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Resumo

Nos ultimos anos tem vindo a aumentar o interesse pelos produtos naturais, como é o caso das
plantas medicinais e aromaticas devido ao seu amplo espetro de acado na indUstria alimentar,

cosmeética e farmacéutica e na medicina popular.

Esta investigacdo consistiu na caracterizacdo quimica das sementes do Foeniculum vulgare,
vulgarmente conhecido como funcho, pertencente a familia Apiaceae, sendo esta uma
importante planta medicinal com atividade biologica comprovada. Para tal, procedeu-se a
analise da composicado quimica dos oleos essenciais das sementes de Foeniculum vulgare,
colhidas em varias regides de Portugal. Os dleos essenciais foram obtidos por hidrodestilacdo
com Clevenger, com um rendimento entre 0.49 e 2.94%. Estes Oleos essenciais foram
posteriormente analisados por GC-MS, o que permitiu a identificacdo de dezassete compostos.
Os constituintes maioritarios dos oleos identificados foram o trans-anetol (7.9-78.5%), o
estragol (1.8-66.0%) e a fenchona (12.0-37.0%).

Realizou-se também a analise cromatografica por HPLC - DAD dos extratos resultantes da
extracao com Soxhlet, com a finalidade de identificar e quantificar os compostos fendlicos
presentes na planta. Foram identificados cinco compostos fendlicos, sendo eles o acido

galico, acido cumarico, acido protocatecuico, acido vanilico e a rutina.

Palavras-chave

Foeniculum vulgare; dleos essenciais; composicao quimica; GC-MS; HPLC-DAD; trans-anetol;

fenchona; estragol.
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Abstract

In recent years, there has been an increased interest in natural products, such as medicinal
and aromatic plants, due to its broad spectrum of action in the food, cosmetic and

pharmaceutical industry and in folk medicine.

In this work, it was done the chemical characterization of Foeniculum vulgare seeds,
commonly known as fennel, belonging to the Apiaceae family, being this an important
medicinal plant, with proved biological activity. To do so, it was performed the chemical
composition analysis of the essential oil of Foeniculum vulgare seeds harvested in different

regions of Portugal. The essential oils were obtained by hydrodistillation using a Clevenger,
with a yield between 0.49 and 2.94%. These essential oils were further analyzed by GC-MS,

which allowed the identification of seventeen compounds. The main constituents identified
were trans-anethole (7.9-78.5%), estragole (1.8-66.0%) and fenchone (12.0-37.0%).

It was also performed the chromatographic analysis by HPLC - DAD of the resulting extracts of
Soxhlet extraction, in order to identify and quantify the phenolic compounds present in the
plant. Five phenolic compounds were identified, namely gallic acid, coumaric acid,

protocatechuic acid, vanilic acid and rutine.

Keywords

Foeniculum vulgare; essential oils; chemical composition; GC-MS; HPLC-DAD; trans-anethole;

fenchone; estragole.
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Capitulo I. Introducéao

As plantas aromaticas e medicinais sao utilizadas pelo Homem desde o inicio da humanidade e
o interesse nestas plantas tem vindo a aumentar nos Ultimos anos devido aos efeitos

terapéuticos associados as mesmas e aos compostos bioativos que as constituem.

Dada a sua importancia, as plantas medicinais tém sido aplicadas ha varios anos na medicina

popular e também a nivel industrial.

Para a utilizacdo destas plantas € necessario a realizacdo de estudos prévios para a
caracterizacao e determinacdao do seu conteldo, a nivel qualitativo e quantitativo. Desta
forma, as plantas tém sido alvo de varios estudos ao longo dos anos a nivel dos seus
compostos bioativos, através da separacdo e analise estrutural dos mesmos, uma vez que os

efeitos benéficos das plantas resultam da combinacao destes compostos.

Neste contexto, investigou-se neste trabalho a planta Foeniculum vulgare, nativa da regiao
mediterranica, sendo que ja se encontra implementada em Portugal. Trata-se de uma planta
com diversos efeitos terapéuticos comprovados e portanto € fundamental o conhecimento da
constituicdo quimica da mesma, para que seja possivel a aplicacdo posterior desta planta
como matéria-prima em produtos industriais e para a obtencdo de novos agentes

terapéuticos.

Esta dissertacdo é constituida por cinco capitulos:

e No primeiro capitulo é realizada uma contextualizacdo do presente trabalho;

e No segundo capitulo é feita a revisao bibliografica, que relne os fundamentos
tedricos acerca das plantas medicinais, oleos essenciais e da planta Foeniculum
vulgare, bem como os métodos de extracdo e caracterizacao aplicados para o estudo
desta planta medicinal.

e No terceiro capitulo encontram-se descritos os equipamentos, os reagentes e os
procedimentos utilizados para a realizacao deste estudo.

e No quarto capitulo estao apresentados os resultados e discussao, onde se apresentam
e sao discutidos os resultados obtidos nesta investigacao.

e Por fim, no capitulo cinco encontram-se as conclusoes retiradas deste trabalho. Apds
o capitulo cinco sdo apresentadas as perspetivas futuras, com algumas sugestoes para

trabalho futuro.
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Capitulo Il. Revisao Bibliografica

2.1 Plantas Medicinais

As plantas tém sido a base da medicina tradicional em todo mundo desde ha milhares de anos
e continuam a fornecer novos remédios para o Homem (Krishnaiah et al., 2011). O
conhecimento popular acerca da utilizacdo das plantas pelos humanos é baseado nestes
milhares de anos de experiéncia. Até meados do século XIX, as plantas foram o principal
agente terapéutico utilizado pelos humanos e ainda hoje em dia o seu papel na medicina
continua a ser relevante (Camejo-Rodrigues et al., 2003). A sua utilizacao continua intacta
nos dias de hoje e de acordo com a Organizacdo Mundial de Salde (OMS), cerca de 80% da

populacao depende das plantas medicinais para os cuidados de saude (Christaki et al., 2012).

A OMS define uma planta medicinal como sendo uma planta que contém propriedades ou
compostos ativos que podem ser utilizados para fins terapéuticos ou aqueles que sintetizam

metabolitos para producao de farmacos (WHO, 2000).

A grande maioria dos farmacos produzidos nos dias de hoje é obtida a partir de fontes
naturais ou de derivados semi-sintéticos de produtos naturais utilizados nos sistemas
tradicionais da medicina. De acordo com a OMS, as plantas medicinais seriam a melhor fonte
para a obtencdo de farmacos, uma vez que grande parte dos farmacos nao-naturais e
sintéticos causam efeitos adversos e os microrganismos comecam a desenvolver resisténcia a
estes farmacos (Hemalatha et al., 2013; Lahlou, 2013). Os metabolitos descobertos nas
plantas medicinais e outros produtos naturais podem evitar estes efeitos adversos dos

farmacos sintéticos, uma vez que se acumulam no interior de células vivas (Lahlou, 2013).

As plantas medicinais sdo também valorizadas pelas suas propriedades, tais como as
propriedades nutricionais, sendo que podem ser fontes ricas em proteinas, vitaminas e
minerais. Tém também propriedades antioxidantes, sendo que muitas plantas sdo fonte de
antioxidantes naturais. Os compostos fenolicos sao os antioxidantes primarios nelas presentes
e ha uma relacgéo linear entre o conteldo destes compostos e as propriedades antioxidantes.

Tém também propriedades antimicrobianas e medicinais (Peter, 2004).

As plantas sintetizam uma grande variedade de compostos organicos que sao tradicionalmente
classificados como metabolitos primarios e metabolitos secundarios. Os metabolitos primarios
sdo compostos que estdo envolvidos na fotossintese, respiracdao, crescimento e
desenvolvimento da planta, que incluem hidratos de carbono, aminoacidos, proteinas, lipidos
e acidos organicos. Os metabolitos secundarios, por sua vez, tém funcbes importantes na
planta (Crozier et al., 2006; Bernhoft, 2010), uma vez que os efeitos medicinais do material

vegetal resultam da combinacao de produtos secundarios presentes na mesma. Apesar destes
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produtos secundarios poderem ter uma variedade de funcdes nas plantas, € provavel que a
sua funcdo ecologica possa ter alguma influéncia sobre os potenciais efeitos medicinais para

os seres humanos (Briskin, 2000).

As plantas tém sido utilizadas em diversos dominios incluindo na medicina, onde fornecem os
ingredientes predominantes na maioria dos sistemas tradicionais de cura, nutricdo, bebidas,
repelentes, cosméticos e fragrancias, entre outros fins industriais (Barata et al.; Djeridane et
al., 2006).

Estas plantas medicinais tém sido utilizadas como remédios caseiros na medicina popular,
durante geracoes, e portanto a investigacdo sistematica de tais plantas permite o

conhecimento das suas propriedades farmacoldgicas (Gongalves et al., 2013)

2.2 Oleos Essenciais

Os oleos essenciais sao metabolitos secundarios caracterizados por um forte odor. Sao
liquidos, volateis, aromaticos, limpidos e raramente coloridos e sdo compostos por
substancias lipofilicas, solUveis em solventes organicos geralmente com uma densidade menor
do que a da agua. Sao extraidos de plantas aromaticas e medicinais, incluindo o material
vegetal proveniente das flores, gomos, raizes, casca e folhas (Jayasena e Jo, 2013; Bakkali et
al., 2008; Fornari et al., 2012).

Na natureza, os 6leos essenciais desempenham um papel importante na protecdo das plantas
como agentes antibacterianos, antivirais, antifingicos, inseticidas e também contra
herbivoros, pela reducdo do seu apetite por tais plantas. Podem também atrair alguns insetos
para favorecer a dispersao do polen e das sementes ou repelir outros indesejaveis (Bakkali et
al., 2008). Os oleos essenciais tém sido utilizados ndo s6 devido as suas propriedades
farmacéuticas, mas também como agentes aromatizantes e no fabrico de perfumes e
cosméticos, tornando-se também populares devido a aromaterapia, um ramo da medicina
alternativa que afirma que os 6leos essenciais tém efeitos curativos (Fornari et al., 2012;
Figueiredo et al., 2008).

Existem diversas técnicas para a extracao de éleos essenciais, a partir de diferentes partes da
planta, sendo o dleo geralmente extraido através de destilacdo ou extracdo com solventes
(Edris, 2007; Gamiz-Gracia e Luque de Castro, 2000).
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2.2.1 Compostos ativos dos 6leos essenciais

As proporcoes dos componentes presentes nos oleos essenciais variam bastante. Os oleos
essenciais tém uma composicdo complexa e representam uma pequena fracao da composicao
da planta, sendo que podem conter até varias centenas de componentes (Miguel, 2010;
Fornari et al., 2012). Os dleos essenciais contém cerca de 85-99% de compostos volateis e 1-
15% de compostos nao volateis (Sanchez-Gonzalez et al., 2011). O dleo essencial € composto
maioritariamente por monoterpenos e sesquiterpenos e outros constituintes aromaticos e
alifaticos, todos eles caracterizados pelo seu baixo peso molecular (Sanchez-Gonzalez et al.,
2011; Fornari et al., 2012).

Os compostos maioritarios do 6leo essencial das plantas sao os terpenos, que sao constituidos
por combinacdes de varias unidades de cinco atomos de carbono (C5), os isoprenos. Os
principais terpenos presentes no oleo essencial sdo os monoterpenos (C10), que podem
constituir mais de 80% do o6leo essencial, e os sesquiterpenos (C15). Eles podem apresentar
estruturas aciclicas, assim como estruturas mono-, bi- ou triciclicas. Os terpendides sao
derivados deste hidrocarbonetos, por oxidacao ou apenas por rearranjo do esqueleto

hidrocarbonado (Sanchez-Gonzalez et al., 2011; Fornari et al., 2012).

Os compostos aromaticos sao derivados do fenilpropano e ocorrem com menor frequéncia do
que os terpenos. Incluem os aldeidos, alcoois, derivados metoxi e os fenois (Bakkali et al.,
2008; Sanchez-Gonzalez et al., 2011].

As principais fontes vegetais para estes compostos sao plantas tais como o anis, a canela, a
noz-moscada, a salsa, o funcho e ainda outras pertencentes a varias familias botanicas, como

a Apiaceae, Lamiaceae, Myrtaceae, Rutaceae.

Componentes azotados ou sulfurados como os glucosinolatos ou derivados de isotiocianato sao

também metabolitos secundarios caracteristicos de diversas plantas (Bakkali et al., 2008).

A quantidade de uma substancia particular na composicdo do oleo essencial varia desde
elevadas proporcées a quantidades vestigiais. Todavia, 0s componentes presentes em
quantidades vestigiais sdo também importantes, uma vez que todos os compostos sao

responsaveis pelo odor e sabor natural caracteristico dos 6leos (Fornari et al., 2012).
2.2.2 Fatores que afetam a composicao quimica dos 6leos essenciais
A composicao quimica dos oleos esséncias é variavel. Ha diversos fatores que podem ser

considerados como responsaveis por flutuagées na composicdo quimica, incluindo a parte da

planta utilizada, pois apesar de todas as partes da planta conterem dleo essencial, a sua
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composicao pode variar de acordo com a parte da planta utilizada como matéria-prima.
Existem outros fatores que podem determinar a composicao e qualidade do dleo essencial,
como o periodo de colheita da planta aromatica, condicdes climaticas e agrondmicas,
desenvolvimento vegetativo da planta e o tipo de extracao realizada (Miguel, 2010; Fornari et
al., 2012).

2.3 Métodos de extracao

A extracao é o passo principal para a recuperacao e isolamento de compostos bioativos a
partir do material vegetal, antes da analise (Stalikas, 2007), sendo que so é possivel realizar
uma separacao, identificacao e caracterizacao adicional de compostos bioativos quando

realizado um processo de extracao adequado (Azmir et al., 2013).

A extracdo é influenciada pela natureza quimica dos compostos bioativos, pelo tamanho da
particula da amostra e pela presenca de substancias de interferéncia bem como pelo método
de extracao utilizado (Stalikas, 2007). Tem como objetivos a extracao de compostos bioativos
alvo, a partir de uma amostra de planta complexa, aumentar a seletividade dos métodos
analiticos, melhorar a sensibilidade dos ensaios pelo aumento da concentracdo dos compostos
alvo e converter os composto bioativos numa forma adequada para a detecao e separacao
posterior (Azmir et al., 2013).

Os compostos bioativos do material vegetal podem ser extraidos por varias técnicas de
extracdo classicas. Grande parte destas técnicas sdao baseadas no poder de extracdo de
diferentes solventes em uso e através da aplicacdo de calor e /ou agitacdo. De forma a ser
possivel a obtencdo de compostos bioativos do material vegetal, das técnicas classicas de

extracao existem a hidrodestilacao e a extracao com Soxhlet (Azmir et al., 2013).

2.3.1 Extracao por hidrodestilacao

0 principio da destilacao a vapor € a base dos métodos comumente utilizados na obtencao de
oleo volatil a partir de produtos vegetais. Este processo é realizado de duas formas: pela
passagem de vapor através de um recipiente adequado que contém o produto vegetal ou
através da ebulicao do material com agua, num recipiente adequado, destilando e recolhendo
posteriormente o destilado obtido. O 6leo volatil é transportado com o vapor que condensa
com ele. Sendo apenas ligeiramente sollvel em agua, o o6leo é posteriormente separado da

porcao aquosa do destilado em camadas.
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Foi concebido um aparelho para a determinacdao do éleo volatil que permite uma analise

direta da quantidade de éleo volatil obtido, tornando-o disponivel para analise posterior.

Este dispositivo consiste essencialmente em trés partes: um baldo de fundo redondo, onde
sdo colocados o material que contém o 6leo volatil e uma determinada quantidade de agua;
um separador, onde o 6leo é automaticamente separado num tubo graduado, permitindo
assim uma leitura direta da quantidade de 6leo obtida, e um condensador adequado, como se

encontra exemplificado na figura 1 (Clevenger, 1928).

Figura 1 - Imagem ilustrativa da hidrodestilacao com Clevenger. a) balao de fundo redondo; b)

separador- Clevenger; c) condensador.

2.3.2 Extracao com solventes organicos - Soxhlet

De modo a isolar os analitos de interesse do material vegetal, a extracdo com diversos
solventes pode ser aplicada, sendo normalmente realizada com aumento de polaridade do

agente de extracao.

A extracdo com Soxhlet é uma das técnicas mais antigas para o isolamento de metabolitos
existentes no material vegetal. Esta técnica é utilizada para o isolamento e enriquecimento
de analitos de baixa ou média volatilidade e estabilidade térmica e tem sido amplamente
aplicada na extracao de compostos ativos de varias fontes naturais (Azmir et al., 2013;
Romanik et al., 2007).
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0 extrator Soxhlet foi inicialmente proposto pelo quimico alemao Franz Ritter Von Soxhlet em
1879 (Azmir et al., 2013). De um modo geral, a amostra é colocada no extrator, e durante o
funcionamento este é gradualmente cheio com solvente fresco condensado, que se encontra
no baldo de destilacdo. Quando o liquido atinge o nivel maximo de capacidade do extrator,
um sifao aspira o liquido do extrator e descarrega-o de volta para o baldo de destilacao,
transportando os analitos extraidos para o liquido que se encontra no balado. Esta operacao é

repetida durante varios ciclos até a extracdo estar concluida (Luque de Castro e Garcia-

Ayuso, 1998).

—
e

d)

Figura 2 - Imagem ilustrativa do método de extracdo com Soxhlet. a) amostra; b) extrator Soxhlet; c)

balao de destilacao; d) sifao. Adaptado de Luque de Castro et al., 2010.

2.4 Foeniculum vulgare

O Foeniculum vulgare Mill., ou vulgarmente conhecido como funcho, é uma planta anual,
bianual ou perene, dependendo da variedade, pertencente a familia Apiaceae. Esta planta é
nativa da regido mediterranea, embora seja cultivada em todas as regides temperadas e

tropicais do mundo (Singh et al., 2006; He e Huanga, 2011; Damjanovic et al., 2005).

O funcho tem duas subsespécies, a piperitum, com sementes amargas e a capillaceum, com

sementes doces (Diaz-Maroto et al., 2006). F. vulgare subsp. capillaceum é posteriormente
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classificada em trés grupos taxonomicos: var. vulgare (Mill.) Thell., var. dulce (Mill.) Thell. e
var. azoricum (Mill) Thell. A subespécie piperitum cresce selvagem e é perene. As suas
caracteristicas morfoldgicas sao variaveis no que diz respeito ao tamanho, forma e cor da
folha e fruto, nUmero de raios na umbela e, em geral, pode ser distinguida da capillaceum
por umbelas menores, os lobulos das folhas mais rigidos e carnudos e fruto com sabor
acentuado. Para além das caracteristicas morfoldgicas, cada variedade é conhecida por
possuir uma composicdo de oleo essencial especifica (Bernath et al., 1996; Piccaglia e
Marotti, 2001).

Tabela 1- Caracterizacao taxonémica de F.vulgare. Adaptado de Carilho, 2009; Bernath et al.,, 1996.

Taxonomia do Funcho

Reino Plantae
Divisdao Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Ordem Apiales
Familia Apiaceae
Género Foeniculum
Espécie F. vulgare

] piperitum (funcho-amargo)
Subespécie

capillaceum (funcho doce)

2.4.1 Descricao botanica

O Foeniculum vulgare é uma planta verde, podendo crescer até uma altura de cerca de 2.5
metros, com caules ocos. As folhas sdo finamente dissecadas, com os ultimos segmentos
filiformes, podendo ter até 40 cm e com cerca de 0.5 mm de largura. Nos terminais das
umbelas sdo produzidas inflorescéncias, com 5 a 15 cm de largura, cada seccao da umbela
com 20 a 50 flores amarelas pequenas em pedicelos curtos. O fruto desta planta é uma
semente seca e ovoide, de 4 a 10 mm de comprimento e 2 a 4 mm de largura (Chittora e
Veer, 2013; Conforti et al., 2006).



Caracterizacao quimica das sementes de Foeniculum vulgare Mill

Figura 3 - Imagem representativa da planta em estudo. a) Rebentos; b) caules; c) folhas; d) caule; e)

inflorescéncia. Adaptado de Barros et al., 2009.

2.4.2 Composicao do 6leo do Foeniculum vulgare

O material da planta com interesse para uso medicinal é o cremocarpo e mericarpo, mais
comumente designados por semente, uma vez que este é o local onde os oleos essenciais
estao maioritariamente concentrados e sao estas que proporcionam o aroma e sabor Unicos do
funcho, sendo este altamente aromatico, com um aroma a anis caracteristico (Barros et al.,
2010).

Os dleos essenciais do funcho sao principalmente constituidos por uma mistura de varios
monoterpenos e fenilpropandides, sendo a fenchona, o trans-anetol, o estragol e o limoneno
os principais constituintes (Barazani et al., 2002). O aroma diferente do éleo do funcho-doce
relativamente ao funcho-amargo é devido as quantidades de trans-anetol e fenchona
presentes no oleo essencial: o aroma da subespécie capillaceum, mais doce e delicado, é o
resultado de um baixo contelido de fenchona e um elevado teor de trans-anetol, pois o trans-
anetol é um componente importante pelo seu aroma doce. Por sua vez, a fenchona esta
especialmente presente no funcho amargo. Segundo a Farmacopeia Europeia, o 6leo essencial
do funcho amargo deve conter, no minimo, 60% de anetol e 15% de fenchona, e o 6leo do
funcho-doce deve conter, pelo menos, 80% de anetol. Desta forma, as quantidades de trans-
anetol e fenchona poderao ser determinantes para distinguir o funcho-doce do funcho amargo
(Dukic et al., 2003; Miraldi, 1999).

Num estudo realizado anteriormente, Cavaleiro C. et al. (1993) demonstraram a existéncia de
quimiotipos relativamente a composicao quimica dos Oleos essenciais do funcho: um

quimiotipo “puro” anetol e um quimiotipo “fenchona/anetol”. O termo quimiotipo pode ser
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definido como uma entidade taxondmica que difere da restante populacdo pela composicao

dos seus metabolitos secundarios (Barazani et al., 2002; Gross et al., 2009).

A composicao e concentracao relativa dos compostos do 6leo do funcho dependem de fatores
internos e externos que podem afetar a planta, tais como as condicoes climaticas e
ambientais, época de colheita e origem geografica, idade e parte da planta em estudo, fase
de amadurecimento do fruto e métodos de extracdo aplicados (Diao et al., 2014; Aprotosoaie
et al., 2010).

2.4.3 Utilizagcbes do Foeniculum vulgare

A medicina popular em Portugal continua a ter um papel relevante em diversas regides, onde
existem varias plantas selvagens com usos medicinais tradicionais (Barros et al., 2009).
Tradicionalmente, e em virtude das suas propriedades aromaticas, o funcho e o seu oleo
essencial tém um largo espetro de aplicacoes (Zahid et al., 2008). A potencial atividade
farmacoldgica do 6leo essencial do funcho tem sido objeto de varios estudos, que mostraram
que este pode reduzir a intensidade da colica infantil e atua como hepatoprotetor. O oleo
essencial do funcho apresenta uma atividade antiplaquetaria, sem efeitos secundarios

gastrolesivos (Napoli et al., 2010).

Assim, o funcho tem sido utilizado medicinalmente como antiespasmodico, diurético, laxante,
estimulante, hepatoprotetor, digestivo (Zahid et al., 2008) e como remédio caseiro, sendo
til no tratamento de uma variedade de problemas, especialmente os que estao relacionados
com o sistema digestivo. E também altamente recomendado para a diabetes, bronquite e
tosse crénica e no tratamento da pedra no rim (Barros et al., 2010; Barros et al., 2009). O
funcho é aplicado também como agente aromatizante, para condimentar os alimentos, e

utilizado como ingrediente nos produtos cosméticos e farmacéuticos (Telci et al., 2009).

2.5 Caracterizacao

Os extratos complexos dos constituintes das plantas exigem frequentemente técnicas de
separacao eficazes para permitir a identificacao de diferentes compostos (Stalikas, 2007),
uma vez que a parte determinante na quimica dos produtos naturais € a separacdo e
purificacao de compostos de interesse a partir de misturas complexas e a elucidacao da
estrutura destes compostos. A cromatografia € uma das técnicas mais Uteis para a separacao
de misturas de compostos, bem como para purificacdo e identificacado dos mesmos. Para a

elucidacao acerca da estrutura de produtos naturais, as ferramentas mais importantes sao a
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ressonancia magnética nuclear (RMN), bem como os métodos de espetroscopia de ultravioleta

e infravermelho (Cseke et al., 2006).

2.5.1 Cromatografia gasosa acoplada a espetrometria de massa (GC-MS)

A cromatografia gasosa € aplicada na separacao e analise de misturas complexas de muitos
constituintes que podem ser vaporizados sem decomposicdo. Nesta técnica, a amostra é
injetada no injetor do cromatografo e é transportada através da coluna pela fase movel,
constituida por um gas inerte. A velocidade com que estes constituintes da amostra passam
através da coluna depende das suas propriedades fisicas e quimicas e da interacao com a fase
estacionaria da coluna. O tempo necessario para cada composto sair da coluna é chamado o
tempo de retencao. A quantidade de substancias separadas que saem da coluna é detetada e

representada por um sinal elétrico (Cseke et al., 2006; Silva et al., 2011).

A combinacao de cromatografia gasosa e espetrometria de massa para a detecao e
identificacao dos constituintes dos 6leos essenciais tem-se tornado uma ferramenta analitica
poderosa na analise fitoquimica. Os componentes entdo separados passam depois
individualmente através do espetrometro de massa, onde a ionizacdo, fragmentacdo e
detecdao em massa ocorrera. A combinacdo GC-MS permite a separacdo dos componentes do
oleo essencial e a aquisicdo de espetros de massa dos componentes separados (Cseke et al.,
2006).

A identificacdo dos componentes principais é feita pela comparacdo dos tempos de retencao
da cromatografia gasosa e pelos dados da espetrometria de massa. As condicdes analiticas e o
procedimento utilizados devem ser cuidadosamente descritos. Estes incluem o equipamento
da analise do 6leo, o tipo de coluna utilizada e dimensdes da mesma, a velocidade do gas de
arraste e as condicoes de temperatura de programacao incluindo a temperatura do injetor,
detetor e coluna (Lahlou, 2004).

2.5.2 Cromatografia Liquida de Alta Performance acoplada a detetor de
rede de diodos (HPLC - DAD)

Nos Ultimos vinte anos, a técnica HPLC tem dominado a separacdo e caracterizacdo de
compostos fenolicos, como os acidos fendlicos e flavonoides. O HPLC é caraterizado pela
utilizacao de pressdes elevadas para forcar os compostos quimicos a passar através da coluna,

que contem a fase estacionaria. Esta técnica € uma ferramenta importante para a analise de
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compostos que nao apresentam volatilidade suficiente para serem analisados por
cromatografia gasosa (Stalikas, 2007; Silva et al., 2011).

Tipicamente, um sistema HPLC consiste nos seguintes componentes: um reservatorio para os
eluentes, um sistema de injecao, uma coluna, uma bomba e um detetor ligado a um
computador que regista os perfis cromatograficos. O tipo de detetor mais comum para a
detecao dos compostos de interesse é o detetor de rede de diodos, que permite o varrimento
completo da faixa UV-VIS (210 - 650 nm). O espetro UV de cada pico separado é também uma
ferramenta importante para verificar a identidade do pico em estudo, pois permite a
comparacao do espetro UV de um composto padrao com o pico de uma amostra com o0 mesmo
tempo de retencao que o composto padrao (Cseke et al., 2006; Waksmundzka-Hajnos e
Sherma, 2010).

2.5.3 Espetroscopia de Ultravioleta (UV)

A utilizacdo da espetroscopia de UV tem uma ampla utilizacdo na analise quantitativa de

compostos que absorvam radiacdo UV. Esta técnica tem como base a lei de Lambert Beer.

A absorcao molecular na regido do ultravioleta do espetro depende da estrutura eletronica da
molécula. A absorcdo de energia é quantizada e conduz a passagem dos eletroes de orbitais
do estado fundamental para orbitais de maior energia num estado excitado. A instrumentacao
para a espetroscopia de ultravioleta é constituida por uma fonte de energia, uma célula com
a amostra, um dispositivo de dispersao, como um prisma e um detetor. O sinal do detetor é
transmitido para um computador que indica quanta radiacao € absorvida pela amostra a um
intervalo de comprimento de onda especifico. Obtém-se assim um espetro de ultravioleta,
sendo este um grafico de comprimentos de onda (ou frequéncias) versus a intensidade da
absorcdo (absorvancia ou transmitancia). Os comprimentos de onda nesta regido sao
geralmente expressos em nanometros (nm), sendo que a regido do ultravioleta é
especialmente interessante dos 200 aos 380 nm (Cseke et al., 2006; Silverstein et al., 1994;
Field et al., 2008).

2.5.4 Espetroscopia de infravermelho (IV)

A espetroscopia de infravermelho é utilizada para a identificacdo de substancias, em
particular, para demonstrar quais os grupos funcionais presentes num determinado composto
organico. Esta técnica baseia-se no facto de que as ligacdes nas moléculas organicas vibram,

torcem e dobram em frequéncias fixas. Quando a radiacao infravermelha passa através do

12



Caracterizacao quimica das sementes de Foeniculum vulgare Mill

composto, as moléculas absorvem a radiacdo apenas com a energia certa para fazer essas
ligacbes vibrar, torcer ou dobrar mais rapidamente. Uma vez que a energia que pode ser
transferida a partir do infravermelho (ou qualquer outro tipo de radiacdo eletromagnética)
depende da frequéncia ou comprimento de onda da radiacdo, a excitacdo das diferentes
ligacbes absorve frequéncias diferentes ou comprimentos de onda. A energia necessaria
depende do tipo de atomos e a natureza das suas ligacdes. Ligacdes que envolvam atomos
leves vibram mais rapidamente, com frequéncias mais altas do que as ligacdes que envolvem
atomos pesados. Varias ligacdes vibram em frequéncias mais altas do que as ligacoes
individuais. A regido do infravermelho do espetro eletromagnético é na gama de 250-5000 cm’

'. A maioria dos espectrémetros de infravermelhos opera a 600-4000 cm™ (Clarke, 2008).

2.5.5 Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

A espetroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN) é basicamente outra forma de
espetroscopia de absorcao, semelhante ao infravermelho ou ultravioleta. Sob condicoes
apropriadas, num campo magnético, uma amostra pode absorver radiacdo eletromagnética e
essa absorcao é funcdo de determinados nlcleos da molécula (Silverstein et al., 1994). A
espetroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN) depende da absorcdo, isto é,
ressonancia, de radiofrequéncias (rf) por nucleos. Enquanto que o momento magnético de um
nicleo (por exemplo do 'H) é constante, a sua localizacdo num composto regula a quantidade
de energia de radiofrequéncias absorvida para atingir a ressonancia, o que por sua vez, esta
relacionado com a forcado campo magnético secundario, gerado pelo movimento de eletrdes
do campo magnético externo. As ressonancias de nlcleos individuais estdo reportados em
relacado a um sinal de um composto de referencia, nao reativo, como por exemplo o
tetrametilsilano ((CHs),Si) (Chalbot et al., 2014).
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Capitulo Ill. Materiais e Métodos

Equipamentos

Evaporador Rotativo

Os solventes organicos usados nas extracdes foram evaporados num evaporador rotativo

Buchi, a pressao entre os 200 e 400 mbar e a 40°C.

Figura 4 - Evaporador rotativo

Cromatografia Liquida de Alta Performance acoplada a detetor de rede de diodos

(HPLC - DAD)

O aparelho utilizado para analise cromatografica dos extratos de solventes das amostras foi
um VWR Elite LaChrom, constituido por trés modulos: uma bomba (L-2130), um forno (L-2300)
e um diode array detector (L-2455).

Figura 5 - Aparelho de HPLC - DAD
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Cromatografia gasosa acoplada a espetrometria de massa (GC-MS)

Os oleos essenciais foram analisados e identificados num cromatografo de gases acoplado a
um espetrofotometro de massas da marca Agilent. O modelo do cromatografo é o 7890 A e o

do espectrometro de massa é o 5975 C inert XL MSD with Triple- Axis.

Figura 6 - Aparelho de GC-MS

Espetros de Infravermelho (1V)

Os espetros IV foram realizados num espetrofotdmetro Thermo Scientific NICOLET IS 10.

Figura 7 - Aparelho de IV
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Espetros de Ultravioleta (UV)

Os espetros UV foram obtidos num espetrofotometro Thermo Scientific Evolution 160.

Figura 8 - Aparelho de UV

Espetros de ressondncia Magnética Nuclear (RMN)

Os espetros de RMN de protdao ('H) e de carbono 13 (°C) foram realizados num aparelho
Bruker Avant 400, a 400MHz e 100 MHz, respetivamente.

Figura 9 - Aparelho de RMN
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Reagentes

Os reagentes utilizados para a realizacao deste trabalho de investigacao foram o n-hexano
comercial da Labken, o acetato de etilo e o metanol, adquiridos na Carlo Erba e o etanol na
Riedel-de-Haén. Os solventes utilizados no HPLC eram de grau analitico de HPLC e foram

adquiridos na Sigma-Aldrich.

3.1 Material vegetal

O material vegetal utilizado para a realizacao deste trabalho de investigacao foram as

sementes do funcho.

As sementes do funcho utlizadas foram recolhidas em vinte pontos diferentes de Portugal. As
amostras utilizadas neste estudo foram cedidas pelo Banco Portugués de Germoplasma
Vegetal (BPGV). A origem de cada uma das amostras estudadas esta indicada na tabela 2. A
figura 11 corresponde ao mapa de Portugal com os locais de origem das vinte amostras

analisadas.
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Figura 11 - Mapa com os locais de recolha das amostras de semente de funcho.

Tabela 2 - Listagem dos distritos e concelhos de origem das vinte amostras de semente de funcho

estudadas, bem como o codigo a que corresponde cada amostra.

Caodigo Distrito Concelho
09564-BPGV Guarda Trancoso
09572-BPGV Guarda Trancoso
09576-BPGV Guarda Pinhel
09578-BPGV Leiria Leiria
09579-BPGV Santarém Ourém
09581-BPGV Santarém Torres Novas
09583-BPGV Santarém Alcanena
09586-BPGV Santarém Ourém
09587-BPGV Santarém Ourém
09596-BPGV Santarém Porto de Mos
09873-BPGV Evora Vila Vicosa
09880-BPGV Evora Redondo
09884-BPGV Evora Evora
09886-BPGV Evora Portel
09887-BPGV Beja Serpa
09901-BPGV Beja Ourique
09904-BPGV Beja Castro Verde
09905-BPGV Beja Castro Verde
09908-BPGV Beja Aljustrel

09913-BPGV Setubal Santiago do Cacém
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3.2 Determinac¢ao da composicao quimica do 6leo essencial

3.2.1 Extracgao por Hidrodestilacao

Para a analise da composicao quimica do oleo essencial proveniente das sementes de funcho
das varias amostras, procedeu-se a extracao desse 6leo por hidrodestilacao, com utilizacao de

um aparelho Clevenger.

Para tal, foram pesadas entre 30 g a 50 g de sementes, conforme a amostra em estudo, e
colocadas posteriormente num balao de fundo redondo de 2 L, onde se adicionou também 1,5

L de agua e reguladores de ebulicao. A extracao do 6leo essencial teve a duracao de 2 horas.

No final das 2 horas de extracao, procedeu-se a recolha do dleo essencial. O volume de dleo
obtido foi medido e guardado em frascos de vidro ambar, sendo conservado no congelador,

até analise posterior.

Figura 12 - Montagem experimental da extracao com Clevenger.
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3.2.2 Analise cromatografica por GC-MS

Os oOleos essenciais das sementes de funcho foram analisados e identificados por

cromatografia gasosa acoplada a espetrometria de massa.

A coluna utilizada foi uma DB-5"

com 30 m x 0,25 mm e com uma espessura de filme de 0,25
pm. A temperatura do forno foi variavel, tendo sido programada a seguinte rampa de
temperatura: a temperatura inicial foi de 60°C durante 5 minutos; aumento da temperatura
para os 250°C, a uma taxa de 10°C/minuto e a temperatura final manteve-se durante 20
minutos. A temperatura do injetor foi de 250°C e a da fonte foi de 230°C, a do quadrupolo foi
de 180°C e a da interface foi de 280°C. O gas utilizado para a fase madvel foi o hélio, com um

caudal de TmL/min.

A identificacao dos compostos foi efetuada por comparacao dos espetros de massa obtidos

com os da biblioteca NIST e Wiley.

3.3 Analise de compostos fenélicos na planta

3.3.1 Extracao com solventes organicos - Soxhlet

Para a extracao dos compostos fenolicos presentes nas amostras de sementes de funcho,
procedeu-se a extracdo sucessiva em Soxhlet, com dois solventes organicos: n-hexano e

acetato de etilo.

Para a realizacao da extracao, preparou-se um cartucho, feito com papel de filtro, onde se
colocaram entre 4 a 10 g de amostra, conforme a amostra em estudo. Posteriormente
colocou-se o cartucho preparado anteriormente dentro de um extrator Soxhlet. Num balao de
fundo redondo colocaram-se 200 mL de solvente e realizaram-se varios ciclos de extracao,

com a duracao total de 2 horas.

Apds o final da extracdo, procedeu-se a evaporacao do solvente com o auxilio de um
evaporador rotativo. O extrato seco obtido foi entdao pesado e procedeu-se ao calculo do

rendimento da extracao.

Este método de extracao com Soxhlet foi aplicado novamente, utilizando o mesmo cartucho,
mas usando como solvente o acetato de etilo. Os extratos obtidos foram conservados em

frascos de vidro ambar no congelador, até analise posterior.
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Figura 13 - Montagem experimental da extracao com Soxhlet.

3.3.2 Analise cromatografica por HPLC - DAD

Na analise cromatografica por HPLC- DAD dos extratos de acetato de etilo obtidos por
extracdo com Soxhlet, procedeu-se a preparacao de solucdes das amostras em estudo. As
solucdes foram preparadas em agua destilada e metanol (1:1). As respetivas concentracoes

encontram-se na tabela 3.

Tabela 3 - Concentracao dos extratos.

Codigo [Extrato]
Amostra (mg/mL)
09587-BPGV 11,96
09596-BPGV 1,06
09873-BPGV 1,00
09880-BPGV 0,60
09886-BPGV 11,06
09901-BPGV 11,50
09904-BPGV 10,92
09905-BPGV 10,90
09908-BPGV 9,94
09913-BPGV 5,58
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Para a analise cromatografica, foram injetados 20 pl, a 25°C de cada uma das solucdes em
estudo, isto &, padroes e amostras previamente filtradas com um filtro de polipropileno 0.45
pm, numa coluna C-18 de fase reversa, Purospher® Star (Merck) de 250 x 4 mm e com um

diametro de particula de 5 pm.

A eluicdo foi realizada com um sistema binario de solventes: solvente A (H,0-CH;COOH
(999:1) v/v) e solvente B (CH3;0H-CH;COOH a (999:1) v/v)). Antes de principiar a analise e
entre cada ensaio, a coluna cromatografica foi lavada com 100% de B e estabilizada com as
condicdes iniciais da analise, durante 5 minutos. A eluicdo variou ao longo do tempo da
analise, com as seguintes condicées de gradiente: A:B (10:90) nos primeiros 5 minutos;
alteracao do gradiente para A:B (50:50) durante 30 minutos, mantendo este gradiente
durante 8 minutos; alteracao de A:B (50:50) para A:B (90:10) durante 1 minuto, mantendo-se

A:B (90:10) durante 16 minutos. O caudal de eluente foi de 1 mL/min.

A detecao dos compostos foi realizada por DAD, entre os 200 e os 600 nm. A identificacao dos
compostos detetados foi realizada por comparacao do tempo de retencao e dos espetros de
UV de cada pico cromatografico das amostras com os dos padrdes. Para quantificar os
compostos identificados nas amostras, construiram-se retas de calibracdo dos padroes. Para
tal, foram preparadas solucoes dos padrdoes, em agua destilada e metanol (1:1), com
concentracbes entre 1 e 10 ppm para o acido galico, acido protocatecuico, acido vanilico e
acido cumarico e entre 10 e 50 ppm para a rutina.

3.4 Espetroscopia

Os trés compostos maioritarios existentes nos oleos essenciais foram caracterizados por
técnicas de espetroscopia de infravermelho (IV), por espetroscopia de ultravioleta (UV), por
ressonancia magnética nuclear de protdo ('H-RMN) e de carbono 13 (*C-RMN) e por

espetrometria de massa.

3.4.1 Espetroscopia de Infravermelho (IV)

Para a obtencao dos espetros de infravermelho (IV), as amostras foram colocadas sobre o
diamante previamente limpo com isopropanol. O espetro foi obtido através da utilizacao do

software OMNIC. No final voltou-se a limpar o diamante com isopropanol.

3.4.2 Espetroscopia de ultravioleta (UV)

Para a obtencdo dos espetros de ultravioleta (UV), foi utilizada uma célula de quartzo e o
espetrofotometro para a leitura das amostras, entre os 200 e os 400 nm. Procedeu-se a

preparacao de solucdes das amostras de trans-anetol e estragol. As solucdes foram
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preparadas em etanol com concentracées de 8 ppm e 20 ppm, respetivamente. Antes das
medicoes foi utilizado etanol para realizar o branco e fixar o zero das leituras. Os espetros

foram obtidos através da utilizacdo do software VISIONPro.

3.4.3 Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os espetros de RMN de protdo ('H) e de carbono 13 (**C) das amostras foram realizados num
aparelho Bruker Avant 400, a 400MHz e 100 MHz, respetivamente. Os desvios quimicos () sao
expressos em partes por milhao (ppm) e as contantes de acoplamento (J) em Hertz (Hz). O
solvente utilizado nas amostras foi o cloroformio deuterado (CDCls), sendo que o pico do
cloroférmio residual foi usado para acertar a escala, para o '"H RMN é a 7,26 ppm e para o '°C
RMN é a 77,2 ppm.

23



Caracterizacao quimica das sementes de Foeniculum vulgare Mill

Capitulo IV. Resultados e Discussao

4.1 Composicao quimica do 6leo essencial das sementes de

funcho

4.1.1 Extracao por hidrodestilacao

A extracdo do 6leo essencial das sementes de funcho colhidas em diversos pontos do pais foi

realizada por hidrodestilacao com Clevenger.

Apdés a extracdo do oOleo essencial das vinte amostras em estudo, calculou-se o seu
rendimento. Estes valores, assim como o volume de 6leo obtido e a quantidade de sementes

usada, estao apresentados na tabela 4.

Tabela 4 - Quantidade de sementes, volume de dleo obtido e rendimento de cada extracéo.

Cadigo Massa das Volume de 6leo
Rendimento (%)
Amostra sementes (g) essencial (mL)

09564 52,2 1,30 2,5
09572 30,6 0,15 0,5
09576 54,4 1,60 2,9
09578 42,7 0,70 1,6
09579 51,9

09581 50,0 0,43 0,9
09583 57,8 0,63 1,1
09586 78,2 1,50 1,9
09587 49,5 0,46 0,9
09596 54,8 0,40 0,7
09873 47,6 0,50 1,1
09880 40,3 0,50 1,2
09884 30,9 0,21 0,7
09886 40,8 0,53 1,3
09887 30,3

09901 30,2 0,26 0,9
09904 31,2

09905 69,0 0,40 0,6
09908 57,8 0,48 0,8
09913 58,1 0,75 1,3
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Pela analise dos resultados apresentados na tabela 4, é possivel observar que houve alguma
variacao no volume de 6leo essencial obtido consoante a sua origem, sendo que o maximo foi
1,6 mL (2,9%) da amostra 09576 que corresponde a amostra colhida no concelho de Pinhel, e
o valor mais baixo foi 0,15 mL (0,5 %) que foi obtido na amostra 09572, correspondente a

amostra colhida no concelho de Trancoso, ambas no distrito da Guarda.

Para as amostras 09579, 09887 e 09904 nao foi possivel calcular o rendimento pois formaram-
se emulsdes e foi impossivel separar as duas fases. Apesar disso conseguimos retirar uma

pequena gota de dleo e realizar a sua caracterizacao quimica.

4.1.2 Analise cromatografica por GC-MS

0 oleo essencial das sementes de funcho obtido por hidrodestilacdo foi caracterizado por
cromatografia gasosa acoplada a espetrometria de massa (GC-MS), tendo-se obtido um total
de vinte cromatogramas que estao apresentados no Anexo 1. A identificacao dos compostos
foi feita por comparacao entre os indices de retencao e os espectros de massa dos varios
componentes das amostras e os espectros das bibliotecas Wiley e NIST e para os trés

componentes maioritarios foram injetados padroes.

4.1.2.1 Identificacdo dos compostos quimicos do 6leo essencial do funcho

Pela analise dos cromatogramas (Anexo 1, da figura 27 a figura 46) obtidos por GC-MS foi
possivel a identificacdo dos constituintes do o6leo essencial das sementes de funcho. Os

resultados encontram-se apresentados na tabela 5, por ordem de eluicdo na coluna DB-5"°.
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Tabela 5 - Composicao percentual relativa do 6leo essencial das sementes de funcho das amostras em estudo.

Composto IR® 9564 9572 9576 9578 9579 9581 9583 9586 9587 9596 9873 9880 9884 9886 9887 9901 9904 9905 9908 9913

a-Tujona 927 - - - - 0,02 0,0 - - - 0,0 0,0 0,0 - - - - - 0,0
a-Pinepo 935 04 01 02 06 023 01 O02 03 03 02 01 04 00 01 01 01 02 05 02 0,2
Canfeno 953 0,1 0,0 - o0 o004 00 00 01 00 O00 00 00 00 00 00 00 00 o0, 0,0 0,1
Sabineno 975 00 00 o011 01 00 00 00 01 00 00 00 oO00 00 00 0,0 0,0 0,0 - 0,0 0,1
Mirceno 90 03 01 Ot 02 0,24 01 02 02 03 01 01 01 ©O01 01 02 00 01 02 0,1 0,1
a-Felandreno 1009 0,2 00 01 0,1 0,06 00 O1 01 o011 00 01t 00 00 00 00 01 00 0,1 0,1 0,1
p-Cimeno 1028 0,1 00 01 01 0,04 00 00 01 011 OO0 00 00 00 00 01 00 00 00 0,0 0,0
Limoneno 1032 1,1 07 16 07 121 06 07 08 06 07 07 08 03 08 02 06 07 1,7 09 1,3
1,8-Cineol 1036 04 02 03 03 0,12 02 02 O02 02 Ot 02 01 03 01t 00 01 01 0,2 0,1 0,3
B-Ocimeno 1048 04 0,1 02 0,2 02 05 03 04 04 01 01 01 01 O01 01 00 01 0,1 0,1 0,2
y-Terpineno 1061 0,1 0,3 0,1 - 002 011t 00 011t 01 011 01 01 01 01 00 01 01 01 0,1 0,1
Fenchona 1088 34,7 20,4 16,9 23,4 12,5 18,9 19,0 28,5 32,8 24,8 26,2 21,7 18,4 26,3 12,0 19,5 26,5 45,0 37,0 34,8

Canfora 1155 0,5 o00 0,2 03 0,17 03 ©02 04 O05 03 03 04 02 03 01 02 03 06 05 05
Terpinen-2-ol 1186 0,1 0,0 2,5 0,02 0,0 0,2 60 00 00 00 00 0,0 0,0 - 0,1 0,0 01
Estragol 1201 22,3 37,8 2,5 66,0 13,2 11,3 37,3 311 156 21,8 2,5 26 18 209 95 1,8 22,7 6,2 5,5 15,2
cis- Anetol 1254 0,0 0,04 0,0 0,0 o0 00 00 00 00 00 01 00 0,0 0,0 0,0
trans-Anetol 1285 39,3 40,2 77,7 79 71,6 683 41,5 37,5 459 51,7 69,5 73,4 785 51,1 779 77,1 49,0 38,0 55,1 46,9

a) Indice de retencéo para a coluna DB-5"
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Foram identificados dezassete compostos diferentes no total das vinte amostras de o6leo
essencial das sementes de funcho em estudo. Embora o nimero de compostos identificados
nao tenha sido o mesmo em todas as amostras, os componentes maioritarios foram em todas
elas os fenilpropandides trans-anetol (7,9-78,5%) e estragol (1,8-66,0%), e o monoterpeno
oxigenado fenchona (12,0-45,0%).

0 perfil da composicdo quimica obtido, no que diz respeito aos componentes maioritarios do
oleo essencial das sementes de funcho, foi semelhante aos resultados obtidos num estudo
prévio de Cavaleiro C. et al. (1993), que identificaram treze componentes presentes em 6leos
essenciais de sementes de funcho, sendo que também obtiveram como principais
constituintes o trans-anetol (38,9-71,2%), o estragol (2,0-47,0%) e a fenchona (17,2-28,5%),
embora no nosso caso se tenha obtido algumas amostras com muito menor quantidade de

trans-anetol e outras com maior quantidade de fenchona e estragol.

Através da analise individual de cada uma das vinte amostras, de acordo com o teor de cada
um dos trés compostos maioritarios presentes nos o6leos, estas foram agrupadas em seis

grupos conforme o teor de cada um dos componentes maioritarios (tabela 6, 7, 8, 9, 10 e 11).

Tabela 6 - Representacao das amostras com dleos ricos em trans-anetol.

Oleo rico em trans-anetol e estragol vestigial

Amostra 09576 09873 09880 09884 09901

Grupo |
D Fenchona
D Estragol

Trans anetol

No grupo | estdao apresentadas as amostras que tém em comum o facto dos seus oleos
essenciais serem ricos em trans-anetol (69,5-78,5%), e é também o grupo com menor
contelido em estragol (1,8-2,6%). O teor de fenchona neste grupo esta entre os 18,4 e os
26,2%. Trés das amostras aqui presentes foram recolhidas no distrito de Evora, sendo estas a
amostra 09873, proveniente do concelho de Vila Vicosa, a amostra 09880 no concelho de
Redondo e a amostra 09884 no concelho de Evora. Uma das amostras deste grupo é
proveniente da Guarda, correspondente a amostra 09576, recolhida no concelho de Pinhel e

por fim a amostra 09901, é originaria de Beja, concelho de Ourique.
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Tabela 7 - Representacao das amostras com 6leos ricos em trans-anetol e algum estragol.
Oleo rico em trans-anetol e algum estragol

09579 09581 09887

Amostra

Grupo |l

D Fenchona

|:| Estragol

Trans-anetol

Este grupo é caracterizado por elevadas quantidades de trans-anetol (68,3-77,9%), embora
que em menor quantidade relativamente ao grupo | (tabela 6). Para além disto, neste grupo
verifica-se a existéncia de maiores quantidades de estragol (9,5-13,2%) comparativamente ao
grupo |. Duas das amostras representadas neste grupo foram colhidas no distrito de Santarém,
sendo que a amostra 09579 proveniente do concelho de Ourém e a amostra 09581 do concelho
de Torres Novas. A amostra com o codigo 09581 é proveniente do distrito de Beja,

pertencente ao concelho de Serpa.

Tabela 8 - Representacao das amostras do grupo lll.

Oleo rico em fenchona

Amostra
09564 09587 09905 09908 09913
Grupo Il
D Fenchona
D Estragol
Trans anetol

Na tabela 8 esta representado o grupo em que as amostras tém em comum o facto de terem
uma quantidade consideravel de fenchona (32,8-45,0%). A amostra 09564 é proveniente do
distrito da Guarda, concelho de Trancoso e a amostra 09587 foi colhida em Santarém,
concelho de Ourém. Duas das amostras presentes neste grupo foram colhidas no distrito de
Beja, sendo que a amostra 09905 pertence ao concelho de Castro Verde e a amostra 09908 ao
concelho de Aljustrel. A ultima amostra aqui representada tem o codigo 09913, sendo

proveniente do distrito de SetUbal, concelho de Santiago do Cacém.
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Tabela 9 - Representacao da amostra com oéleo rico em estragol.

Oleo muito rico em estragol
09578

Amostra

Grupo IV

D Fenchona

D Estragol

D Trans-anetol

Na tabela 9 estad representado o grupo IV constituido apenas por uma amostra, cujo 6leo
essencial € rico em estragol (66%). A amostra aqui representada, com o codigo 09578, foi

colhida em Leiria.

Tabela 10 - Representacao da amostra com 6leo rico em estragol.
Oleo rico em estragol

09572 09583 09586

Amostra

Grupo V

D Fenchona

D Estragol

D Trans-anetol

No grupo V (tabela 10), estdo representadas trés amostras que tém oleos essenciais ricos em
estragol (31,1-37,8%), embora que em menor percentagem relativamente ao grupo Ill. A
amostra com o codigo 09572 é proveniente do distrito da Guarda, concelho de Trancoso. Das
trés amostras representadas neste grupo, duas foram colhidas no distrito de Santarém, mais

especificamente no concelho de Alcanena (amostra 09583) e Ourém (amostra 09586).
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Tabela 11 - Representacao das amostras com 6leos ricos em trans-anetol, fenchona e estragol.
Oleo rico em trans-anetol, fenchona e estragol

Amostra
09596 09886 09904
prd
/-

Grupo VI

D Fenchona

D Estragol \\\

D Trans-anetol

Por fim, na tabela 11 esta representado o grupo VI, que corresponde as amostras com o6leos
ricos em trans-anetol (49,0-5,7%), fenchona (24,8-26,5%) e estragol (20,9-22,7%). Das
amostras presentes neste grupo, a que apresenta o codigo 09596 foi colhida em Santarém,
concelho de Porto de Mds, a amostra cujo codigo é 09886 é proveniente de Evora, concelho

de Portel e por fim a amostra 09904 foi colhida no distrito de Beja, concelho de Castro Verde.

Assim é possivel constatar que nos dois primeiros grupos, grupo | e grupo I, representados nas

tabelas 6 e 7, o trans-anetol foi sempre o composto maioritario.

No grupo Il o 6leo da das amostras apresenta maiores quantidades de fenchona (32,8-45,0%)
e menor conteldo em trans-anetol 38,0-46,9%) relativamente aos grupos anteriores, grupo | e

grupo Il.

No grupo IV esta presente a Unica amostra que teve como constituinte maioritario o estragol
(66,0%), seguindo-se a fenchona (23,4%) e o trans-anetol (7,9%). Pela analise global das seis
tabelas, verifica-se também que a amostra presente neste grupo é a Unica em que o trans-
anetol é o componente minoritario. Tendo em conta estudos realizados anteriormente, a
utilizacao de estragol na indUstria alimentar nao é recomendada uma vez que se demonstrou

que este podera ser genotoxico e carcinogénico (Raffo et al., 2011).

No grupo V estao representadas as amostras cujo teor de estragol também é consideravel
(31,1-37,8%), embora neste caso existem também quantidades consideraveis de trans-anetol
(37,5-41,5%) e fenchona (19,0-28,5%), quando comparado com o grupo IV, em que a amostra
09578 é a Unica das vinte amostras em estudo cujo perfil quimico apresenta o estragol como

componente maioritario.
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Foi realizado um estudo em 1996 por Bernath, que propds a existéncia de trés quimiotipos
para as sementes de funcho, de acordo com o conteldo do 6leo das sementes em relacao ao
composto maioritario: um quimiotipo rico em fenchona (31-42%), um rico em estragol (30-
43%) e um rico em anetol (60-85%) (Bernath et al., 1996).

Tendo em conta o estudo referido e comparando os quimiotipos nele proposto com os grupos
estabelecidos anteriormente (grupo | a grupo Vl), estes resultados podem indicar a presenca
de um quimiotipo rico em anetol, no caso das amostras inseridas no grupo | e Il, com
percentagens de trans-anetol entre os 68 e os 79%, um quimiotipo rico em fenchona no caso
das amostras presentes no grupo lll, com percentagens entre os 33 e os 45% e um quimiotipo
rico em estragol no caso do grupo IV e V, cujas percentagens de estragol estdao entre os 31 e
0s 66%.

Para além da presenca dos quimiotipos propostos por Bernath et al., analisando o perfil
quimico do grupo VI, cujas amostras tém quantidades semelhantes entre os trés constituintes
maioritarios, trans-anetol, fenchona e estragol, propde-se neste trabalho a existéncia de um
quarto quimiotipo, rico em trans-anetol (49,0-51,7%) /fenchona (24,8-26,5%) / estragol (20,9-
22,7%).
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4.2 Compostos fenélicos dos extratos da planta

4.2.1 Extracao com Soxhlet

A extracao foi realizada em Soxhlet com dois solventes organicos de polaridade crescente na

seguinte ordem: n - hexano e acetato de etilo.

Apds a extracao, evaporou-se o solvente e pesou-se o extrato seco obtido. Calculou-se entao
o rendimento das extracdes. Os valores obtidos dos extratos, apos secagem, e do rendimento

das extracOes estao apresentados na tabela 12 e tabela 13, respetivamente.

Tabela 12 - Quantidade de sementes usadas e extratos obtidos.

Massa Extrato (mg)

Cadigo Massa de sementes (g)
n- hexano Acetato Etilo

09579 10,17 80 20
09581 10,01 60 20
09583 10,04 20 10
09587 10,10 50 40
09596 10,07 49 19
09873 10,04 51 19
09880 10,07 51 22
09886 10,09 51 20
09901 10,06 60 20
09904 4,38 20 20
09905 10,10 41 23
09908 10,00 47 15
09913 10,04 46 23

Analisando os resultados apresentados nas tabelas 12 é possivel verificar que a massa de
extrato obtido, apos evaporacao dos solventes n-hexano e acetato de etilo, € superior nos
extratos obtidos em n-hexano, com valores entre os 20 e os 80 mg, relativamente aos

extratos obtidos em acetato de atilo, com valores entre os 10 e 0s 23 mg.
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Tabela 13 - Rendimento das extracdes com solventes organicos.

Rendimento Extracoes (%)

Codigo
n- hexano Acetato Etilo

09579 0,79 0,20
09581 0,60 0,20
09583 0,20 0,10
09587 0,50 0,40
09596 0,49 0,19
09873 0,51 0,19
09880 0,51 0,22
09886 0,51 0,20
09901 0,60 0,20
09904 0,46 0,46
09905 0,41 0,23
09908 0,47 0,15
09913 0,46 0,23

Analisando os valores apresentado na tabela 13 verifica-se que que se obtiveram valores entre
0s 0,20 e 0s 0,79, para os extratos em n-hexano e entre 0,10 e 0,46, para os extratos obtidos
em acetato de etilo. Verifica-se também, como consequéncia dos pesos obtidos na tabela 12,
que os rendimentos obtidos nos extratos de n-hexano sao superiores quando comparados com

os extratos em acetato de etilo.

4.2.2 Compostos fendlicos por HPLC - DAD

Apos extracdo com Soxhlet e evaporacdo do solvente organico, procedeu-se a analise
cromatografica por HPLC-DAD para identificacdo de possiveis compostos fendlicos presentes

na planta.

A identificacdo dos compostos fenolicos presentes nos extratos da planta foi realizada pela
comparacao dos seus tempos de retencdo dos picos cromatograficos e também pela

comparacao dos seus espetros de UV com espetros dos compostos padrao.

Dos extratos analisados por HPLC-DAD, foi possivel a identificacdo de cinco compostos. Nas
figuras 14 e 15 apresentam-se como exemplos os cromatogramas obtidos para as amostras

com os codigos 09908 e 09913. Os restantes cromatogramas sao muito semelhantes.
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Pela analise dos cromatogramas obtidos (figura 14 e figura 15), a um comprimento de onda de
280 nm, verifica-se a existéncia de picos cromatograficos coincidentes entre os extratos em
estudo, sendo isto ainda mais evidente pela sobreposicao dos cromatogramas dos dois
extratos, os cinco compostos identificados correspondem, ao pico A (acido galico), pico B
(acido protocatecuico), pico C (acido vanilico), pico D (acido cumarico) e pico E (rutina),

representados na figura 16.

T T S YT S At — S — e O — - i i L 20,0

oo

Minutos

— Cromatograma correspondente a amostra 09913 a 280nm.
Cromatograma correspondente a amostra 09908 a 280nm.

Figura 16 - Sobreposicao dos cromatogramas dos extratos das amostras 09908 e 09913, a um

comprimento de onda de 280nm.

A quantificacdo dos compostos identificados foi realizada através da construcao de retas de
calibracao (figura 22) das solucdes padrao destes cinco compostos (tabela 14). Através das

retas de calibracao calculou-se a concentracao destes compostos nos extratos.

Os compostos padrdo, com as concentracoes e respetivas areas dos picos cromatograficos
para a realizacao das retas de calibracao estao representados na tabela 14 e os espetros de
ultravioleta obtidos para os picos cromatograficos identificados encontram-se nas figuras
17,18,19,20 e 21.
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Tabela 14 - Registo das concentracdes e area dos picos cromatograficos dos compostos padrao para

elaboracao das retas de calibracao.

Tempo de retencao Concentracao , Amax
) Composto Area
(min) (Ppm) (nm)
1,0 254842
2,5 758839
6,2 Acido Galico 5,0 1416282 271
7,5 2188628
10,0 3067730
1,0 630767
. 2,5 1516593
Acido
11,8 5,0 3199128 260
Protocatecuico
7,5 4969394
10,0 6404275
1,0 332264
2,5 834561
22,7 Acido Vanilico 5,0 1577411
7,5 2450302 260
10,0 3323470
1,0 1602132
2,5 3883689
, 3,9 5450436
30,1 Acido Cumarico 310
5,0 7796750
7,5 11609428
10,0 15287606
10,0 915800
20,0 2054643
38,8 Rutina 30,0 3143289 256
40,0 4251330
50,0 5446608
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Figura 22 - Retas de calibracao dos compostos padrao utilizadas para quantificar os compostos fendlicos

presentes no extrato de funcho.
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As concentracOes, para a amostra 09908, de cada um dos compostos identificados estao
representadas na tabela 15. Os resultados obtidos para a concentracdao dos compostos
fenolicos identificados variam entre 3,46 e 39,49 ppm, para o acido cumarico e rutina,
respetivamente. A rutina é portanto o composto fenodlico identificado presente em maior
quantidade, estando concordante com valores anteriormente publicados por Faudale M. et al

(2008), em que a rutina foi um dos principais flavonoides presente no funcho.

Tabela 15 - Identificacdo e quantificacao de compostos fenélicos da planta Foeniculum vulgare.

Composto T retencso A max Areado Concentracdo

. = 2
identificado (min) (nm) pico (ppm) Reta de calibracdo R
Acido Galico 6,2 271 1168529 3,74 A =303534C - 34259 0.998

Acido Protocatecuico 11,8 260 4902049 7,50 A = 649808C - 29140 0,999

Acido Vanilico 22,7 260 2482160 7,50 A =329754C - 9264,5 0.999
Acido Cumérico 30,1 310 6946148 3,46 A = 2E+06C - 21142 0.999
Rutina 38,8 256 4426977 39,49 A =109509C - 102456  0.999
O 0 o
HO
CH OH OH
HO HO HO
OH OH DCH;
Acido Galico Acido Protocatecuico Acido Vamilico

OH

Acido Cumdrico Rutina

Figura 23- Estrutura dos compostos fendlicos identificados no F.vulgare.
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4.3 Caracterizacao por espetroscopia

Os compostos existentes em maior percentagem no oleo essencial da semente de funcho
(fenchona, trans-anetol e estragol) foram caracterizados por técnicas de espetroscopia de
infravermelho (1V), ultravioleta (UV), massa (MS) e ressonancia magnética nuclear de protao
("H RMN) e de carbono 13 ("*C RMN). Através da analise espetroscopica destes trés compostos,

foi possivel confirmar a estrutura dos mesmos.

4.3.1 Fenchona

Figura 24 - Estrutura quimica da fenchona.

Pelo espetro de IV (figura 47) para a fenchona pode verificar-se a presenca de uma banda de
absorcdo a 1736 cm™ caracteristica da vibracdo de extensdo entre os atomos de carbono este
composto, correspondente ao grupo carbonilo da fenchona, sendo assim possivel verificar a

existéncia do grupo funcional presente na estrutura da fenchona.

No espetro de massa de baixa resolucao (figura 48) o ido molecular M* surge a m/z 152,

correspondente a formula quimica CyoH4¢0.

Em relacdo aos dados de RMN de 'H para a fenchona, cujos resultados estdo apresentados na
tabela 16, pode observar-se que a fenchona possui dois singletos. O primeiro singleto a 6 1,15
corresponde aos protoes do grupo metilo na posicao 10 e o segundo singleto a 6 1,04 aos

protdes dos grupos metilos das posicdes 8 e 9. Tem também um duplo dupleto na posicao 4.

Pela analise dos espetros de RMN de ™C (figura 50) cujos valores de desvios quimicos estdo
apresentados na tabela 17, verifica-se que a fenchona apresenta sinais correspondentes a dez
atomos de carbono, dos quais trés sao quaternarios, sendo o que aparece a 223,40 ppm
caracteristico do carbono do grupo carbonilo. Pode-se observar ainda um sinal de um carbono
terciario, trés sinais de atomos de carbono secundario e trés sdo relativos a atomos de

carbono primario.
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4.3.2 trans - anetol

AN

H,CO

Figura 25 - Estrutura quimica do trans-anetol.

0 espetro de IV (figura 51) do trans-anetol apresenta absorcoes caracteristicas das ligacoes C-
H presentes no anel aromatico (3022 cm™), da ligacdo dupla (1606 cm™), das ligacdes duplas

do anel aromatico (1508 cm™) e da ligacdo C-O-C (1241 cm™).

No espetro de massa (figura 52) o ido molecular M* surge a m/z 148 que corresponde a

formula molecular CqoH;,0.

No espetro de UV (figura 53) verifica-se An=206 nm e 270 nm, que justifica a presenca do

anel aromatico conjugado com outra ligacao dupla na estrutura da molécula.

Analisando o espetro de 'H RMN do trans-anetol (figura 54), cujos resultados estdo
apresentados na tabela 16, verifica-se que este apresenta a6 3.83 um singleto
correspondente aos protdes do grupo metilo, na posicao 10. Verifica-se a existéncia de dois
dupletos a & 6,87 (3J=8,7 Hz) e ad 7,27 (3J=8,5 Hz), o primeiro refere-se aos protdes das
posicoes 2 e 6 e o segundo aos das posicoes 3 e 5. Tem dois duplos dupletos, um a & 6.38
(CJtrans=15,7 Hz e *Juuico=1,8 Hz) e outro a 61,89 (Juons=6,6 Hz e *Jaico=1,8 Hz) que
correspondem aos protoes das posicdes 7 e 9 respetivamente e ainda um duplo quarteto
a0 6.13 (*Jyans=15,7 Hz e 3Jygno=6,6 Hz) do protdo da posicao 8.

O espetro de "C RMN do trans-anetol (figura 55) apresenta sinais correspondentes a dez
atomos de carbono, dos quais dois sdo quaternarios, seis sdo sinais relativos a atomos de

carbono terciarios e dois sinais sdo de atomos de carbono primarios.

4.3.3 Estragol

HsCO

Figura 26 - Estrutura quimica do estragol. 4
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0 espetro de IV (figura 56) para o estragol apresenta absorcdes caracteristicas das ligacoes
simples C-H pertencentes ao anel aromatico (3001 cm™), da ligacdo dupla (1609 cm™), da
vibracéo da ligacdo dupla do anel aromatico (1508 cm™), da ligacdo simples C-O-C (1242 cm™)

e do anel aromatico di- substituido nas posicdes 1,4 (808 cm™).

No espetro de massa para este composto (figura 57), o ido molecular M*" surge a m/z 148 que

corresponde a formula molecular CyoH;,0.

No espetro de UV (figura 58) verifica-se um Ays= 204 nm e 227 nm, que justifica a presenca

do anel aromatico na estrutura da molécula.

0 espetro de '"H RMN do estragol (figura 59), cujos resultados estdo apresentados na tabela
16, apresenta um singleto que se refere aos protoes do grupo metilo da posicao 10. Pode
observar-se também dois dupletos que correspondem aos protées do anel aromatico nas
posicoes 2-6 e 3-5 e um terceiro dupleto do protao da posicao 7. Tem um multipleto

correspondente ao protdo da posicdo 9 e por fim um duplo duplo tripleto (*Jians=16,9 Hz;

3J.s=10,2 Hz e 3Jugn7=6,7 Hz) do protéo da posicao 8.

0 espetro de "*C RMN do estragol (figura 60) apresenta também sinais correspondentes a dez
atomos de carbono, dos quais dois sdo quaternarios, cinco sinais sdo relativos a atomos de
carbono terciarios, dois sinais correspondem a atomos de carbono secundarios sendo o que
aparece a 115,42 ppm relativo ao metileno terminal e por fim um sinal relativo a um atomo

de carbono primario.

Pode-se constatar que os compostos trans-anetol e o estragol apresentam bandas de absorcao
no espetro de infravermelho muito semelhantes, uma vez que sdo isomeros e apenas diferem
na posicao da ligacao dupla da cadeia propenilo (Gross et al., 2002), como se pode verificar

pelas figuras 25 e 26.
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Tabela 16- Sinais de RMN de 'H para a fenchona, trans-anetol e estragol.

H J(pm) Area  Multiplicidade J (Hz)
10 1,15 3H Singleto
8e9 1,04 6H Singleto
Fenchona 4 2,15 1H Duplo dupleto 3,1; 1,4
7 1,55 1H Multipleto
7 1,79 1H Multipleto
6 1,40 1H Multipleto
6 1,79-1,50  1H Multipleto
5 1,73 1H Duplo dupleto 5,7;4,0
5 1,60-1,35 1H Multipleto
7 6,38 1H Duplo dupleto 15,8; 1,8
trans-anetol 8 6,13 1H Duplo quarteto 15,7; 6,6
6 5 NG 9 1,89 3H Duplo dupleto 6,6; 1,7
4 8 10 3,83 3H Singleto
T N ’ 3e5 7,29 2H Dupleto 8,5
e 2e6 6,87 2H Dupleto 8,7
2eb 6,89 2H Dupleto 8,6
Estragol 3Jeb 7,15 2H Dupleto 8,6
5 9 7 3,38 2H Dupleto 6,7
’ i 8/ Duplo duplo 16,9; 10,2;
8 6,00 1H
c|) 1 : 3 tripleto 6,7
10 CHs 9 5,10 2H Multipleto
10 3,83 3H Singleto
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Tabela 17 - Sinais de RMN de C para a fenchona, trans-anetol e estragol.

Fenchona trans- anetol Estragol
- (N
¢ TS
1 3
Y ok
10 CH,
C caone  OPPM e SBPM oo O(em)
1 C 54,14 C 158,50 C 157,99
2 C 223,40 CH 113,90 CH 113,85
3 C 47,38 CH 126,87 CH 129,51
4 CH 45,33 C 130,82 C 132,11
5 CH, 24,94 CH 126,87 CH 129,51
6 CH, 31,84 CH 113,90 CH 113,85
7 CH, 41,65 CH 130,30 CH, 39,36
8 CH; 23,35 CH 123,48 CH 137,90
9 CHs 21,70 CHs 18,42 CH, 115,42
10 CHs 14,62 CHs 55,27 CH3 55,28
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Capitulo V Conclusao

Consideracées finais

Esta investigacdo teve como objetivo a caracterizacdo quimica do o6leo essencial e dos
extratos do funcho, proveniente das sementes desta planta. Para tal, foram colhidas amostras
em vinte locais diferentes de Portugal, de forma aleatoéria e foram realizadas extracdes por
hidrodestilacdo e extracdes sucessivas em Soxhlet com solventes organicos com aumento de
polaridade desses solventes. A partir das extracdes realizadas por hidrodestilacao e Soxhlet
foi feito o estudo da composicdo quimica do o6leo essencial e dos compostos fendlicos

presentes nos extratos da planta, respetivamente.

Do d6leo essencial obtido a partir da hidrodestilacdo, das vinte amostras de sementes de
funcho (Foeniculum vulgare Mill.) em estudo, com locais de recolha diferentes, verifica-se
claramente que todas elas tém os mesmos compostos maioritarios no conteudo do oleo
essencial. Os constituintes presentes em maior quantidade foram os fenilpropandides e um

monoterpeno oxigenado.

Os rendimentos obtidos nas extracdes por hidrodestilacao foram relativamente razoaveis,

estando entre 0,5 e 2,9%.

No total dos dezassete compostos identificados no o6leo essencial do funcho através da analise
por GC-MS, os componentes maioritarios foram, em todas as amostras estudadas, o trans-
anetol, o estragol e a fenchona. Pela comparacao com estudos realizados anteriormente
verificou-se a possivel presenca de um quimiotipo anetol, um quimiotipo fenchona e um
quimiotipo estragol. Para além destes quimiotipos, pela analise do perfil quimico obtido neste
estudo, propos-se também a presenca de um quarto quimiotipo  trans-

anetol/fenchona/estragol.

Embora se pense que o funcho em estudo possa pertencer a subespécie capillaceum, devido a
elevada quantidade de trans-anetol presente nas amostras, € bastante dificil distinguir as
subespécies piperitum e capillaceum apenas com base no conteldo dos componentes trans-

anetol e fenchona.

Realizou-se a analise por HPLC-DAD, dos extratos obtidos nas extracdes em Soxhlet, para a

determinacdo de compostos fenolicos presentes na planta. Através da comparacao de
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compostos padrao com os picos cromatograficos dos extratos obtidos nos cromatogramas,
identificaram-se cinco compostos fendlicos presentes nos extratos. Além da comparacao dos

picos cromatograficos, foram também comparados os espetros de UV de cada composto.

A quantificacdo dos componentes identificados foi realizada com recurso a retas de
calibracdo dos compostos padrao e area dos respetivos picos cromatograficos. Dos cinco
compostos identificados, um ¢é flavonoide, a rutina e os outros quatro sao acidos fenolicos,

correspondendo ao acido galico, acido protocatecuico, acido vanilico e acido cumarico.

Foi realizada também a caracterizacao espetroscopica dos componentes maioritarios do dleo
essencial do funcho, por UV, IV e RMN, com a finalidade de verificar e confirmar a estrutura
do trans-anetol, estragol e fenchona, correspondentes aos compostos maioritarios

identificados na analise quimica por GC-MS do 6leo essencial.
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Perspetivas futuras

Nesta seccao sao apresentadas algumas propostas acerca de perspetivas para trabalho futuro,

que poderao complementar o trabalho realizado:
- Possivel otimizacao do processo de extracdo do 6leo essencial das sementes do funcho.

- Seria relevante proceder a confirmacao da presenca dos quimiotipos encontrados, bem
como confirmar o quimiotipo proposto neste estudo, correspondente ao trans-

anetol/fenchona/estragol.

- O estudo realizado pode ser complementado com a realizacao de testes de atividade

biologica das sementes de funcho.
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Anexos

Anexo 1

Neste anexo estdo representados os cromatogramas obtidos apos analise cromatografica por

GC-MS das vinte amostras de semente de funcho em estudo.
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Figura 27 - Cromatograma obtido para a amostra 09564.
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Figura 28 - Cromatograma obtido para a amostra 09572.
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Figura 30 - Cromatograma obtido para a amostra 09578.
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Figura 31 - Cromatograma obtido para a amostra 09579.
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Figura 32 - Cromatograma obtido para a amostra 09581.
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Figura 33 - Cromatograma obtido para a amostra 09583.
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Figura 34 - Cromatograma obtido para a amostra 09586.
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Figura 35 - Cromatograma obtido para a amostra 09587.
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Figura 37 - Cromatograma obtido para a amostra 09873.
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Figura 38 - Cromatograma obtido para a amostra 09880.
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Figura 39 - Cromatograma obtido para a amostra 09884.
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Figura 40 - Cromatograma obtido para a amostra 09886.
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Figura 42 - Cromatograma obtido para a amostra 09901.
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Figura 43 - Cromatograma obtido para a amostra 09904.
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Figura 45 - Cromatograma obtido para a amostra 09908.
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Anexo 2

Neste anexo estao apresentados os espetros realizados para a caracterizacao dos constituintes

maioritarios do dleo essencial do funcho. Estes incluem os espetros de IV,UV, massas e RMN.
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Figura 47 - Espetro de infravermelho da fenchona.
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Figura 48 - Espetro de massa para a fenchona.
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Figura 50 - Espetro de "3C RMN da fenchona.
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Figura 51 - Espetro de infravermelho para o trans - anetol.
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Figura 52 - Espetro de massa do trans-anetol.
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Figura 53 - Espetro do UV do trans-anetol.
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Figura 54 - Espetro de 'H RMN do trans-anetol.
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Figura 55 - Espetro de '3C RMN do trans-anetol.
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Figura 56 - Espetro de infravermelho do estragol.
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Figura 57 - Espetro de massa do estragol.
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Figura 58 - Espetro de UV do estragol.
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Figura 59 - Espetro de 'H RMN do estragol.
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Figura 60 - Espetro de '3C RMN do estragol.
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