanto, conforme ja foi
discutido, seu espectro de PL se assemelha ao espectro de emissao da clorofila no
vermelho.

Dadas as marcantes diferengas, em formato e intensidade, € muito provavel
que, além de efeitos de interagdes intermoleculares fortes, pigmentos contaminantes

minoritarios estejam atuando para a formacgao deste espectro.

6.9.4 Absorbancia UV-Vis

As misturas contendo clorofila tiveram suas concentracbes determinadas
apods sua preparacao, conforme foi explicado anteriormente, através de medidas de
Abs-UV/Vis e do uso da Lei de Lambert-Beer (vide Figura 23). A amostra composta
por limoneno com 18.10-3 mg/mL de clorofila possui uma absorbancia de 0,119 em
670 nm, enquanto que amostra de limoneno com 6.103mg/mL possui uma
absorbancia de 0,043 neste mesmo comprimento de onda. Seguindo este mesmo
procedimento, também foi possivel aferir a concentragao de clorofila na amostra de
OE de laranja amarga. A absorbancia em 670 nm para o OE foi de 0,033 e isto

corresponde a uma concentragdo de clorofila de 5.10-3 mg/mL.
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A Tabela 12 mostra as principais informacbées a respeito da
absorbancia/transmiténcia para o OE de laranja amarga, seus principais componentes

e misturas entre seus componentes.

Tabela 12 - Comparacgéo entre os dados de absorbancia no ultravioleta e visivel (250 a 800 nm) para
0 Oleo essencial de laranja amarga, seus principais componentes misturas entre seus principais
componentes.

Outros picos
Limiar de Transmitancia em
Amostra ~ de absorcdo
absorcgao total (nm) 550 nm
(nm)

Oleo essencial de Laranja Amarga 433 670 87%
Limoneno 309 - 94%
Terpineno 299 - 95%
Limoneno (79%) + Terpineno (21%) 308 - 97%
Limoneno (100%) + Clorofila (18.10 mg/mL) 355 670 94%
Limoneno (100%) + Clorofila (6.10° mg/mL) 350 - 98%

E possivel observar que o limiar de absorgao total do OE de laranja amarga
se encontra acima do de seus componentes, representando um forte efeito
batocrdbmico. Uma vez que o0s componentes principais deste O6leo sao
hidrocarbonetos, a existéncia de interagcdes intermoleculares fortes no estado
fundamental mostra-se pouco provavel, de tal forma que este efeito batocrébmico muito
pronunciado pode estar associado com algum componente minoritario.

Uma vez que o OE de laranja amarga apresenta uma forte absorgao na regiao
de 420-440 nm, a cor azul-violeta € absorvida e gera uma solugcdo de coloragao
amarelada. Ja a absorgao optica do limoneno e do terpineno fica compreendida na
regiao do UV, e estas amostras apresentam aspecto incolor e transparente.

Outra coisa que chama ateng¢ao no espectro de absorgdo do OE de laranja
amarga é o pico de absorgdo de menor intensidade na regido de ~670 nm. Como ja
discutido previamente, este pico de absorgcao é caracteristico da clorofila e reforga a
suspeita da presenca deste pigmento no OE.

Além disso, também é possivel constatar que a absor¢do na regido de
550 nm, onde todos os componentes possuem uma emissao intensa de PL, embora
seja pequena (valores de transmiténcia préximos a 100%) para os componentes
individuais, ela € um pouco mais acentuada para o OE de laranja amarga, o que pode

explicar a menor intensidade destes picos no espectro de PL do éleo.
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Levando em consideracdo o espectro de PL e de Abs-UV/Vis com picos
caracteristicos da clorofila, o forte efeito batocrémico apresentado, sua absorgéo mais
pronunciada na regido de 550 nm e sua alta intensidade de emissao de PL em
comparagao aos seus componentes principais, existem fortes indicativos do efeito de
FRET nesta amostra envolvendo componentes minoritarios (pigmentos de clorofila
contaminantes).

A mistura limoneno (79%) + terpineno (21%) apresentou um valor de limiar de
absorcao total muito préximo ao do limoneno. Uma vez que ambos os compostos sao
hidrocarbonetos de carater apolar, era esperado a presenga de poucas interacdes
intermoleculares.

No entanto, as amostras de limoneno com clorofila diluida apresentaram um
efeito batocrdmico consideravel. A amostra mais concentrada em clorofila
(18.10-3mg/mL) apresentou um efeito mais pronunciado que a amostra mais diluida
(6.10-3mg/mL). A amostra mais concentrada apresentou um limiar de absorgao total
(355 nm) mais préximo do observado para o OE de laranja amarga (433 nm). A
amostra mais diluida apresentou um limiar de absorc¢ao total em 350 nm que, apesar
de ser mais distante do valor observado para o 6leo, € superior a observada para o
limoneno (309 nm).

Desta forma, foi possivel observar que existem fortes interagées entre o
principal componente deste OE, o limoneno, e os pigmentos de clorofila no estado
fundamental. Também foi possivel observar que os efeitos destas interacbes se

alteram em fungao da concentragao de clorofila.
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6.9.4.1 Fotoluminescéncia — Misturas de componentes

A Figura 49 mostra a comparacgao entre os espectros de PL do OE de laranja
amarga e das misturas entre seus componentes limoneno com terpineno e limoneno

com clorofila.

Figura 49 — Comparagéao entre os espectros de fotoluminescéncia do 6leo essencial de laranja
amarga e misturas dos seus componentes limoneno com terpineno e limoneno com clorofila.
Nexc = 474 nm.
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A mistura limoneno (79%) + terpineno (21%) n&o apresentou nenhum efeito
significativo no seu estado fundamental (Abs-UV/Vis) e nem no estado excitado, uma
vez que seu espectro de PL se assemelha muito ao dos seus componentes isolados
(vide Figura 48). Uma vez que estes componentes sdo dados como majoritarios para
este OE, podendo representar praticamente 100% da amostra, a constatacédo de um
espectro de PL para a mistura dos mesmos que ndo se assemelha nem em formato
nem em intensidade com o OE de laranja amarga confirma a atuagado de componentes
minoritarios na composicao deste espectro.

O espectro obtido para a mistura contendo apenas limoneno e clorofila
dissolvida (18.10-3 mg/mL), além de apresentar um efeito batocrémico (assim como
visto para o OE de laranja), também possui um formato de PL muito semelhante ao
Oleo. Apesar da sua intensidade global cerca de 10 vezes maior que a observada para
0 Oleo, suas emissdes nas regides de 500-650 nm, ~678 nm e ~724 nm sdo muito
semelhantes. Além da intensidade de emissao, ha uma pequena diferenca entre os

espectros que chama atencdo, no que diz respeito ao pequeno deslocamento do
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maior pico de emissdo. No OE de laranja ele se encontra em torno de 678 nm,
enquanto que na mistura se apresenta em torno de 681 nm.

A amostra de limoneno com 6.10-2 mg/mL de clorofila dissolvida, apresentou
um efeito batocrébmico em um menor grau quando comparado com a mistura de
limoneno + clorofila (18.10°3 mg/mL). Desta forma, é possivel constatar uma
dependéncia do efeito batocrémico com a concentracédo de clorofila dissolvida em
solugao, no entanto, uma vez que a concentracao de clorofila aferida para o préprio
OE de laranja amarga foi de 5.10-2 mg/mL, um valor inferior as duas amostras
elaboradas com clorofila em solugao, vemos que o efeito batocrébmico ndo depende
exclusivamente da concentragao deste pigmento, e fatores como a presencga de outros
componentes minoritarios também devem possuir influéncia. Além disso, o espectro
de PL desta mistura se assemelha ainda mais com o OE de laranja amarga no que
diz respeito a posigao das suas emissoes, apresentando o pico de maior intensidade
na mesma posi¢cao do 6leo (~678 nm). Apesar destas semelhangas adicionais, sua
intensidade de emissao global continua muito maior que a do 6leo (cerca de 10 vezes),
ressaltando novamente a possivel influéncia dos demais componentes minoritarios do

OE nas suas propriedades Opticas.

6.9.5 Consideragdes gerais

De maneira geral, observamos no OE de laranja amarga caracteristicas
Opticas completamente distintas daquelas dos seus principais componentes terpenos.
O ¢6leo apresenta um efeito batocromico no seu espectro de Abs-UV/Vis e picos de
emissoes intensos na regido do vermelho.

Apesar do espectro de PL dos seus principais componentes (limoneno e
terpineno) ndo apresentarem nenhuma destas caracteristicas, mostrando apenas as
tipicas emissdes estreitas em torno de 550 nm observada nos demais componentes,
a adicao de clorofila ao limoneno acarretou, embora em diferentes intensidades, o
aparecimento de todas as caracteristicas 6pticas presentes no OE de laranja amarga.

Desta forma, constata-se que os picos de emissao no vermelho observados
no espectro de PL deste 6leo sao atribuidos a clorofila, a qual possui interagdes muito
fortes com o limoneno no estado fundamental. Estas interagdes acarretam um efeito
batocrdmico muito pronunciado e um aumento significativo da absorc¢ao éptica deste

sistema na regido de 550 nm. Nesta regido, o limoneno e os demais componentes
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deste dleo essencial possuem uma banda de emisséo intensa, esta energia € entao
transferida para as moléculas de clorofila pelo fendmeno de FRET, o que resulta em
emissbes muito intensas por parte desta molécula. Tais emissbes acabam
apresentando uma intensidade muito superior (uma ordem de grandeza maior) do que
aquela presente nos terpenos, terpendides e compostos aromaticos analisados neste
estudo. Tais constatagdes sdo analogas aquelas obtidas pelo estudo de Araujo et al.
(2016), onde o fenébmeno de FRET foi observado entre os componentes do éleo de
curcuma e o pigmento curcumina.

Também é valido ressaltar que foi observada uma dependéncia do efeito
batocromico e do espectro de PL com a concentracao de clorofila no sistema e da
presenca de componentes minoritarios, uma vez que o efeito batocromico do OE de
laranja amarga mostra-se muito superior ao de qualquer uma das amostras

preparadas.
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6.10 OLEO ESSENCIAL DE BERGAMOTA

Os resultados obtidos pelas medidas de GC-MS, Abs-UV/Vis e PL para o OE
de bergamota, bem como a analise e comparagao destas propriedades Opticas para

seus principais componentes e misturas de componentes, estdo descritos a seguir.

6.10.1 Cromatografia gasosa

A analise de GC-MS realizada apontou, com um fator de similaridade de 95%
ou superior, a presenga dos seguintes componentes na amostra de OE de bergamota:
Limoneno;

Acetato de linalina;
Linalol;

B-pineno;
Terpineno;

O-cimeno;

N o o bk~ w0 D=

a-pineno;

8. Mirceno,
sendo que as trés maiores areas de pico detectadas, da maior para a menor, foram
atribuidas a: limoneno, acetato de linalina e linalol. Os resultados desta analise
cromatografica para o OE de bergamota podem ser vistos no Anexo 7 deste trabalho.
Uma vez que as informagdes disponiveis na literatura a respeito da composig¢ao deste
OE (vide Tabela 6) também destacam a presenca destes mesmos trés compostos
como seus componentes majoritarios, estes resultados mostram-se coerentes. A
literatura também cita a presenga dos demais compostos detectados como

componentes minoritarios.
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6.10.2 Misturas de componentes

Para a analise das possiveis interagdes entre os componentes do OE de

bergamota foram elaboradas as seguintes misturas:
1. Limoneno (61%) + Acetato de Linalina (39%)
Limoneno (80%) + Linalol (20%)
Acetato de Linalina (60%) + Linalol (40%)
Limoneno (45%) + Acetato de Linalina (40%) + Linalol (15%)
Limoneno (100%) + Clorofila (18.10-3 mg/mL)
Limoneno (45%) + Acetato de Linalina (40%) + Linalol (15%) +
Clorofila (0,424 mg/mL)
7. Limoneno (45%) + Acetato de Linalina (40%) + Linalol (15%) +
Clorofila (95.10- mg/mL)

L O
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6.10.3 Fotoluminescéncia - Oleo essencial vs. Componentes

Na Figura 50 estdo presentes os espectros de PL obtidos para o OE de
bergamota e seus principais componentes (limoneno, acetato de linalina e linalol) para

fins de comparacao.

Figura 50 - Comparacgao entre os espectros de fotoluminescéncia do éleo essencial de bergamota (a)
e seus principais componentes: limoneno (b), acetato de linalina (c) e linalol (d). Aexc = 474 nm.

Espectros de PL
Oleo Essencial de Bergamota e seus principais componentes
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E possivel observar para a amostra de OE de bergamota algo muito
semelhante com o que foi observado para o OE de laranja amarga.

Enquanto todos os seus principais componentes analisados apresentam uma
emissao estreita e intensa em 550 nm, o OE exibe emissdes mais largas e intensas
que ocorrem em comprimentos de onda maiores (~600, ~662, ~682 e ~723 nm).
Nenhum dos componentes sequer apresenta emissdes largas no seu espectro, suas
emissdes sdo todas estreitas, em uma regidao diferente do espectro e com

intensidades relativas muito inferiores (cerca de 300 vezes menor).
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Desta forma, fica evidente que o espectro de PL do OE em questao nao possui
nenhuma semelhanca com o espectro dos seus principais componentes, assim como
0 caso da laranja amarga, e sua intensidade de emissdo € muito maior do que a de
qualquer outra amostra analisada neste trabalho. Conforme ja foi discutido, seu
espectro de PL se assemelha ao da emissao no vermelho da clorofila.

Portanto, dado ndo haver absolutamente nenhuma semelhanca entre o
espectro de PL deste OE e os dos seus principais componentes, € muito provavel que,
além de efeitos de interagdes intermoleculares fortes, haja pigmentos contaminantes

minoritarios que contribuem expressivamente com sinal de PL.

6.10.4 Absorbancia UV-Vis

As misturas contendo clorofila tiveram suas concentracbes determinadas
apos sua preparagao, conforme foi explicado anteriormente, através de medidas de
Abs-UV/Vis e do uso da Lei de Lambert-Beer (vide Figura 23). A amostra composta
por limoneno com 18.10-3 mg/mL de clorofila possui uma absorbancia de 0,119 em
670 nm, enquanto que amostra de limoneno (45%) + acetato de linalina (40%) +
linalol (15%) + clorofila (0,424 mg/mL) e a amostra de limoneno (45%) + acetato de
linalina (40%) + linalol (15%) + clorofila (95.10-3mg/mL) possuem uma absorbancia
de 2,858 e 0,637 , respectivamente, neste mesmo comprimento de onda. Seguindo
este mesmo procedimento, também foi possivel aferir a concentragao de clorofila na
amostra de OE de bergamota. A absorbancia em 670 nm para o OE foi de 0,949 e isto

corresponde a uma concentragao de clorofila de 0,141 mg/mL.
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respeito da

absorbancia/transmiténcia para o OE de bergamota, seus principais componentes e

misturas entre seus componentes.

Tabela 13 - Comparacgéo entre os dados de absorbéancia no ultravioleta e visivel (250 a 800 nm) para
o Oleo essencial de bergamota, seus principais componentes e misturas entre seus principais

componentes.
Outros picos
Limiar de Transmitancia em
Amostra de absorgao
absorgao total (nm) 550 nm
(nm)

Oleo essencial de Bergamota 420 670 70%
Limoneno 309 - 94%
Acetato de linalina 266 - 99%
Linalol 293 - 99%
Limoneno (61%) + Acetato de Linalina (39%) 314 - 97%
Limoneno (80%) + Linalol (20%) 310 - 97%
Acetato de Linalina (60%) + Linalol (40%) 304 - 97%
Limoneno (45%) + Acetato de Linalina (40%) +

335 - 100%
Linalol (15%)
Limoneno (100%) + Clorofila (18.10 mg/mL) 355 670 94%
Limoneno (45%) + Acetato de Linalina (40%) +

440 670 22%
Linalol (15%) + Clorofila (0,424 mg/mL)
Limoneno (45%) + Acetato de Linalina (40%) +

411 670 58%

Linalol (15%) + Clorofila (95.10-% mg/mL)

E possivel observar, quando se compara o limiar de absorco total do OE de

bergamota com o dos seus componentes, que ele se encontra em um valor de

comprimento de onda superior, representando um forte efeito batocrémico. Uma vez

que os componentes principais deste 6leo séo terpenos e terpendides com diferentes

fungdes organicas (hidrocarbonetos, acidos carboxilicos e alcoois), € possivel que

existam interacdes intermoleculares fortes no estado fundamental. No entanto, este

efeito batocrdbmico muito pronunciado pode também estar associado com algum

componente minoritario, visto que o principal componente do 6leo € apolar (limoneno).

Uma vez que o OE de bergamota apresenta uma forte absorgéo na regiao de

420-440 nm, a cor azul-violeta é absorvida e gera uma solugdo de coloragao

amarelada. Ja a absorgéo optica dos seus componentes fica compreendida na regiao

do UV e estas amostras apresentam um aspecto incolor e transparente.
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Outra coisa que chama atengao no espectro de absorg¢ao do OE de bergamota
€ 0 pico de absorgédo de menor intensidade na regido de ~670 nm. Como ja discutido
previamente, este pico de absorcéo € caracteristico da clorofila e reforga as suspeitas
da presenca destes pigmentos nesta amostra de OE.

Além disso, também é possivel constatar que a absor¢do na regido de
550 nm, onde todos os componentes possuem uma emissao intensa de PL, embora
seja pequena (valores de transmitancia préximos a 100%) para os componentes
individuais, ela € um pouco mais acentuada para o OE de bergamota, o que pode
explicar a menor ndo-deteccao destes picos no espectro de PL do dleo.

Levando em consideragao o espectro de PL e de Abs-UV/Vis com picos
caracteristicos da clorofila, o forte efeito batocrémico apresentado, sua absor¢gdo mais
pronunciada na regido de 550 nm e sua alta intensidade de emissdo de PL em
comparagao aos seus componentes principais, existem fortes indicativos do efeito de
FRET nesta amostra envolvendo componentes minoritarios (pigmentos de clorofila
contaminantes).

A mistura limoneno (61%) + acetato de linalina (39%) apresentou um leve
efeito batocromico. No entanto, sua absorg¢ao na regido de 550 nm continuou baixa.

A mistura limoneno (80%) + linalol (20%), por sua vez, apresentou
caracteristicas muito semelhantes as do espectro de Abs-UV/Vis do limoneno isolado.

Ja a mistura acetato de linalina (60%) + linalol (40%) mostrou um efeito
batocrdmico mais pronunciado. Este efeito de interagdo intermolecular no estado
fundamental para estas moléculas faz sentido quando consideramos seus carateres
mais polares devido as suas fung¢des organicas (éster e alcool).

Quando avaliamos a mistura limoneno (45%) + acetato de linalina (40%) +
linalol (15%), vemos um efeito batocrémico ainda mais pronunciado que as misturas
anteriores, indicando que este sistema apresenta fortes interagcdes intermoleculares
mesmo no seu estado fundamental. No entanto, o valor do limiar de absorgao total
para esta mistura entre os principais componentes do OE de bergamota ainda é muito
inferior aquele observado para o OE de bergamota.

Uma vez que clorofila é adicionada ao mesmo sistema citado anteriormente,
o efeito batocrébmico é elevado fortemente e as amostras com clorofila chegam a
limiares de absorgao totais préoximos ao do OE de bergamota.

Enquanto o OE apresenta um limiar de absor¢ao total de 420 nm, a amostra

que apresenta apenas limoneno e clorofila (18.10-3mg/mL) chega a um limiar de
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355 nm, e as amostras contendo limoneno, acetato de linalina e linalol com
0,424 mg/mL e 95.103mg/mL de clorofila atingem 440nm e 411 nm,
respectivamente.

Estes fortes efeitos batocromicos observados evidenciam que existem fortes
interagdes intermoleculares no estado fundamental entre os componentes do OE de
bergamota e também com os pigmentos de clorofila. Diferente do que foi observado
para o OE de laranja amarga, o efeito batocrdmico das amostras que possuiam
acetato de linalina e linalol (além de limoneno) em contato com a clorofila dissolvida,
mostraram efeitos batocrOmicos mais pronunciados e mais préximos do que é
observado no OE de bergamota, desta forma constata-se que a presenga dos demais
componentes do 6leo afetam sua propriedade 6ptica de absorgao.

Também é possivel observar, através da pequena transmitancia na regiao de
550 nm de algumas das amostras contendo clorofila, que estas amostras possuem
um grande potencial para o fenbmeno de FRET, uma vez que todos os componentes

do OE analisados emitem nesta faixa.
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6.10.4.1 Fotoluminescéncia — Misturas de componentes

A Figura 51 mostra a comparagao entre os espectros de PL do OE de
bergamota e de misturas entre seus componentes limoneno, acetato de linalina e

linalol.

Figura 51 — Comparagéao entre os espectros de fotoluminescéncia do dleo essencial de bergamota e
misturas entre os seus componentes limoneno, acetato de linalina e linalol. Aexc = 474 nm.
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A mistura limoneno (61%) + acetato de linalina (39%) havia apresentado um
pequeno efeito batocrdmico no seu espectro de Abs-UV/Vis, indicando algumas
interagdes no estado fundamental. Seu espectro de PL, no entanto, se mostra muito
divergente do OE de bergamota em formato e intensidade.

A mistura limoneno (80%) + linalol (20%), a qual ndo apresentou nenhum
efeito expressivo no seu espectro de Abs-UV/Vis, também nao apresentou nenhum
indicio de interagdes no estado excitado, uma vez que seu espectro de PL é muito
semelhante com o espectro dos seus componentes isolados (vide Figura 50).

A mistura de acetato de linalina (60%) + linalol (40%) apresentou no seu
espectro de Abs-UV/Vis um efeito batocrébmico, no entanto seu espectro de PL
também nao apresentou indicios de interagbes no estado excitado, uma vez este
espectro se assemelha com o espectro dos componentes isolados (vide Figura 50).

A mistura entre 3 componentes limoneno 45(%) + acetato de linalina (40%) +
linalol (15%), apresentou um efeito batocrémico mais pronunciado no seu espectro de

Abs-UV/Vis quando comparado com as amostras anteriores. Uma vez que o sistema
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analisado anteriormente composto por limoneno e linalol ndo apresentou sinais de
interagcbes no estado fundamental, € provavel que este efeito observado seja
decorrente das interagdes entre o acetato de linalina e os demais componentes. Além
disso, seu espectro de PL, o qual ndo apresenta grandes alteracdes de formato em
relagdo aos componentes isolados, apresentou um aumento de uma ordem de
grandeza na intensidade de emissao do seu pico estreito em 550 nm (vide Figura 50).
Isto indica que também existem interagcdes no estado excitado para esta mistura.

A Figura 52 mostra a comparagao entre os espectros de PL do OE de
bergamota e de misturas entres seus principais componentes (limoneno, acetato de

linalina e linalol) com clorofila dissolvida.

Figura 52 — Comparagéao entre os espectros de fotoluminescéncia do dleo essencial de bergamota e
misturas entre seus principais componentes (limoneno, acetato de linalina e linalol) com clorofila
dissolvida. Aexc= 474 nm.
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A amostra que apresenta apenas limoneno e clorofila dissolvida
(18.10-3mg/mL) apresentou um efeito batocromico consideravel no seu espectro de
Abs-UV/Vis (355 nm), mas seu limiar de absor¢do ainda ficou abaixo daquele
observado para o OE de bergamota (420 nm). No entanto, seu espectro de PL
apresentou se assemelhou bastante aquele observado para o 6leo, tanto em formato
quanto em intensidade. Dessa forma, € possivel observar que o espectro de PL do
OE de bergamota esta muito associado a interacédo entre seu principal componente,
o limoneno, e a clorofila presente em solucéo.

A mistura limoneno (45%) + acetato de linalina (40%) + linalol (15%) +

clorofila (0,424 mg/mL) apresentou um efeito batocrémico superior aquele observado
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no OE de bergamota, e também mostrou um grande aumento de absor¢ao na regiao
de 550 nm. Desta forma, os picos estreitos de emissao em 550 nm foram suprimidos
pelo efeito de FRET. O espectro de PL resultante apresenta uma intensidade de
emissao global superior ao proprio OE de bergamota, e isto € muito expressivo uma
vez que este OE possuia a intensidade global mais elevada entre todas as amostras
medidas até este momento. Além da sua alta intensidade de emissao, quatro picos de
emissao podem ser observados. O primeiro deles (com menor intensidade), em torno
de ~590 nm, um segundo pico (também com pequena intensidade) em torno de
~650 nm, um terceiro (de intensidade relativa intermediaria) em ~697 nm, e um ultimo
e mais intenso em ~720 nm. A comparagao com o espectro de PL do OE de
bergamota mostra que o ultimo pico se encontra em uma posi¢ao similar, em torno de
~720 nm. No entanto, o pico presente na mistura em ~697 nm encontra-se muito
deslocado da posicdo do pico em ~682 nm do o6leo. Além disso, a ordem de
intensidade para estes picos é diferente na mistura, onde o pico em ~720 nm se
apresenta como o mais intenso, diferente do que ocorre no OE, onde o pico mais
intenso se encontra em ~682 nm. Contudo, mesmo com as diferengas significativas
de intensidade e de formato do espectro de PL desta mistura em relagdo ao OE de
bergamota, temos nesta amostra, a qual foi adicionada clorofila, um espectro de PL
mais proximo do 6leo do que aqueles observados nas misturas que nao contam com
a presenca de clorofila na sua composicdo. Mostrando que, assim como no OE de
laranja amarga, a presenga de clorofila no sistema apresenta fortes interagdes e
causam grandes alteragbes nas suas propriedades opticas.

A amostra limoneno (45%) + acetato de linalina (40%) + linalol (15%) +
clorofila (0,424 mg/mL) mostrou no seu espectro de Abs-UV/Vis um efeito batocrémico
muito proximo ao efeito visto no OE de bergamota. Seu espectro de PL também
apresenta quatro picos de emissao. Os dois primeiros de menores intensidades em
torno de ~590 e ~650 nm, respectivamente. O terceiro pico de emissido e mais intenso
esta localizado em ~689 nm, uma posigao mais proxima ao pico de maior emissao do
OE, em ~682 nm. E o quarto pico, de intensidade relativa intermediaria, em torno
~720 nm, assim como visto no OE. Além disso, a intensidade global de emisséo desta
amostra é muito proxima aquela observada no OE de bergamota. Devido as
semelhancgas encontradas na intensidade e no formato do espectro de PL desta
amostra com o 6leo de bergamota, € possivel constatar que a clorofila possui um papel

crucial nas suas propriedades 6pticas. Assim como o que foi constatado para o OE de
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laranja amarga, a mudanga na concentracéo de clorofila nas amostras ocasionou
mudancas no espectro de absorgao, na intensidade de PL e no formato da PL das

misturas.

6.10.5 Consideragdes gerais

De maneira geral, observamos no OE de bergamota caracteristicas opticas
completamente distintas daquelas dos seus principais componentes terpenos e
terpendides. O 6leo apresenta um efeito batocrémico significativo no seu espectro de
Abs-UV/Vis e picos de emissdes intensos na regido do vermelho.

Apesar das amostras contendo acetato de linalina apresentarem um efeito
batocrdmico em grau bem mais reduzido que aquele observado no OE de bergamota
quando misturado com limoneno e linalol, os espectros de PL destas amostras
continuam muito semelhantes, principalmente nos seus formatos, com seus
componentes isolados. A mistura contendo limoneno, acetato de linalina e linalol
apresentou um aumento na sua emissao estreita em 550 nm e um efeito batocrémico
no seu espectro de Abs-UV/Vis, no entanto, nenhum dos seus espectros se
assemelharam ao espectro do OE de bergamota. Assim como observado no OE de
laranja amarga, a adi¢cao de clorofila no sistema foi a crucial para o aparecimento dos
efeitos oOpticos vistos no oleo. No entanto, o efeito batocrémico pronunciado no
espectro de Abs-UV/Vis mostrou-se proveniente das interacdes entre a clorofila
dissolvida e os componentes acetato de linalina e linalol, os quais estao presentes no
OE em menores concentragdes que o limoneno, mas sdo moléculas de carater polar.
Através desta combinacgao entre clorofila e componentes polares do OE de bergamota
foi observado um aumento da absorgcédo na regidao de 550 nm pelo sistema e, como
consequéncia, o fenébmeno de FRET.

Além do espectro de Abs-UV/Vis, foi possivel observar na analise do OE de
bergamota que a concentragao de clorofila no sistema e as interagdes entre os demais
componentes podem também afetar o espectro de PL, principalmente em relacdo ao
seu formato. Neste contexto, a mistura que mais se aproximou do OE de bergamota
na sua PL foi a solugdo de limoneno e clorofila (18.10-*mg/mL). Desta forma,
presume-se que o limoneno esteja presente na amostra de OE de bergamota em

quantidades muito superiores aos demais componentes e que a intensidade de
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emissao superior deste 6leo em relagéo ao de laranja amarga se deva principalmente

a uma maior concentracao de clorofila.
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7 CONCLUSOES

As medidas de PL realizadas com as seis amostras de OEs (citronela,
eucalipto citriodora, menta japonesa, botdo de cravo, laranja amarga e bergamota) e
alguns dos seus principais componentes, utilizando um comprimento de onda de
excitacao na faixa do azul (474 nm) revelaram que estes materiais possuem emissdes
luminescentes numa faixa extensa de 500 até 800 nm e a descricdo de tais espectros
sdo inéditos na literatura.

De maneira geral, o OE de bergamota se apresentou como o mais intenso,
seguido pelo OE de laranja amarga, botéo de cravo, citronela, eucalipto citriodora e
menta japonesa. Com relagdo aos formatos dos espectros de PL, os OE de menta
japonesa, eucalipto citriodora e citronela apresentaram semelhancgas entre si, os 6leos
de laranja amarga e bergamota também se assemelham, enquanto o de botédo de
cravo se mostrou distinto dos demais.

Com relagdo a PL dos componentes isolados, foi constado que todos os
componentes possuem uma semelhancga: picos estreitos de emissdo na regido de
550-555 nm. A existéncia destes picos semelhantes de emissdo em terpenos,
terpendides e compostos aromaticos mostra que, apesar de representarem moléculas
diferentes, suas emissdes de PL geram picos parecidos. Tal constatagao corrobora
com os espectros de PL semelhantes dos OEs de eucalipto citriodora e menta
japonesa, por exemplo, os quais possuem componentes majoritarios distintos.

Diversos outros picos estreitos de intensidades intermediarias ou bem
inferiores também foram observados nas moléculas analisadas. Os picos de menores
intensidades podem ser observados nas regides entre 500-510, 514-518 e 543-
545 nm. Ja os picos de intensidades intermediarias se encontram nas regides de 448,
553 e 570 nm, na maioria das vezes muito préximos ao pico de maior intensidade em
550-555 nm.

Também foi constatado que os compostos isopulegol, citral, isomentona,
eugenol e acetato de eugenila apresentaram a formagdo de excimeros. Para os
componentes isomentona, citral, eugenol e acetato de eugenila seus excimeros
apresentaram emissdes largas com intensidade intermediaria na regido de 610-
615 nm, enquanto que o isopulegol o qual apresentou uma emisséo larga em ~588 nm

de intensidade superior aos seus demais picos de emisséo.
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Com relagdo as intensidades de emissdo relativas entre os diversos
componentes, as medidas padronizadas revelaram que o pico em ~550 nm do
componente citral representa o mais intenso dentre as amostras avaliadas. Logo em
seguida, temos a emisséao larga em ~588 nm do componente isopulegol e a emissao
estreita em 555 nm do eugenol. Os demais componentes apresentam intensidades
relativas muito semelhantes para suas principais emissoes.

O espectro de Abs-UV/Vis das amostras de OEs em comparagdo com o dos
seus respectivos componentes revelou que, em todos os OEs, estao presentes efeitos
batocrémicos. Isto indica que todas as amostras analisadas possuem interacdes
intermoleculares fortes mesmo no seu estado fundamental. Tal constatacao esta de
acordo com as diversas observagdes de sinergismos entre os componentes de OEs
responsaveis pelas suas propriedades bioldgicas potencializadas.

Para o OE de citronela, um efeito batocrémico foi observado em sistemas
contendo geraniol e citronelol, indicando que as interacbes fortes no estado
fundamental entre esses dois alcoois sao cruciais para a existéncia do efeito
batocrémico observado no 6leo de citronela.

Para o OE de eucalipto citriodora, o efeito batocromico nao foi observado em
nenhuma das misturas entre seus componentes majoritarios, ou seja, as interagdes
fortes no estado fundamental deste O6leo estdo associadas com componentes
minoritarios.

Com relagcédo ao OE de menta japonesa, um efeito batocrémico pequeno
(muito inferior ao observado no 6leo) foi constatado apenas para o sistema
isomentona-isopulegol; dessa forma, as interagdes fortes no estado fundamental
deste 6leo estdo associadas com outros componentes que nao foram avaliados neste
trabalho.

No OE de botao de cravo, efeitos batocrdmicos foram observados (em menor
grau do que no 06leo) nos sistemas que continham seu principal componente, o
eugenol, com os demais componentes maijoritarios (acetato de eugenila e cariofileno),
com isso, constata-se que as fortes interacées do estado fundamental sdo ditadas
pelas interagdes do eugenol com os demais componentes minoritarios.

Para ambos os O6leos citricos, laranja amarga e bergamota, o efeito
batocrémico pronunciado observado nas amostras de OE foram atribuidos a presenca
de clorofila nestes sistemas e suas interagdes com componentes minoritarios de

carater polar.
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De maneira geral, os espectros de PL das amostras de OEs estudadas
apresentavam emissdes mais intensas e com formatos diferentes do que as de seus
componentes. Tais caracteristicas sdo resultados de interagées no estado excitado
e/ou do fendbmeno de FRET nestes sistemas.

Para o OE de citronela, sdo constatadas interagcdes no estado excitado para
o excimero do citral com os demais componentes avaliados (citronelal, citronelol,
geraniol e isopulegol). Tais interagdes intensificam a emissao larga do excimero do
citral e ndo s&o vistas no estado fundamental (Abs-UV/Vis), exceto para o caso do
isopulegol. No caso desta amostra, uma mistura entre seus quatro principais
componentes (citronelal, citronelol, geraniol e citral) pode fornecer um espectro de PL
muito semelhante ao do OE em intensidade e formato. O componente isopulegol,
neste sistema, apresentou interagdes muito fortes com o citral no estado fundamental
(evidenciadas por um efeito batocrémico) e fortes interagdes no estado excitado com
todos os componentes avaliados para o OE de citronela. No geral, a presenca do
isopulegol, mesmo em pequenas quantidades, causam grandes alteragbes no
espectro de PL dos componentes do OE de citronela e tais alteragdes distorcem o
formato do espectro do sistema de forma a se distanciar do formato observado no
Oleo.

Para o OE de eucalipto citriodora, existem fortes interagbes no estado
excitado entre os componentes citronelal e citronelol com o excimero do isopulegol.
Uma mistura entre estes trés componentes (citronelal, citronelol e isopulegol), os quais
sdo majoritarios neste tipo de OE, podem gerar um espectro de PL muito semelhante
ao OE de eucalipto citriodora em intensidade e formato.

No OE de menta japonesa, as interagdes no estado excitado se devem aos
componentes mentol e isopulegol. O mentol, principal componente desse dleo,
apresentou fortes interagées com o excimero do isopulegol mesmo para pequenas
quantidades deste outro componente, aumentando sua intensidade. No espectro de
PL deste OE também é possivel observar a contribuicido do excimero da isomentona,
no entanto, este componente nao apresentou interacdes fortes com os demais no
estado excitado. Portanto, com uma mistura entre mentol, isomentona e isopulegol, é
possivel obter um espectro de PL muito semelhante, em intensidade e formato, ao
observado no OE de menta japonesa.

O OE de botdo de cravo apresenta uma unica emissao larga de alta

intensidade. Esta emissao € resultado de dois fendbmenos. O primeiro deles é a FRET,
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resultante das fortes interagdes no estado fundamental (efeito batocrémico) entre os
componentes deste 6leo, as quais causam um aumento na absor¢cao deste material
na regiao de 550-555 nm. Desta forma, a energia das emissdes estreitas e intensas
dos componentes isolados nesta faixa € transferida para a emissdo mais larga em
maiores comprimentos de onda. O segundo fenémeno observado sdo as interagdes
no estado excitado dos excimeros do eugenol e do acetato de eugenila com o
cariofileno e, possivelmente, com os demais componentes minoritarios. Desta forma,
um espectro de PL muito semelhante ao do OE de botdo de cravo pode ser obtido
com a mistura dos seus trés principais componentes: eugenol, acetato de eugenila e
cariofileno.

Nos 6leos citricos (laranja amarga e bergamota), o espectro de PL é fungéo,
principalmente, da presencga de clorofila nestes sistemas e suas interagcbes com o
limoneno (principal componente). A adi¢cao destes pigmentos gera fortes interacoes
entre eles e os demais componentes no estado fundamental e, semelhante ao OE de
botdo de cravo, cria um forte efeito batocrémico responsavel pelo aumento da
absor¢ao na regiao de 550 nm, onde existe uma banda de emissdo dos componentes
isolados. Desta forma, o fendmeno de FRET causa um grande aumento nas emissoes
da clorofila na regido do vermelho. Além disso, variagbes na concentragao de clorofila
e a polaridade dos componentes minoritarios alteram o espectro de PL destes

sistemas.
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8 PERSPECTIVAS FUTURAS

A literatura apresenta as seguintes potenciais aplica¢des para a PL dos OEs:

- Deteccao destes materiais em diferentes matrizes;

- Uso para diagnostico por imagem;

- Ferramenta de compreensdao das interacbes (sinergismos) entre os
diferentes componentes com intuito de investigar suas atividades bioldgicas;

- Uso no controle de qualidade de OEs.

A utilizacado da PL para a deteccao dos OEs em diferentes matrizes ja € bem
consolidada, uma vez que estes compostos sao, de fato, fluorescentes. No entanto,
para que tal utilizagdo seja feita de maneira eficiente, € desejavel que o sistema
analisado possua uma alta intensidade de emisséo e que a técnica de detec¢do nao
deteriore o produto analisado. Este estudo mostra que o uso do comprimento de onda
na regiao do azul pode fornecer a luminescéncia com uma diminuigdo dos efeitos de
deterioracdo. Além disso, temos que componentes que apresentem a formacao de
excimeros, como no caso do citral, isopulegol, isomentona, eugenol e acetato de
eugenila, podem ter sua intensidade de emissdo aumentada consideravelmente pelas
interagdes com outras moléculas polares no estado excitado. Também é constatado
que sistemas com moléculas que fornegam fortes interagdes no estado fundamental
podem ocasionar o fenbmeno de FRET e intensificar ainda mais suas emissées. Os
principais exemplos de sistemas com alta intensidade de emissao encontrados foram:
citral e isopulegol, eugenol e acetato de eugenila e terpenos/terpendides com clorofila
dissolvida.

Com relacao ao uso dos OEs no diagnéstico por imagem, também é desejado
que o sistema apresente uma alta intensidade de emissdo, mas muitas vezes almeja-
se uma sensibilidade do espectro ao meio. Conforme foi visto, diversos sistemas
apresentaram muito sensiveis a presenca de outros componentes. Como exemplo
disso tivemos os OEs de citronela e menta japonesa com relacdo a presenca de
isopulegol, a qual gerou diferencas significativas nos seus espectros de PL (em
intensidade e formato), e também a adicéo de clorofila nos 6leos citricos. Ainda neste
contexto, podemos constatar que a aplicagdo buscada por Momin et al. (2012) de
utilizar a PL dos OEs presentes na casca de frutos citricos para o diagndstico por
imagem destes produtos é extremamente dependente da interagao entre o 6leo e os

demais pigmentos nesta matriz vegetal.



154

No que diz respeito ao estudo entre as interacbes intermoleculares dos
componentes presentes nos OEs, tendo em vista a compreensao das suas atividades
bioldgicas, conclui-se que as medidas de Abs-UV/Vis sdo muito eficientes para
avaliacbes de interagdes no estado fundamental. Os espectros de Abs-UV/Vis
apontam a presenca de efeitos batocrémicos ou hipsocrémicos entre os componentes
e a comparagao com o espectro do respectivo OE pode ser usada para identificar
quais compostos apresentam possuem fortes interagdes. Portanto, a metodologia de
investigacao apresentada neste trabalho, a qual consiste na elaboragéo de misturas
entre os componentes dos OEs e avaliacdo das suas propriedades opticas de Abs-
UV/Vis, pode ser usada na investigagcao dos mecanismos de agao bioldgica dos OEs.

As constatacoes de efeitos de solvente especifico observadas neste trabalho
podem ser interessantes para o uso da PL de OEs em aplicagcdes de controle de
qualidade. Caso alguma substancia chave para a qualidade de um OE apresente
fortes interacbes no estado excitado, seu espectro de PL pode revelar sua

presenca/auséncia de maneira eficaz.
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ANEXO 1 — ESPECTROS DE FOTOLUMINESCENCIA DE COMPONENTES DE
OLEOS ESSENCIAIS (Aexc = 474 nm)
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ANEXO 2 - CROMATOGRAMA REFERENTE AO OLEO ESSENCIAL DE

CITRONELA
] T1c (x1.000.000)
1.00-
0.75]
0.50:
8.0 9.0 100 110 12.0 130 140 150 160 17.0 180 180 200 210 t(min)
LOCALIZAGAO DO PICO FATOR DE
COMPONENTE
(MIN) - SIMILARIDADE (%)
12,06 Citronelal 97
14,88 Geraniol 98
15,37 - 14,54 Citral 99
14,22 Citronelol 95
8,42 Limoneno 97
18,39 AcetaFo de 96
geranila

*Obs: Os demais picos nao-listados presentes no cromatograma sao referentes a
moléculas de silica detectadas em funcdo do processo de degradacdo da coluna
cromatografica.
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ANEXO 3 - CROMATOGRAMA REFERENTE AO OLEO ESSENCIAL DE

EUCALIPTO CITRIODORA
1 T1C (x1.000.000)
3.0
25]
20
15
10—
0s]
. S N - A _
10.0 10.5 11.0 15 12.0 125 13.0 135 14.0 145 150  t(min)
LOCALiZACﬂO DO PICO FATOR DE
(MIN) COMEONERTE SIMILARIDADE (%)
11,95-12,06 - 12,25 Citronelal 97
14,21 Citronelol 99

*Obs: Os demais picos nao-listados presentes no cromatograma sao referentes a
moléculas de silica detectadas em fungdo do processo de degradacdo da coluna
cromatografica.
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ANEXO 4 - CROMATOGRAMA REFERENTE AO OLEO ESSENCIAL DE MENTA
JAPONESA

17I1C (x1.000.000)

1.004
0.751
0.504

0.25]

7.0 8.0 9.0 10.0 11.0 12.0 13.0 14.0 15.0 16.0 17.0 180 t(min)
LOCALIZAGAO DO PICO FATOR DE
(MIN) COMPONENTE | ¢\ MiILARIDADE (%)
12,58 -12,81-13,14 -
13,32 Mentol 96
12,17-12,43 Isomentona 98
16,03 Aceta_to de 95
mentila
8,41 Limoneno 99
13,32 Alfa-terpineol 95
11,95 Isopulegol 96
14,55 Pulegona 99

*Obs: Os demais picos nao-listados presentes no cromatograma sao referentes a
moléculas de silica detectadas em fungcdo do processo de degradacdo da coluna
cromatografica.
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ANEXO 5 - CROMATOGRAMA REFERENTE AO OLEO ESSENCIAL DE BOTAO

DE CRAVO
%7 71€ (%1.000.000)
1.25-:
1.00
0.75-:
0.50
O.Zéwww\lmww
15.0 16.0 17.0 18.0 18.0 20.0 21.0 22.0 t (min)
LOCALlZACﬂO DO PICO FATOR DE
(MIN) EQMEONERTE SIMILARIDADE (%)
17,66 - 21,82 Eugenol 98
19,51 Cariofileno 97

*Obs: Os demais picos né&o-listados presentes no cromatograma sao referentes a
moléculas de silica detectadas em funcdo do processo de degradagao da coluna
cromatografica.
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ANEXO 6 - CROMATOGRAMA REFERENTE AO OLEO ESSENCIAL DE
LARANJA AMARGA

25] TIC (x1.000.000)

2.0

1.0

6.5 7.0 75 8.0 85 8.0 95 t (min)

LOCALIZACAO DO PICO FATOR DE
(MIN) COMPONENTE | ¢ \iLARIDADE (%)

8,41 Limoneno 99

*Obs: Os demais picos nao-listados presentes no cromatograma sao referentes a
moléculas de silica detectadas em fungdo do processo de degradacdo da coluna
cromatografica.



1.00+

0.25]
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ANEXO 7 - CROMATOGRAMA REFERENTE AO OLEO ESSENCIAL DE
BERGAMOTA

] Ti€ (x1.000.000)

L

40 5.0 6.0

T T T

7.0 8.0 9.0

130 140 150 160 170 180 t(min)

LOCALIZAGAO DO PICO FATOR DE
OMPONENTE | simiLaRiDADE (%)

8,4
14,88
10,49
6,95
9,26

8,26

5,75

7,25

Limoneno
Acetato linalina
Linalol
Beta-pineno
Gama-terpineno
O-cymene
Alfa-pineno
Beta-mirceno

98
95
96
25
95
97
98
97

*Obs: Os demais picos nao-listados presentes no cromatograma séo referentes a
moléculas de silica detectadas em fungdo do processo de degradagao da coluna
cromatografica.



