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RESUMO

Liguidambar styraciflua é arvore caducifélia, mondica, de tronco ereto, com altura de
20 a 25 metros. Trata-se de uma espécie aromatica, originaria da Ameérica do Norte,
popularmente conhecida como “America sweet gum”, “Liquidambar”, “Liquidambra” e
“Arvore-de-jacaré”. A importancia comercial das espécies do género Liquidambar
esta relacionada com a industria do papel e madeireira, além de possuirem um
elevado potencial como plantas ornamentais. Liquidambar styraciflua foi introduzida
e aclimatizada no Brasil, cultivada principalmente nas regides de altitude do Sul e
Sudeste do pais, sendo considerada, neste sentido, como uma espécie exotica. Os
estudos realizados neste trabalho contemplaram a caracterizagdo fitoquimica de
Liquidambar styraciflua, por meio da pesquisa de diferentes classes de metabdlitos
bioativos no extrato bruto e fragbes das folhas e das cascas do caule, a identificacao
das estruturas morfoldgicas e anatdmicas e das caracteristicas histoquimicas, bem
como a caracterizacdo e identificacdo de compostos presentes no 6leo essencial
das folhas e a determinacdo de parametros que permitam o seu controle de
qualidade. Na andlise fitoquimica preliminar foram identificadas as classes dos
glicosideos antocianicos e saponinicos, taninos hidrolisaveis e condensados, acidos
fixos e aminogrupos, nos extratos aquosos de folhas e cascas do caule. J& nos
extratos hidroalcodlicos verificou-se a presenca de flavondides, cumarinas,
esterdides e/ou triterpendides, iriddides, taninos hidrolisdveis e condensados,
saponinas e aminogrupos. Determinou-se também as caracteristicas organolépticas
(cor, odor e sabor) e o teor de solidos dos extratos brutos. Na andlise
morfoanatdmica, a microscopia de luz e a microscopia eletrénica de varredura dos
materiais processados evidenciaram a presenca de estdmatos paraciticos e
tetraciticos, tricomas tectores, presenca de drusas na folha e caule, cavidades
secretoras de Oleo essencial nas folhas, ductos resiniferos e elementos de vaso com
placas de perforacdo escalariforme no caule. A analise histoquimica, por sua vez,
permitiu a confirmacéo de classes de metabdlitos previamente verificados nos testes
fitoquimicos, caracterizando-se como mais um método para identificacdo da
composicdo quimica da espécie. Na extracdo do Oleo essencial, obteve-se
rendimento de 0,236 mL% e 0,119 mL% respectivamente, a partir de folhas frescas
da primavera e verao, e 0,382 mL% a partir de folhas secas da primavera. Foram
realizados, ainda, testes fisico-quimicos baseados em métodos farmacopeicos, bem
como a separacdo e identificacAo de compostos presentes, por método
cromatografico. Os compostos majoritarios encontrados foram: limoneno, a-
terpineol, a-pineno, R-pineno, y-terpineno, cariofileno, R-cariofileno, a-cariofileno,
aromadendreno, a-amorfeno, e 2-careno, em um total de 21 compostos
identificados.

Palavras-chave: metabdlitos secundarios, morfoanatomia, 6leo essencial.



ABSTRACT

Liguidambar styraciflua tree is deciduous, monoecious, stem erect, height 20-25
meters. It is an aromatic species, native to North America, popularly known as
"America sweet gum", "Ligquidambar”, "Liquidambra"” and "Tree-of-alligator". The
commercial importance of the genus Liquidambar is related to the paper industry and
wood, besides having a high potential as ornamentals. Liquidambar styraciflua was
introduced and acclimatized in Brazil, grown mainly in the altitude of the South and
Southeast of the country, being considered, in this sense, as an exotic species. This
study was conducted by the phytochemical characterization of Liquidambar
styraciflua, through research of different classes of bioactive metabolites in the crude
extract and fractions of leaves and stem bark, identification of morphological and
anatomical structures and histochemical characteristics, as well as the
characterization and identification of compounds present in the essential oil of the
leaves and the determination of parameters for your quality control. Preliminary
phytochemical analysis suggest the presence of anthocyanin glycosides and
saponins, hydrolysable and condensed tannins, fixed acids and amino groups in
agueous extracts of leaves and stem bark. Already in the hydro alcoholic extracts,
was verified the presence of flavonoids, coumarins, steroids and / or triterpenoids
iridoides, hydrolyzable and condensed tannins, saponins and amino groups. It was
also determined organoleptic characteristics (color, odor and flavor) and the solid
content of the crude extracts. In morphoanatomical analysis, light microscopy and
scanning electron microscopy of the processed materials showed the presence of
stomata and paracytic tetracytic, trichomes, presence of drusen in the leaf and stem,
secretory cavities of essential oil in the leaves, resiniferous ducts and vessel
elements with scalariform perforation plates in the stem. The histochemical analysis,
in turn, allowed confirmation of classes of metabolites previously checked in
phytochemicals tests, being characterized as another method for identifying the
chemical species. In the extraction of essential oil was obtained yield of 0.236% and
0.119 mL mL%, respectively, from fresh leaves of spring and summer, and 0.382
mL% from dried leaves of spring. Were performed also physico-chemical methods
based on pharmacopeia methods, and the separation and identification of
compounds by chromatographic method. The major compounds were: limonene, a-
terpineol, a-pinene, beta-pinene, y-terpinene, caryophyllene, R3-caryophyllene, a-
caryophyllene, aromadendrene, a-amorfeno, and 2-carene, in a total of 21
compounds identified.

Keywords: secondary metabolites, morphoanatomy, essential oil.
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1 INTRODUCAO

Pesquisas envolvendo produtos naturais sdo extensamente realizadas no
mundo todo, tendo em vista a importancia das plantas em fornecerem muitos
compostos com aplicacdes medicinais e a varios setores industriais, bem como
devido a necessidade de comprovacdo de atividades biolégicas e auséncia de
toxicidade de espécies popularmente utilizadas na cura de doencas.

As pesquisas com plantas medicinais possuem carater multidisciplinar e os
esforcos estdo centrados no desenvolvimento de novos medicamentos, 0s
chamados fitoterapicos. E necessario que os estudos estejam bem integrados e
padronizados na execucdo das pesquisas, de modo a conferir um resultado
promissor e eficaz, com a obtencdo de compostos com a composi¢cdo quimica e
atividade farmacoldgica determinada (DI STASI, 1996).

Os produtos naturais de origem vegetal sdo uma alternativa para a
renovacao farmacéutica, visando sua aplicagdo como farmaco e como prototipos
moleculares para o desenvolvimento de novos medicamentos. Embora ja sejam
conhecidos um grande numero de compostos vegetais, a possibilidade de se
identificar e obter novos metabdlitos bioativos a partir de material vegetal é
crescente (OLIVEIRA; BRAGA, 2003). Desta forma, a grande diversidade dos
metabdlitos secundarios vegetais tem despertado o interesse de varios
pesquisadores, que os véem como uma fonte promissora de novas moléculas
potencialmente Uteis ao homem (SANTOS, 2010).

Dentre os possiveis compostos vegetais a serem isolados visando aplicacéo
econbmica, destacam-se 0s Oleos essenciais, que podem ser extraidos por
diferentes técnicas, estando presentes nas chamadas plantas aromaticas,
caracterizando as esséncias ou odores destas plantas. Podem ser utilizados como
agentes flavorizantes na perfumaria e cosmeética, na industria de medicamentos,
principalmente como antimicrobianos, na industria de alimentos como aromatizantes
e conservantes, utilizados em produtos de higiene e limpeza e também na
agricultura, para o controle bioloégico de doencas e pragas (FIGUEIREDO et al.,
2008; BIASI; DESCHAMPS, 2009).
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No Brasil, por exemplo, a producdo de Odleos essenciais € importante
economicamente e é bastante favoravel devido a sua grande diversidade em plantas
aromaticas. No cenario mundial, apresenta-se principalmente como exportador de
Oleos essenciais de citricos, como da laranja (Citrus sp), limdo (Citrus limon L.) e
lima (Citrus sp), mas também produz e exporta outros 6leos como o0 de pau-rosa
(Aniba roseodora), menta (Mentha sp), eucalipto (Eucalyptus sp), capim-limao
(Cymbopogon sp), dentre outros. O Brasil esta entre os principais fornecedores de
6leos essenciais, assim como China, india e Indonésia (BIZZO et al., 2009). Além
das espécies aromaticas nativas, muitas espécies exoticas apresentam grande
potencialidade para o cultivo, devido a elevada demanda mundial pelos seus 6Oleos
essenciais, o que é favorecido pelos diversos microclimas presentes em Nnosso
territério, como é o caso do Estado do Parana, que possui condigdes para o cultivo
de espécies de clima quente nas regides norte, noroeste e litoral, até espécies de
clima frio, nas regides sul e sudeste (BIASI; DESCHAMPS, 2009).

Com este trabalho, objetivou-se investigar as caracteristicas fitoquimicas
preliminares das partes aéreas de Liquidambar styraciflua e obter informacfes
guanto aos aspectos anatdbmicos da espécie vegetal em estudo, de forma a
contribuir com sua identificacdo farmacognéstica e com dados relativos a familia
Altingiaceae, a que pertence. Além disto, serdo realizados estudos com o Oleo
essencial quanto ao seu rendimento, composicdo quimica e aspectos fisico-
quimicos. Diante ao exposto, sera possivel verificar caracteristicas que possam
agregar valor comercial a esta espécie, viabilizando a sua utilizacdo para fins
industriais diversos, com o possivel emprego de seus constituintes, bem como
estabelecer os parametros que permitam a sua identificacao.

A relevancia deste trabalho, portanto, se deve a obtencdo de parametros
que possam ser utilizados como ferramentas para reconhecimento da espécie,
visando um possivel emprego farmacéutico. Importante consideracéo, neste sentido,
pode ser verificada no Decreto n°. 5.813 de 2006, que aprova a Politica Nacional de

Plantas Medicinais e Fitoterapicos, ao dispor que,
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[...] para o eixo agroffito/industrial, as regulamentacdes devem assegurar a
gualidade, eficacia e seguranca do produto final através do cultivo, manejo,
sistemas e técnicas de producdo, considerando os aspectos botanicos,
guimicos e farmacoldgicos, visando a obtencdo de principios ativos
guantificaveis e marcadores padronizados segundo as particularidades da
agroindustria e industria farmacéutica. (BRASIL, 2013a)

Portanto, o desenvolvimento deste trabalho, fundamentalmente, estara
centrado em um enfoque dos aspectos fitoquimicos, preliminares, de Liquidambar

styraciflua, além do estudo de aspectos botanicos do vegetal.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O presente estudo tem como objetivo a descricdo morfoanatémica, analise
fitoquimica preliminar de partes aéreas e avaliacdo do 0Oleo essencial de folhas de
Liquidambar styraciflua L., Altingiaceae.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Identificar botanicamente o material de estudo Liquidambar styraciflua;
Realizar o estudo morfoanatdomico de folhas, caule e cascas do caule;
Realizar a caracterizacdo fitoquimica de metabdlitos bioativos nos extratos
hidroalcodlico e suas fracdes, e no extrato aquoso de folhas e cascas do caule;
Determinar os rendimentos das extracbes, bem como as caracteristicas
organolépticas dos extratos;
Extrair o 6leo essencial a partir de folhas frescas e secas e determinar os
respectivos rendimentos, bem como determinar o teor de umidade das folhas;
Determinar as caracteristicas fisico-quimicas do 6leo essencial das folhas;
Identificar os constituintes do Oleo essencial por cromatografia gasosa

acoplada a espectrometria de massas (CG/EM).
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 O CONTEXTO DO USO DE PLANTAS E A FITOTERAPIA

A utilizag&do de plantas medicinais € tdo antiga quanto a propria civilizacéo.
Relatos do seu uso sédo encontrados em documentos da populacdo chinesa e
indiana. Para a maioria da populacdo mundial o uso de plantas medicinais € quase
gue a unica fonte de farmacos e cura. Mais de 80% da populacdo mundial utiliza as
plantas no tratamento de doencas, sendo que, em muitos paises, a medicina
tradicional possui reconhecimento (CORDELL, 1995; YAMADA, 1998; PROENCA
DA CUNHA et al., 2003; CARVALHO, 2004; 2005).

O potencial do uso das plantas como fonte de medicamentos, no geral,
ainda € pouco explorado. Estima-se que haja cerca de 250.000 a 500.000 plantas no
mundo, sendo o estudo fitoquimico realizado em uma parcela muito pequena
(HAMBURGER, 1991). De aproximadamente 25.000 a 75.000 espécies vegetais
utilizadas na medicina popular em todo o mundo, apenas o correspondente a cerca
de 1% possuem seu valor terapéutico comprovado por estudos cientificos quando
administradas em seres humanos (PRIMACK, 1993).

Estima-se que aproximadamente um quarto de todos os farmacos aplicados
na terapéutica atual foi obtido direta ou indiretamente da natureza, principalmente de
vegetais superiores, fonte inesgotavel de substancias potencialmente ativas como
medicamentos (DI STASI, 1996; YUNES; CALIXTO, 2001). Neste sentido, Di Stasi
(1996), destaca que as plantas medicinais devem ser consideradas ndo apenas
como matéria-prima para a descoberta de novas substancias, mas também como
um recurso natural potencialmente ativo na forma de fitoterapico padronizado e
eficaz.

Embora seja importante o papel dos produtos sintéticos na terapéutica
moderna, em funcdo do desenvolvimento nas &reas de sintese organica,
microbiologia industrial e biologia molecular, existem substancias medicamentosas

naturais, usadas diariamente no tratamento de enfermidades, cuja sintese ainda nao
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foi alcancada ou é dificultada, como a obtencdo de moléculas com a mesma
estereoquimica, aliados ao alto custo sintético, em certos casos, justificando a
importancia da obtencdo destas substancias advindas dos vegetais (OLIVEIRA,
AKISUE, 2000; SCHENKEL et al, 2010).

A trajetoria de utilizacdo de plantas medicinais € marcada por grandes e
profundas mudancas, colocando os fitoterapicos ou fitomedicamentos como
recursos disponiveis cada vez mais seguros e eficazes visando atender as
demandas de saude das populacdes e as legislacdes cada vez mais rigorosas. Com
isso, os esforcos estdo cada vez mais centrados, por meio de estudos, em carater
multidisciplinar, que fornecam as evidéncias necessarias de acao terapéutica,
efetividade, qualidade e seguranca das espécies em estudo (CARVALHO, 2004,
2005).

O termo Fitoterapia, deriva das palavras gregas phyton (planta) e therapeia
(tratamento), fazendo alusdo a tratamento por intermédio das plantas (OLIVEIRA,
AKISUE, 2000).

De acordo com Carvalho (2005), a fitoterapia € a ciéncia que estuda a
utilizacao dos produtos de origem vegetal com finalidade terapéutica, quer seja para
prevenir, atenuar ou curar um estado patolégico. Como pratica, € o método de
tratamento de enfermidades que emprega vegetais frescos ou drogas vegetais ou,
ainda, extratos vegetais obtidas destas matérias-primas. Os fitoterapicos,
ferramentas desta pratica, que tém como base o vegetal, sdo medicamentos obtidos
e elaborados empregando-se exclusivamente matérias vegetais ativas, com
finalidades curativas ou profilaticas.

A utilizacdo de fitoterapicos é recomendada pela Organizacdo Mundial da
Saude (OMS) com a finalidade de reduzir os custos para os programas de saude
publica e facilitar o acesso a medicamentos a popula¢des pouco favorecidas, tanto
de paises em desenvolvimento como em subdesenvolvidos (SILVA, 2002).

A OMS define fitoterapicos ou fitomedicamentos como “produtos com fins
medicinais que contém derivado ativo obtido das partes aéreas ou subterraneas de
vegetais ou outro material vegetal, ou combinac¢fes destes, em estado bruto ou em

forma de derivados vegetais”. Como material vegetal entende-se sucos, resinas,



20

Oleos volateis e qualquer outro material de natureza semelhante (CARVALHO,
2005).

Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), fitoterapicos
sdo medicamentos obtidos através de plantas medicinais, utilizando unicamente
derivados da droga vegetal como extrato, tintura, 6leo, cera, exsudato, suco, entre
outros. Assim como todo medicamento, os fitoterapicos devem ofertar garantia de
qualidade, comprovacéo de seus efeitos terapéuticos, padronizagcdo da composicao
e ser seguro para o consumo da populacdo (ANVISA, 2011). A seguranca e eficacia
devem ser legitimadas por meio de levantamentos bibliograficos e ensaios praticos
gque buscam resultados quanto a aspectos etnofarmacolégicos, agronémicos,
fitoquimicos, farmacéuticos, além de ensaios bioldgicos pré-clinicos e clinicos, os
quais avaliam a atividade bioldgica da espécie vegetal (MIGUEL, 1999).

De acordo com Carvalho (2005), os medicamentos fitoterapicos ou
fitomedicamentos sdo obtidos por intermédio de tecnologias modernas de producéo
industrial, contendo um ou mais extratos ou derivados padronizados de
determinadas espécies vegetais, e que constituem 0s seus componentes
biologicamente ativos. Estes podem ser formulados sob varias formas
farmacéuticas, como comprimidos, capsulas, solucdes, emulsdes, dentre outras.

Estes medicamentos se caracterizam com uma mistura complexa de
substancias, entre as quais estdo presentes as substancias ativas. Além destas
substancias, os medicamentos fitoterapicos podem conter excipientes, porém é
vedada a presenca de substancias ativas isoladas associadas, ainda que de origem
vegetal, ndo sendo considerados fitoterapicos, portanto, os medicamentos que
contenham substéncias isoladas (OLIVEIRA; AKISUE, 2000; CARVALHO, 2005).

A distincdo de fitoterapicos de planta medicinal é fundamental e deve estar
clara. Esta é caracterizada como qualquer planta que quando administrada sob
alguma forma e via no organismo animal pode vir a desencadear um efeito bioldgico.
Estas plantas, portanto, contém em um ou varios de seus 0rgaos, substancias que
podem ser utilizadas com finalidades terapéuticas, ou como precursoras para a
semi-sintese quimica. As partes do vegetal utilizadas no preparo dos medicamentos
séo aquelas em que as substéncias se encontram em maior quantidade (OLIVEIRA;
AKISUE, 2000; CARVALHO, 2005). A fitoterapia, em esséncia, tem seu principio
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baseado na alopatia, distinguindo-se desta por utilizar preparados tradicionais
padronizados, eficazes, com inocuidade e qualidade controladas, elaborados de
plantas medicinais, ndo preconizando a utilizacdo de substancias quimicamente
definidas, isoladas, purificadas e de estrutura molecular determinada (DI STASI,
1996).

O termo droga vegetal refere-se a planta ou suas partes, que, apos sofrerem
processo de coleta, preparo e conservagao, incluindo secagem e estabilizacdo, sao
empregadas no preparo dos medicamentos fitoterapicos e caracteriza-se por conter
principios ativos em sua constituicdo (OLIVEIRA; AKISUE, 2000; BRASIL, 2013b),
ao passo que derivado vegetal refere-se a produto da extracdo da planta medicinal
in natura ou da droga vegetal, podendo ocorrer na forma de extrato, tintura,
alcoolatura, Oleo fixo e volatil, cera, exsudato, entre outros (BRASIL, 2013b).

Os principios ativos sdo substancias quimicamente definidas presentes nas
matérias-primas e nos fitoterapicos, responsaveis pela atividade farmacodinamica,
ou seja, pelos efeitos terapéuticos destes materiais. No caso dos fitoterapicos, em
que ndo ha a presenca de ativos isolados, a atividade farmacodindmica pode ser
decorrente de sinergismos e antagonismos entre os componentes (OLIVEIRA;
AKISUE, 2000).

A producdo de fitoterdpicos requer necessariamente, estudos prévios
relativos a aspectos botanicos, agronémicos, quimicos, farmacoldgicos,
toxicolégicos e de desenvolvimento de metodologias analiticas e tecnolOgicas
(PETROVICK et al.,1997).

Carvalho (2005) ressalta que a utilizacao de plantas medicinais em épocas
mais remotadas era feita sem qualquer padronizacdo o que € inaceitavel em termos
atuais, em que Orgaos reguladores estdo instituidos, regulamentando e fiscalizando
seu uso. Desta forma, os extratos devem ser padronizados, desde a coleta até a
obtencdo do produto final, assegurando a qualidade e seguranca do produto, a
concentracdo de principio ativo e reproducdo nos seus efeitos. Quando ndo se
conhece exatamente a natureza dos compostos fitoquimicos responsaveis pela
acdo, deve-se determinar o grupo de principios ativos e suas concentracdes, que
servirdo como marcadores da qualidade para a padronizacdo e no preparo dos

extratos.
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As informacBes sobre os usos das plantas medicinais e suas virtudes
terapéuticas foram sendo acumuladas durante séculos, permanecendo o0s
conhecimentos empiricos, frutos de avaliacdes experimentais, a fim de atestar a
vericidade das informacfes adquiridas e repassadas geragcbes apds geracbes (DI
STASI, 1996).

A padronizacdo do fitomedicamento se dara pela descricdo rigorosa sob um
grupo de substancias de caracteristicas controlaveis, o que podera constituir uma
monografia oficial, proposta para o preparo de um determinado fitoterapico. Uma
monografia deve reunir todas as caracteristicas padrdes para a preparacdo de uma
droga ou deve descrever os seus perfis farmacognésticos especificos, de
composi¢do fitoquimica, aspectos farmacologicos e farmacéuticos (CARVALHO,
2005).

Neste sentido, os denominados fitofarmacos, ou principios ativos naturais,
desempenham este papel na padronizacdo, ao se tratarem de substancia isolada de
uma parte do vegetal, capaz de produzir uma resposta biolégica, atuando como
marcador farmacolégico. JA quando apenas caracterizam fitoquimicamente a
espécie vegetal sdo denominados marcadores fitoquimicos. Em certos casos, pode-
se ter o mesmo marcador farmacoldgico e fitoquimico (ex: antraquinonas na Cascara
Sagrada) (CARVALHO, 2005).

Oliveira e Akisue (2000) destacam que o controle de qualidade dos
fitoterapicos, somada a adequadas normatizacdes, podem contribuir para que a
fitoterapia se firme como uma prética visando a atender as demandas de saude.
Para os autores o maior problema, ainda, refere-se a identificacdo da planta e da
droga vegetal utilizada.

Para a correta utilizacao de extratos vegetais deve-se atestar a autenticidade
da droga empregada, ou seja, verificar sua legitimidade, visando assegurar critérios
de qualidade, seguranca e eficacia. Desta forma, a identificacdo de drogas vegetais
e fundamental e crucial para garantir que as substancias presentes, que exercerao
uma determinada atividade farmacodinamica, sejam referentes a uma espécie e nao
a outra, impedindo equivocos quanto ao que esta sendo utilizado e a atividade esta
sendo apresentada (OLIVEIRA; AKISUE, 2000). Desta forma, os autores ressaltam

que antes de utilizar qualquer droga no preparo de medicamentos, a mesma deve
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ser submetida a rigorosa analise, ja que a identificacdo e a pureza da droga, assim
como a avaliagdo de seus principios ativos séo indispenséaveis visando a obtencéo
de produtos com qualidade.

A comprovacgdo cientifica da eficacia e seguranca na utilizacdo de plantas
medicinais levou a um aumento na prescricdo médica destas. No entanto, embora
reconhecidos os beneficios associados ao emprego de plantas medicinais no
tratamento de doencas, seu uso é realizado, muitas vezes, de forma inadequada, de
forma rotineira, negligente e sem as devidas recomenda¢gfes meédicas. Neste
sentido, além dos pontos acima destacados, € importante que a utilizacdo médica
seja feita corretamente, assegurando-se o seu correto uso, desde a prescricdo até a
orientacao final dada ao paciente, antes de sua administracdo. Além da importancia
de todos os atores envolvidos, verifica-se, em especial, na relagdo com o presente
trabalho, a importante participacdo e atribuicdo do profissional farmacéutico, no
ambito da fitoterapia, como pesquisador, disseminador e orientador de
conhecimentos adquiridos e dos ja fundamentados, a favor de beneficios a
populagdo (PINTO, 2002; SOUZA, 2003; CARVALHO, 2005).

Os 6rgdos governamentais recomendam o estabelecimento da fitoterapia
como um recurso terapéutico para atender as necessidades basicas dos servicos de
saude, desde que os parametros de eficacia e seguranca sejam atendidos conforme
preconiza a lei do pais. Dessa forma, sdo necessarios estudos cientificos que
analisem e assegurem a qualidade dos extratos, a seguranca e eficacia, por meio de
experimentos que comprovem sua acao farmacoldgica e toxicolégica em animais,
além da sua eficicia e seguranca quando administrados em humanos (MELLO,
2000; SOUZA, 2003).

O emprego de plantas medicinais para o tratamento de varias doencas
encontra-se bem difundido em alguns paises. Dados da Organizacdo Mundial da
Saude demonstram que na China cerca de 30 a 50% de todos os medicamentos
utilizados sdo obtidos a partir de drogas de origem vegetal, sendo que na Alemanha
esse indice chega aos 90%. Cerca de 50% da populagdo européia e norte-
americana ja fizeram uso de medicamentos fitoterapicos (WHO, 2011).

O interesse pelos medicamentos fitoterapicos & crescente nas economias

mundiais, movimentando cerca de 22 bilhdes de ddlares por ano nesse segmento.
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Em 2000, o setor faturou US$ 6,6 bilhdes nos Estados Unidos, US$ 8,5 bilhdes na
Europa, sendo a Alemanha o maior mercado mundial de produtos fitoterapicos. No
Brasil, as pesquisas estdo voltadas a investigacdo de novos principios ativos
derivados de produtos naturais, fator bastante importante em termos de exportagao
de produtos naturais de origem brasileira (PINTO, 2002).

Sao vérias as exigéncias a serem cumpridas para que um derivado vegetal
possa ser classificado como um medicamento fitoterapico. Neste sentido, Carvalho
(2005) destaca os seguintes pontos a serem verificados:

e Autenticacdo botanica da espécie empregada: através da classificacéo
da planta, em género e espécie, realizada por profissional especialista em
botanica;

e Partes das plantas utilizadas: pela definicdo do 6rgédo vegetal a ser
utilizado (cascas do caule, raiz, folha ou flor), ja que podem diferir em composicao
fitoquimica e consequentemente, farmacologica,;

e Fatores ambientais: determinantes a qualidade do material coletado, em
funcao de diversos variantes, como clima, altitude, fertilidade do solo, entre outros.

e Condicdo da colheita: pelo estabelecimento da época ideal de coleta,
relacionados a composicdo fitoquimica da espécie vegetal. As condi¢cdes de
armazenamento e preparo adequados do extrato também devem ser observadas e
atendidas.

e Contaminacdo por outros materiais: pela garantia de matéria-prima livre
de contaminantes (insetos, micro-organismos, metais pesados, pesticidas, entre
outros), atestando a qualidade da mesma na preparacao do fitoterapico.

e Boas praticas de fabricacdo: visando a qualidade do produto final, por
meio de procedimentos que assegurem sua estabilidade, composicdo e demais
aspectos relacionados a sua especificacao.

Lapa e colaboradores (2010) indicam a etapa boténica, relacionada a
identificacdo do material de estudo, como a primeira das etapas sequenciais
necessarias a obtencdo de um novo medicamento fitoterdpico, seguindo com a
etapa farmacéutica, relacionada ao preparo da forma farmacéutica para
administracdo, com a garantia da qualidade e uniformidade da amostra, assim como

com sua estabilidade durante os testes pré-clinicos e clinicos, seguida, finalmente
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da etapa de ensaios biologicos pré-clinicos relacionada aos ensaios
farmacodinamicos, farmacocinéticos e toxicoldgicos em animais de laboratorio.

No Brasil, a Resolugéo da Diretoria Colegiada (RDC) 48 de 2004 estabelece
as exigéncias de controle de qualidade tanto para os precursores do fitoterapico
guanto para os produtos acabados (BRASIL, 2013c)

De acordo com Farias (2010) entende-se por qualidade o conjunto de
critérios que caracterizam a matéria-prima para o uso ao qual se destina. A autora
destaca que os parametros de qualidade da matéria-prima vegetal devem ser
precisamente pré-definidos e os procedimentos de preparacdo dos extratos devem
ser padronizados. Os ensaios de qualidade tém por objetivo a verificacdo da
identidade botanica do material, a pureza do material e a caracterizacdo dos
constituintes quimicos da espécie, especialmente daqueles envolvidos na atividade
terapéutica, bem como seus doseamentos.

A RDC 14 de 2010, por sua vez, trata da situacdo atual do registro de
medicamentos fitoterdpicos, estabelecendo os requisitos minimos necessarios e
dispondo que estes medicamentos sdo caracterizados pelo conhecimento da
eficacia e dos riscos de seu uso, assim como pela reprodutibilidade e constancia da
sua qualidade. Devem ser realizados testes de autenticidade, de caracterizacdo
organoléptica e identificacdo macroscOpica e microscopica da droga vegetal
utilizada. Para o derivado vegetal deve-se proceder indicando os solventes,
excipientes e/ou veiculos utilizados na extracdo, relacdo aproximada droga
vegetal:derivado vegetal, caracterizacéo fisico-quimica, organoléptica, residuo seco,
pH, teor alcodlico e densidade (para extratos liquidos), densidade, indice de
refracdo, rotacdo oOptica (para 0leos essenciais). Ainda, para ambos, droga vegetal e
derivado vegetal, devem ser realizados testes de pureza e integridade, método de
estabilizacdo, local de coleta, perfil cromatografico ou prospecc¢édo fitoquimica e
analise quantitativa dos marcadores ou controle bioldgico, dentre outros. Ja para o
produto acabado o laudo de analise deve conter os ensaios de perfil cromatografico
ou prospeccao fitoquimica, andlise quantitativa dos marcadores especificos de cada
espécie, resultados de controle de qualidade de lote de medicamentos, entre outros
(BRASIL, 2013b).
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3.2 FAMILIA ALTINGIACEAE

A familia Altingiaceae Horan. é constituida por cerca de quinze espécies,
distribuidas em trés géneros: Liquidambar L., com quatro a cinco espécies, Altingia
Noronha, com seis a oito espécies, e Semiliquidambar H-T. Chang, com
aproximadamente trés espécies. Esta familia apresenta uma classica disjuncéo
biogeografica intercontinental entre Asia e América do Norte. As espécies dos
géneros Altingia e Semiliquidambar s&o encontradas na Asia tropical e subtropical,
enquanto as espécies do género Liquidambar apresentam uma disjuncdo em sua
distribuiciio, estando presentes trés espécies na Asia, duas ao leste e uma ao oeste,
e uma espécie na América do Norte e Central, conforme evidencia a Figura 1 (SHI et
al., 2001; ICKERT-BOND; WEN, 2006).
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FIGURA 1 - MAPA DA DISTRIBUICAO GEOGRAFICA DOS GENEROS SEMILIQUIDAMBAR,
LIQUIDAMBAR E ALTINGIA
FONTE: Ickert-Bond, Pigg e Wen (2005)

Tradicionalmente, Liquidambar, Altingia e Semiliquidambar eram
reconhecidos como subfamilias de Hamamelidaceae, tratadas como Altingioideae
(WILLIAMS, 1855; REINSCH, 1890; CHANG, 1979; CRONQUIST, 1981; ENDRESS,
1989a; QUI et al, 1998; LI; DONOGHUE, 1999), e, incorretamente, como
Liquidambaroideae (HARMS, 1930; BOGLE, 1986; FERGUSON, 1989).
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Entretando, estudos filogenéticos mais recentes propuseram uma mudanca
na classificagdo, com base em novas evidéncias a niveis moleculares. Em 2003,
com publicacdo da Angiosperm Phylogeny Group (APG), foi reconhecido
Altingiaceae e Hamamelidaceae como familias distintas, ambas pertencentes a
classe Saxifragales dentro da Super Ordem Rosideo Maior (APG IlI, 2003, APG llI,
2009).

Os trés géneros da familia Altingiaceae apresentam importantes
similaridades na morfologia de seus frutos, sementes, grdos de podlen,
inflorescéncias, estipulas, e flores (BOGLE, 1986), mas diferem principalmente na
morfologia das folhas. As espécies de Liquidambar sdo deciduas e as folhas
apresentam de 3 a 5 ou 7 lobos, enquanto as espécies de Altingia possuem folhas
persistentes em todas as estacfes e ndo apresentam lobos e, as espécies de
Semiliquidambar, por sua vez, sdo deciduas ou persistentes com folhas trilobadas,
lobadas em uma margem ou ndo apresentam lobos (WU et al, 2010).

As espécies desta familia sdo plantas arborescentes e, em sua maioria,
apresentam inflorescéncias unissexuais esféricas ou em forma de concha, capsulas
biloculares, muitas sementes por fruto, em que varias sdo abortivas, sementes
maduras com um anel ou circulo de distancia, e as inflorescéncias se transformam
em infrutescéncias lenhosas (BOGLE, 1986; FERGUSON, 1989; ENDRESS e
IGERSHEIM, 1999).

O género Altingia € composto por aproximadamente seis espécies
morfologicamente diferentes, todas classificadas em duas secdes: Altingia Noronha,
gue inclui as espécies A. chinensis Oliver ex Hance, A. obovata Merrill et Chun, A.
yunnanensis, A. poilanei e A. excelsa Hemsley, espécies que possuem numMerosos
frutos, e a outra se¢cdo, nomeada Oligocarpa H.-T. Chang, € formada pelas espécies
A. gracilipes Hemsley e A. siamensis, que possuem no maximo nove frutos por
infrutescéncia, sendo que estes frutos sdo menores e hemiesferoidais (CHANG,
1979; FERGUSON, 1989). As folhas das espécies de Altingia estdo sempre
presentes sazonalmente (“evergreen”) e sdo ndo lobuladas (SHI et al., 2001).

O género Semiliquidambar possui aproximadamente trés espécies,
localizadas no sul e leste da China, S. cathayensis H.-T. Chang, S. caudata H.-T.
Chang e S. chingii (Metcalf) H.-T. Chang (ICKERT-BOND; WEN, 2006). De acordo
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com hip6tese de Wu e colaboradores (2010), Semiliquidambar seria uma hibrido de
Altingia e Liquidambar, baseada em analises filogenéticas por sequenciamento
genético de cloroplastos envolvendo as espécies Semiliquidambar cathayensis,
Liguidambar formosana, Liquidambar acalycina, Altingia obovata e Altingia
chinensis.

O género Liquidambar, por sua vez, contempla cerca de cinco espécies,
sendo elas L. acalycina H.-T. Chang, L. formosa Hance, L. orientalis Mill., L.
styraciflua L. , e uma espécie que é reconhecida como L. styraciflua var. mexicana
Oerst. e L. macrophylla Oerst. (PIGG et al., 2004). As folhas destas espécies sdo
deciduosas, possuindo cerca de trés a cinco I6bulos, podendo ser encontradas
folhas com até sete I6bulos (SHI et al., 2001).

Trabalho de Ickert-Bond e Wen (2006) a respeito de investigacdo na
filogenia e biogeografia da familia Altingiaceae, pela analise de cinco regides néo
codificadas do cloroplasto, indicou que Altingiaceae deveria ser constituida de
somente um género, Liquidambar, que é parafilético e que tem uma prioridade sobre
0s outros dois géneros, assim como estudos de Shi e colaboradores (2001), que ja
indicavam a classificacdo de todas as espécies da familia em um Unico género,

Liquidambar.

3.3 GENERO Liquidambar

7

O género Liguidambar é o mais conhecido da familia Altingiaceae, sendo
constituido por quatro espécies intercontinentais na zona temperada do Hemisfério
Norte. Duas espécies sdo encontradas na Asia oriental (L. formosana e L.
acalycina), uma na Asia ocidental (L. orientalis) e a outra é encontrada entre a
América do Norte oriental e central (L. styraciflua) (ICKERT-BOND, PIGG; WEN,
2005).

Alguns autores classificam mais uma espécie como parte deste género por
apresentar variantes morfolégicas similares a L. styraciflua, sendo encontrada do

México até Honduras, e, por isto, nomeada L. styraciflua var. mexicana Oerst. e L.
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macrophylla Oerst, (ERNST, 1963; FERGUSON, 1989; ZHANG et al., 2003).
Morfologicamente, L. macrophylla possui folhas e frutos um pouco maiores que as
demais espécies deste género, e ocorrem em florestas fechadas localizadas a altas
altitudes (1000-2300m) no México, Belize, El Salvador, Honduras, Guatemala e
Nicaragua, enquanto que outras espécies, como L. styraciflua do leste da América
do Norte, estdo localizadas no nivel do mar até 300m de altitude (ICKERT-BOND;
WEN, 2006).

Este género € formado por espécies arbustivas, com inflorescéncias
esféricas que se transformam em infrutescéncias unissexuais e globulosas. Estas
sao constituidas por 25-50 capsulas biloculares arranjadas helicoidalmente, que vao
fornecer varias sementes por fruto, sendo estas viaveis ou abortivas. Uma
caracteristica deste género € a presenca de estames, que vao produzir o pélen
maduro, agrupados em inflorescéncias separadas, mas também podem ser
encontrados varios estames separados com o0 polen maduro junto de uma
inflorescéncia pistilada (ICKERT-BOND, PIGG; WEN, 2005).

As principais caracteristicas usadas para diferenciar as quatro espécies
deste género sdo: o numero de lobulos e pubescéncia de suas folhas. As folhas de
L. formosana e L. acalycina possuem usualmente trés lobulos, enquanto que as
folhas de L. styraciflua possuem de cinco a sete e a espécie L. orientalis apresenta
também cinco a sete I6bulos, mas com o numero de l6bulos integrados (BOGLE,
1986).

Duas sec¢Oes foram reconhecidas para o género: Secédo Euliquidambar e
Secao Cathayambar Harms (HARMS, 1930), sendo esta ultima formada por uma
Unica espécie, L. formosana que apresenta como caracteristica diferenciadora das
demais espécies a presenca de estruturas alongadas denominadas “borsten ou
setae” nas suas inflorescéncias e infrutescéncias. As demais espécies, L. orientalis,
L. styraciflua e L. acalycina, foram classificadas na se¢édo Euliquidambar, por nao
apresentarem estas estruturas (ICKERT-BOND; WEN, 2006).

A espécie L. acalycina, diferentemente das demais, possui muitas
caracteristicas que sao encontradas no género Altingia, principalmente a presenca

de um disco circular em volta da semente, enquanto que as demais espécies de
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Liguidambar apresentam um anel distal entre suas sementes (PIGG et al., 2004,
ICKERT-BOND et al., 2005).

A importancia comercial destas espécies esta relacionada com a industria do
papel, além de possuirem um elevado potencial como plantas ornamentais. A
popularidade das espécies deste género deve-se, principalmente, a forma atraente
das arvores, a coloracdo outonal, folhagem no verdo, aspecto dos frutos, assim
como a habilidade em fornecer sombra (DURKOVIC e LUX, 2010).

A espécie Liquidambar styraciflua, dicotiledénea, foi descrita por Carl
Von Linnaeus, como pertencente a familia Hamamelidaceae (SPECIES
PLANTARUM, 1753). A classificacdo atual de Liquidambar styraciflua é como
pertencente a classe Equisetopsida C. Agardh, subclasse Magnoliidae Novak ex
Takht, superordem Myrothamnanae Takht, ordem Saxifragales Bercht. & J. Presl,
familia Altingiaceae Horan, género Liquidambar L (TROPICOS, 2013c).

Sua area de distribuicdo natural € ampla, estendendo-se desde o estado de
Connecticut, nos Estados Unidos, latitude de aproximadamente 41° N, até a Flérida
e mais ao sul, incluindo México, Guatemala, Belize, El Salvador, Honduras e
Nicaragua (KORMANIK, 1990). A figura 2 demonstra as regibes de ocorréncia

naturais de espécies de L. styraciflua, na América do Norte e América Central.

FIGURA 2 - MAPA DA DISTRIBUICAO GEOGRAFICA DE Liquidambar styraciflua
FONTE: Trépicos, Missouri Botanical Garden (2013b).
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No Brasil, L. styraciflua foi introduzida e aclimatizada para cultivo tratando-
se, neste sentido, de uma espécie exdtica. De acordo com Lorenzi (2003), “arvores
exoticas sdo aquelas oriundas de outros paises ou continentes que ndo pertecem a
flora do Pais, ndo sendo, portanto, nativas ou indigenas”. As arvores exoticas no
Brasil podem ser cultivadas para varios fins, como ornamental, sombreamento,
guebravento, produtos extrativos, como obtencédo de frutos, sementes oleaginosas
ou comestiveis, madeira, resina e principios medicinais, sendo que muitas espécies
podem desempenhar mais de um tipo de uso. Devem ser advindas de regifes de
climas tropicais, subtropicais e tropicais para que melhor possam se desenvolver no
pais. No caso de espécies de Liquidambar seus atributos referem-se as cores
outonais ou ao colorido de suas folhas caducifélias (LORENZI, 2003). Esta espécie é
reconhecidamente aromatica, produzindo 6leo essencial, além de uma resina
balsdmica que é bastante utilizada (TATTJE et al., 1980; GUENTHER, 1989;
SHIMIZU, 2005, YANG et al, 2011).

Os principais estudos realizados com a espécie L. styraciflua estdo
relacionados ao ambito agronémico, visando o beneficiamento da espécie para a
obtencdo de sua madeira de alta qualidade, assim como estudos morfologicos,
principalmente em relacdo a morfologia dos frutos, inflorescéncias e folhas visando
obter pardmetros para fins comparativos em relacdo a outras espécies dos géneros
relacionados, e, estudos mais recentes, relacionados a critérios de classificacdo
filogenéticos, também vém sendo realizados, culminando, inclusive, com a nova
classificacdo da espécie.

Neste sentido, as recentes andlises filogenémicas, por meio de dados de
sequenciamento gendmico de plastideos, auxiliaram e culminaram com as
classificagbes atuais de filogenia de angiospermas. A LAPG Ill, The Linear
Angiosperm Phylogeny Group, (2011) classifica Liquidambar como género
pertecente a Familia Altingiaceae, conforme indica a Figura 3, sendo realocado da

familia Hamamelidaceae, a qual pertencia.
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Other taxa

Haloragis
Myriophyllum
Penthorum Penthoraceae
Tetracarpaea  Tetracarpaeaceae

Aphanopetalum Aphanopetalaceae
Sedum

Kalanchoe
Heuchera
Saxifraga
Ribes Grossulariaceae
Itea
Choristylis
Rhodoleia
Exbucklandia
Hamamelis
Corylopsis
Cercidiphyllum Cercidiphyllaceae
Daphniphyllum Daphniphyllaceae
Liquidambar
Altingia
Paeonia Paeoniaceae
100 r— Peridiscus
L— Soyauxia
FIGURA 3 - CLASSIFICACAO DO GENERO Liquidambar
FONTE: LAPG Il (2011)
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No Brasil, estudos combinados de diferentes procedéncias e progénies de
liquidambar (Liquidambar styraciflua), oriundas da Guatemala, Nicaragua, México e
Honduras, foram realizados em Quedas do Iguacu, no sudoeste do Parana, para
verificar a produtividade de madeira na regidao, em funcdo das suas condi¢Oes
climaticas e do solo, assim como a variabilidade genética dentro e entre de
procedéncias, verificando oportunidades de melhoramento genético (SHIMIZU;
SPIR, 2004). Dada a sua adaptabilidade aos diferentes tipos de solo, a espécie é
indicada para producao de madeira de alta qualidade, nas regides Sul e Sudeste,
em pequenas propriedades rurais, aproveitando-se solos que sejam marginais para
outras culturas (SHIMIZU; SPIR, 2004, SHIMIZU, 2005).

De acordo com Carpenter e Hopkins (1966), a madeira de liquidambar
apresenta textura uniforme, dureza e densidade médias e facilidade de ser polida,
sendo considerada de alta qualidade para uso em construcdes, marcenaria e
industrializagdo. Nao apresenta grande oscilagdo de peso especifico, mesmo
variando a posi¢cdo no tronco. Esses atributos conferem a espécie uma posicéo

relevante como alternativa para compor sistemas agroflorestais em pequenas e
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meédias propriedades rurais ou em reflorestamentos intensivos, para producédo de
madeira para fins industriais (GURGEL GARRIDO et al., 1997; SHIMIZU; SPIR,
1999; SHIMIZU, 2005).

Segundo Metcalfe e Chalk (1950), a madeira de L. styraciflua € amplamente
utilizada para diversos fins, mas, particularmente, em moveis e acabamentos de
interiores.

Nos Estados Unidos, L. styraciflua € considerado de rapido crescimento e
produtora de madeira de alto valor econdmico, com multiplos usos como matéria-
prima para celulose, dormentes, madeira serrada para embalagens, estrados,
moveis e até como lenha. A producdo de laminas para chapas compensadas, no
entanto, é uma das atividades referentes a utilizacdo, de maior valor comercial
(SHIMIZU, 2005).

Lorenzi (2003) também destaca L. styraciflua como arvore adequada ao
reflorestamento, devido a madeira retilinea, de boa qualidade e de cor marrom-
avermelhada que produz. Além disso, a espécie possui grande efeito ornamental
pelas cores outonais que as folhas adquirem, amarelas e vermelhas, antes de
cairem (Figura 4). Segundo o autor, este efeito € mais pronunciado nas regiées de
altitude do sul e sudeste do Brasil, onde € mais cultivada. O tronco da arvore exsuda
uma goma de cor de ambar que possui aplicagdes industriais, como a utilizacdo no
preparo de confeitos (LORENZI, 2003). Este balsamo, conhecido como American
styrax ou sweet gum (TATTJE et al.,, 1980) ¢é originado naturalmente como um
produto patolégico em reservatorios de secrecdo sob a casca de arvores mais
antigas, sendo raramente encontrados nas arvores jovens, com menos de 10 anos
(GUENTHER, 1989) e obtido apods incisbes cuidadosas realizadas na arvore
(TATTJE et al., 1980) .

Devido a sua importancia comercial, como na producéo de papel e celulose
(DURKOVIC; LUX, 2010) e também na producéo de energia, como matéria-prima
em biorefinarias (MARTIN et al, 2010) foram realizados estudos de micropropagacao
com L. styraciflua, avaliando a influéncia de reguladores de crescimento na
multiplicacdo de brotos, e in vitro, no enraizamento adventicio (DURKOVIC; LUX,

2010). A propagacao vegetativa pode ser altamente desejavel a fim de clonar
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genaotipos, o que poderia ser realizado pela utilizacdo de células e cultura de tecidos

para multiplicar clones de membros de familias superiores (KIM et al, 1997).

FIGURA 4 - ASPECTO DAS FOLHAS OUTONAIS DE Liquidambar styraciflua
FONTE: Tropicos, Missouri Botanical Garden (2013a)

Estudos alelopaticos com L. styraciflua, no sentido de verificar
competitividade em relagdo a outras arvores semelhantemente importantes em
relagdo a madeira, como Pinus, também foram realizados (BALANDIER et al, 2006).

Estudos ambientais também s&o descritos na literatura. Foi relatado que
esta espécie emite tanto isopreno, quanto monoterpenos (RASMUSSEN, 1972;
EVANS et al. 1982), dois hidrocarbonetos que influenciam a capacidade oxidativa e
guimica da troposfera continental. Nas zonas rurais e areas de floresta nativa, o
isopreno contribui para a formacdo de névoa azul (WENT, 1960) e deposi¢cado acida
(JACOB; WOFSY, 1988). Em areas urbanas, a oxida¢do do isopreno, na presenca
de NOx pode levar a formagéo de ozbnio troposférico, um poluente toxico e gas de
efeito estufa (CHAMEIDES et al. 1988).

Os principais estudos botanicos verificados com a presente espécie referem-
se principalmente a morfologia das inflorescéncias, infrutescéncias e sementes, a

fim de estabelecer critérios de aproximacdo e divergéncia em relacdo as demais
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espécies do género Liquidambar e da familia Altingiaceae (ICKERT-BOND, PIGG;
WEN, 2005, 2007) e estudos de morfologia do pélen (CHANG, 1958, 1959, 1964;
ZAVADA; DILCHER, 1986) da flor (WISNIEWSKI; BOGLE, 1982; BOGLE,1986),
anatomia da madeira (REINSCH, 1890; GREGUSS, 1959; METCALFE; CHALK,
1950; MOLL; JANSSONIUS, 1914; RAO; PURKAYASTHA, 1972; TANG, 1943;
TIPPO, 1938; HUANG, 1986) e relacbes entre Hamamelidaceae (ENDRESS, 1989
a,b,c, 1993; ENDRESS; STUMPF, 1990; ENDRESS; IGERSHEIM, 1999).

Neste sentido, é relevante verificar outras possibilidades de uso para esta
espécie que se encontra amplamente difundida, como uma possivel utilizacdo para
fins medicinais, na terapéutica, por meio do reconhecimento prévio de seus
constituintes quimicos, aliados ao importante conhecimento botanico, e posterior
identificacdo de suas atividades biolégicas, tendo em vista que estudos neste ambito
foram verificados como extremamente escassos. Além disto, pela elucidacéo de sua
composicdo quimica, sera possivel verificar outras caracteristicas que agreguem
valor comercial a esta espécie.

Pode-se considerar, portanto, inéditos os estudos que vém sendo realizados
por Franco (2013) visando a determinacdo de atividades biolégicas a partir de partes
aéreas e Oleo essencial das folhas de Liquidambar styraciflua, tendo sido obtidos
resultados preliminares significativos frente a atividade antimicrobiana e antioxidante
dos mesmos. Esta atividade se deve principalmente aos compostos fendlicos

presentes em abundancia neste vegetal.

3.4 COMPOSTOS FENOLICOS

De acordo com Lapa e colaboradores (2010), a planta medicinal deve ser
considerada como uma espécie vegetal definida por seu genoma, o qual direciona a
formacdo das caracteristicas morfologicas externas (fenétipo) e a sintese dos
produtos quimicos do metabolismo, tanto substancias do metabolismo primario,
como aquelas do metabolismo secundario, pouco ou nada utilizadas pelos vegetais,

mais potencialmente ativas nos animais.
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A caracterizacdo dos principais grupos de substancias vegetais, desta forma,
é realizada por intermédio de reac¢des quimicas que resultem no desenvolvimento de
coloracao e/ou precipitado caracteristico (FALKENBERG et al., 2010).

Segundo Taiz e Zeiger (2004) os compostos fendlicos, dentre os compostos
advindos do metabolismo secundario dos vegetais, sdo produtos que contém um
grupo fenol, ou seja, um grupo hidroxila funcional em um anel aromatico,
constituindo um grupo bastante heterogéneo devido a sua diversidade quimica, o
que reflete a variedade de funcdes por estes apresentadas. Estdo presentes nos
vegetais na forma livre ou ligados a acucares (glicosidios) e proteinas. A maior parte
dos compostos fendlicos, entretanto, ndo € encontrada no estado livre na natureza,
mas sob a forma de ésteres ou de heterosideos sendo, portanto, sollveis em agua e
em solventes organicos polares (CROFT, 1998; CARVALHO et al., 2010).

Como compostos fendlicos, portanto, sdo encontradas estruturas dos acidos
fendlicos, derivados da cumarina, dos pigmentos hidrossollveis das flores, dos
frutos e das folhas. Incluem, ainda, as ligninas e 0s taninos, polimeros com
importantes funcdes nos vegetais. Estruturas fendlicas também sdo encontradas
fazendo parte de proteinas, alcaldides e terpendides (NACZK; SHAHIDI, 2004;
CARVALHO et al., 2010).

Os mais importantes &cidos hidroxibenzoéicos da dieta, relativos a acidos
fendlicos, sdo os acido elagico e galico, que normalmente ocorrem como taninos
hidrolisaveis, ao passo que o0s principais acidos hidroxicindmicos sao os acido
caféico e ferulico (KING; YOUNG, 1999; SOARES, 2002).

Os compostos fendlicos correspondem a um grupo diversificado de
fitoquimicos derivados de fenilalanina e tirosina (Figura 5). Tratam-se da maior
categoria de fito-produtos quimicos e os mais amplamente distribuidos no reino das
plantas. Os trés mais importantes grupos de compostos fendlicos dietéticos sdo os
flavondides, os acidos fendlicos, e os polifendis (KING; YOUNG, 1999). Os fendlicos
sdo encontrados geralmente em todo o reino vegetal, mas as vezes podem estar
localizados em uma sé planta. Encontram-se divididos em dois grandes grupos: 0s
flavondides e derivados e os acidos fendlicos (acidos benzdico, cinAmico e seus
derivados) e cumarinas (SOARES, 2002).
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FIGURA 5 - ORIGEM DOS COMPOSTOS FENOLICOS A PARTIR DO AMINOACIDO
FENILALANINA
FONTE: Naczk e Shahidi (2004)

Compostos fendlicos sdo compostos biologicamente ativos, podendo atuar
na prevencdo de algumas doencas. Neste sentido, os efeitos de fendlicos, gracas a
sua acdo antioxidante, assim como de compostos contendo sulfur e de terpenos,
tém sido foco de grande atencdo no cancer e doencas do coracdo (KAHKONEN et
al., 1999; KING; YOUNG, 1999).

Estes compostos sdo comumente encontrados em plantas comestiveis e
nao comestiveis e tém sido relatados varios efeitos bioldégicos para os mesmos,
incluindo atividade antioxidante. Extratos de frutas, ervas, legumes, cereais e outros
materiais vegetais ricos em fendlicos sé&o cada vez mais de interesse na industria de
alimentos por retardarem a degradagdo oxidativa dos lipidos e, assim, melhorar a
qualidade e o valor nutricional da alimentagcdo (KAHKONEN et al., 1999).

A atividade antioxidante de compostos fendlicos se deve, principalmente, as

suas propriedades redox, que lhes permitem agir como agentes redutores, doadores
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de hidrogénio e supressores de oxigénio singlete. Além disso, eles tém um potencial
guelador de metais (RICE-EVANS et al., 1995).

Neste sentido, constituindo a maior classe de compostos fendlicos tém-se os
flavonoides, caracterizados por estrutura carbbnica contendo 15 atomos de
carbonos organizados em dois anéis aromaticos ligados a uma cadeia de trés
carbonos (Ces-C3-Cg) (Figura 6) e classificados em diferentes grupos em funcédo do
grau de oxidagcéao da cadeia de trés carbonos (TAIZ; ZEIGER, 2004). A definicado de
compostos como pertencentes a classe dos flavondides deve levar em consideracdo
a sua estrutura quimica além de sua origem biossintética. Neste sentido, 0s
flavondides séo biossintetizados a partir dos fenilpropandides, e caracterizam-se por
possuir um ou mais nudcleos aromaticos contendo substituintes hidroxilados e ou
seus derivados funcionais (esteres, éteres, glicosideos e outros) (ZUANAZZI,
MONTANHA, 2010).

O

FIGURA 6 - ESTRUTURA BASICA DE UM FLAVONOIDE
FONTE: King e Young (1999)

Os flavonoides sdo compostos de baixo peso molecular que normalmente
ocorrem ligados a moléculas de acucar, sendo agrupados em antocianinas e
antoxantinas. As antocianinas sao moléculas de pigmento vermelho, azul e roxo. As
antoxantinas incluem flavonois, flavonas, flavondides e isoflavonas e sé&o incolores
ou branco a moléculas amarelas (KING; YOUNG, 1999; SOARES, 2002). Estes
compostos desempenham importantes funcdes nas plantas, principalmente de
pigmentacdo e defesa. Atuam protegendo contra raios UV, como é o caso das
flavonas e flavondis, além de protecdo contra insetos, fungos, virus e bactérias,
devido a atividades antimicrobianas, como é o caso dos isoflavonoides. Auxiliam
ainda a atracdo de animais com finalidade de polinizagdo; atuam como
antioxidantes; podem controlar a acao de hormdnios vegetais e atuar como agentes
aleopaticos (TAIZ; ZEIGER, 2004; ZUANAZZI; MONTANHA, 2010).



39

Os flavondides podem ainda ser utilizados como marcadores taxondmicos,
devido, sobretudo a sua abundancia relativa em quase todo o reino vegetal,
especificidade em algumas espécies, sua relativa facilidade de identicacdo, sua
relativa estabilidade e seu acumulo com menor influéncia do meio ambiente
(ZUANAZZI; MONTANHA, 2010).

As antocianinas, por sua vez, consistem no grupo mais comum de
flavondides pigmentados sendo responséveis pela maioria das cores observadas
nos vegetais (vermelha, rosa, roxa e azul). Dessa forma, sédo de importancia vital
como atrativo para polinizadores e dispersores de sementes (TAIZ; ZEIGER, 2004).

Os taninos, em contrapartida, sdo um grupo de polimeros fendlicos, de alto
peso molecular, divididos em 2 classes: taninos hidrolisiveis e condensados. Os
primeiros contém um nucleo central de glicose ou um alcool poliidrico, esterificado
com &cido galico ou elagico e sdo prontamente hidrolisaveis com acidos, bases ou
enzima (Figura 7). Ja os taninos condensados sdo polimeros de catequina e/ou
leucoantocianidina (KING; YOUNG, 1999; SOARES, 2002). As funcbes que
desempenham nos vegetais estdo relacionadas a propriedades de defesa,
protegendo contra o ataque de micro-organismos, como fungos e bactérias, atuando
também como repelentes alimentares, contra ataque de herbiveros vertebrados ou
invertebrados, devido ao seu carater adstringente. Suas propriedades de defesa
estdo relacionadas a sua toxicidade, geralmente atribuida & capacidade de formar
complexos com proteinas de modo néo especifico (TAIZ; ZEIGER, 2004; SANTOS;
MELLO, 2010).

Acredita-se que as atividades farmacologicas dos taninos, resultam,
principalmente, da complexagdo com ions metalicos (ferro, manganés, vanadio,
cobre, aluminio, célcio, entre outros), de uma atividade antioxidante e sequestradora
de radicais livres e da habilidade de complexar com outras moléculas, incluindo

macromoléculas, tais como proteinas e polissacarideos (SANTOS; MELLO, 2010).



40

OH
HO 0,
OH
oH
OH
oH |
Hib. I
OH
o
o | m
oM
Y 0
oM
OH
0H
Proanthocyanidins o
[
it
-0 OH
OH 0
o
0o, on =0 ol ]
1]
W
CH0-C o o
OH
a=C (1]
o 0 ol Ho Ol
N ' Lo
HO C=0 T 0—1 OH O
0 0
=0 e
HO - o . n i
=i r
[ ol Ellagic acid
[ |
=0
HOY . o0 gy OH
! OH
HO 0H
Hydrolyzabhe Tannins on
Gallic Acid

FIGURA 7 - ESTRUTURA QUIMICA DOS TANINOS
FONTE: NACZK e SHAHIDI (2004)

As cumarinas, como compostos fendlicos, sdo derivadas do acido cinamico
por ciclizacdo da cadeia lateral do acido o-cumaérico, representadas pela estrutura

guimica geral evidenciada na Figura 8 (SOARES, 2002).

FIGURA 8 - ESTRUTURA GERAL DAS CUMARINAS
FONTE: Soares (2002)

Finalmente, uma contextualizacdo sobre os Oleos essenciais, outra

importante classe de metabdlitos produzidos pela espécie vegetal em estudo, esta
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contemplada no item seguinte desta revisdo, em relacdo as caracteristicas gerais,

distribuicdo no vegetal, processos extrativos e principais finalidades de uso.

3.5 OLEOS ESSENCIAIS

As plantas aromaticas definem-se pelos compostos particulares que contém,
quer dizer, pelos seus 0leos essenciais, também denominados de esséncias. Estes
se caracterizam, tipicamente, por serem constituidos por misturas de numerosos
compostos volateis, com tensdes de vapor elevadas, mais ou menos odoriferos,
insoluveis na dgua, mas sollveis em varios solventes imisciveis nesta e, também, no
alcool (COSTA, 1975; PROENCA DA CUNHA, 2005).

Os oleos essenciais, desta forma, sdo também usualmente denominados de
Oleos etéreos (pela solubilidade em solventes organicos apolares) ou esséncias
(pelo aroma normalmente agradavel e intenso), contendo misturas complexas de
substancias volateis, lipofilicas, geralmente odoriferas, liquidas e com densidade
menor do que a da agua, formados pelo metabolismo secundario de plantas
aromaticas. Diferem-se dos 6leos fixos, normalmente obtidos de sementes, devido a
caracteristica de volatilidade (COWAN, 1999; PINHEIRO, 2003; SIMOES; SPITZER,
2010).

A ANVISA caracteriza e define os 6leos essenciais como sendo,

[...] produtos volateis de origem vegetal obtidos por processo fisico
(destilagédo por arraste com vapor de agua, destilacdo a pressao reduzida
ou outro método adequado). Os 6leos essenciais podem se apresentar
isoladamente ou misturados entre si, retificados, desterpenados ou
concentrados. Entende-se por retificados, os produtos que tenham sido
submetidos a processo de destilagdo fracionada para concentrar
determinados componentes; por desterpenados, aqueles que tenham sido
submetidos a processo de desterpenacgdo; e, por concentrados, 0s que
tenham sido parcialmente desterpenados. (BRASIL, 1999).

As substancias aromaticas produzidas, insollveis na agua e possuindo
maiores tensdes de vapor, destilam-se, como é proprio, em conjunto com o vapor de
agua; num caso particular, quando se localizam em glandulas secretoras

subepidérmicas salientes a superficie dos hasperideos, podem separar-se por
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escoamento, habitualmente denominado processo de expressdo, 0 que ocorre
normalmente com pericarpos frescos de certos Citrus COSTA, 1975; BRUNETON,
1991; PROENCA DA CUNHA, 2005).

O termo “Esséncia” é derivado do latim essentia, referindo-se o que faz com
gue uma coisa seja o0 que é: propriedade especial. Esséncias ou Oleos essenciais
sdo misturas complexas de substancias de origem vegetal responsaveis pelo odor
agradavel ou mesmo desagradavel das plantas. Sdo produzidas dentro de estruturas
secretoras especiais (pélos glandulares, glandulas, canais secretores, bolsas
secretoras) e podem ser obtidas por hidrodestilacdo com auxilio de aparelho de
Clevenger (OLIVEIRA; AKISUE, 2000).

Segundo Costa (1975) os Oleos essenciais encontram-se segregados em
aparelhos glandulares particulares de cada grupo taxondmico vegetal, como células
secretoras epidérmicas ou localizadas nos tecidos parenquimatosos, bolsas e canais
de origem esquizogénica ou esquizolisigenica e glandulas externas, mais
conhecidas por pélos secretores. Caracterizam-se pelas gotas oleosas,
refrigerantes, de aspecto particular. Localizam-se, ainda, em células epidérmicas e
subepidérmicas ndo diferenciadas, mas nestas circunstancias encontram-se
solubilizadas no suco celular, em virtude das escassas percentagens em que se
encontram; revelam-se pelo aroma que emprestam, por exemplo, aos frutos.

Todos os 6rgdos vegetais podem acumular 6leos essenciais, como flores,
folhas, cascas dos caules, madeira, raizes, rizomas, frutos e sementes, porém, sua
composicdo pode variar de acordo com sua localizacdo, assim como seu odor e
caracteres fisico-quimicos (BRUNETON, 1991; BIASI; DESCHAMPS, 2009;
SIMOES; SPITZER, 2010).

Os Oleos essenciais estdo presentes com maior frequéncia nas
fanerégamas, localizados em células secretoras. Foram reconhecidos em diversas
gimnospermas e em angiospermas monocotiledéneas, mas ocorrem principalmente
nas angiospermas, particularmente nas dicotiledéneas. Neste sentido, ha o
predominio de espécies aromaticas em familias como lauraceas, mirtaceas,
rosaceas, leguminosas, geraniaceas, rutaceas, hipericaceas, umbeliferas,
verbenaceas, labiadas, compostas e outras. Nao foram reconhecidos nas briofitas,

raramente aparecem nas pteridéfitas e de modo geral as taldfitas também nao os
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conttm (COSTA, 1975; SIMOES; SPITZER, 2010). Esses compostos S&0
importantes para 0s vegetais por desempenharem fungbes como atracdo de
polinizadores, protecdo contra predadores, efeito alelopatico de inibicdo da
germinacdo e de outras plantas vizinhas, evitar a perda excessiva de agua e a
elevacéo da temperatura (BRUNETON, 1991; SIMOES; SPIZER, 2010).

Os Oleos sdo misturas de 20 a 60 componentes, com concentracoes
variadas, caracterizados por dois ou trés compostos principais de concentragcéo
entre 20 a 70%, denominados majoritarios e outros elementos, em menores teores,
podendo existir aqueles em baixissimas concentracdes, conhecidos como tragos.
Estes compostos variam desde hidrocarbonetos terpénicos, éalcoois simples e
terpénicos, aldeidos, cetonas, fenodis, ésteres, éteres, oxidos, perodxidos, furanos,
acidos organicos, lactonas e cumarinas, até compostos com enxofre (BAKKALI et
al., 2008; SIMOES; SPITZER, 2010).

Essas substancias quase sempre possuem poder rotatorio e apresentam
indice de refracdo elevado. A extracdo normalmente é feita por arraste por vapor
d’agua (BRUNETON, 1991).

Estima-se que trés mil Oleos essenciais sejam conhecidos, sendo que
aproximadamente 300 desses produtos volateis sdo comercialmente importantes,
destinados para a industria de fragrancias e de aromas (BURT, 2004).

As plantas arométicas e seus 6leos essenciais tém sido utilizados desde a
antiguidade, como temperos, fragrancias, e como agentes antimicrobianos na
medicina. Também sdo aplicados em plantacbes no controle de pragas e de
espécies daninhas, ja que sdo biodegradaveis e apresentam pouca ou nenhuma
toxicidade aos vertebrados (BATISH et al., 2008).

Numerosas industrias consomem o0s 0leos essenciais. De acordo com Costa
(1975) e Proenca da Cunha (2005), em primeiro lugar destaca-se o grupo da
perfumaria e cosmética, em virtude de constituir a sua principal matéria-prima.
Dentre os usos 0 autor destaca a utilizagdo na manufatura de perfumes
propriamente ditos, mas também em detergentes e outros aromatizadores, assim
como em cosméticos como em cremes diversos, lo¢cbes, desodorantes corporais,
entre outros. Em segundo lugar destaca-se a sua utilizacdo na industria alimenticia,

utilizados em certos tipos de preparacdes alimenticias, e em bebidas alcodlicas e
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nao alcoodlicas. Ja& no ambito da terapéutica, representam uma menor parcela de
utilizacdo, sendo utilizados os que apresentam propriedades medicinais reveladas
ou ainda como adjuvantes em formulagcbes farmacéutica (corretivos de sabor e
aromas de medicamentos). Além destas aplicagbes, os 6leos essenciais podem ser
empregados em outras areas industriais pelas suas propriedades desinfentantes,
inseticidas, na fabricacdo de ceras, polimentos, secantes, impermeabilizantes,
molhantes, detergentes, solventes, entre outros. A Figura 9 apresenta os principais

setores industriais que fazem uso dos 6leos essenciais.
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( N\ 4 N\ 4 )
Indastrias Area Farmacéutica Cuidados
Pessoais
\, J \_ J \_ Yy,
( N\ 4 N\ 4
) ) Cremes, perfumes,
- Flavorizantes: Flavorizantes, sprays, shampoo,
Alimentos, bebidas conservantes, fixadores sabonetes, creme
- Plasticos, borrachas, dental, antissépticos
colas. cimentos i
\ ) \ ) \ bucais )
( N\ 4 N\ 4 N\
IndUstrias de Antibacterianos Cuidados para casa:
Pesticidas: Antiflngicos Sabses e detergentes
sprays, repelentes Descongestionantes Produtos de limpeza,
\_ ) \ y \ desodorizadores y
4 ) ( N\
Indust(ia de Ativos para uso
_ Automoveis: veterinrio
limpeza, polidores,
desodorizadores
\_ J \_ J
( N\
Papel e Impressdes:
Tintas, etiquetas,
embalagens
\_ J

FIGURA 9 - PRINCIPAIS RAMOS INDUSTRIAIS QUE UTILIZAM OS OLEOS ESSENCIAIS
FONTE: Adaptado de UNIDO e FAO (2005)

A partir de esséncias podem ser obtidos, ainda, os denominados hidrolatos
ou pseudo-hidrolatos, que consistem de solu¢des aquosas saturadas de esséncias

ou de outras substancias aromaticas, resultantes de processo de destilacdo ou
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simples dissolucdo de substancias aromaticas em agua destilada, que tornam estas
solugbes aromatizadas, sendo, desta forma, também conhecidas como “aguas
aromaticas” (OLIVEIRA; AKISUE, 2000; SIMOES; SPITZER, 2010).

O Brasil encontra-se entre os quatro principais paises responsaveis pela
producdo de 6leo essencial, ao lado da india, da China e da Indonésia. Essa
colocacao esta relacionada aos 6leos de frutos citricos, que sdo subprodutos da

industria de sucos, principalmente das laranjas (BIZZO et al., 2009).

3.5.1 Métodos de Extracdo de Oleos Essenciais

De acordo a normas da ISO 9235 (1997) da ISO/TC 54, a destilacédo e a
expressao sdo 0s processos de obtencado industrial de 6leos essenciais (destilacédo
pelo vapor de agua e expressdo dos hesperidios) (COSTA, 1975; PROENCA DA
CUNHA, 2005). No entanto, os autores destacam que o método mais comum de
isolamento baseia-se na destilacdo conjunta com vapor de agua, pois € mais
econdmico, mais rapido e requer condicbes operacionais mais simples.

Segundo as revisdes, existem diversos métodos para a extracado dos Oleos
essenciais, selecionados, principalmente, de acordo com o valor comercial do
produto e da regido em que o 6leo esta concentrado na planta. Neste sentido, estéo
disponiveis também os métodos de enfloracdo, utilizado principalmente para
extracdo do Oleo essencial de flores, a prensagem a frio para extracdo dos 6leos
contidos em citricos, além do método de extragcdo com fluido supercritico, que
apresenta como vantagem a obtencao de produto isento de solvente e por manter a
integridade dos constituintes do Oleo, ja que é realizado em condi¢cdes mais brandas.

Os meétodos de isolamento, porém, podem modificar a composi¢do quimica
das esséncias. Como exemplo cita-se as esséncias ricas em compostos terpénicos
gue separam-se rapidamente quando destiladas pelo vapor de agua, porém aquelas
gue contém predominantemente compostos sesquiterpénicos e aromaticos,
possuindo tensdes de vapor muito mais baixas, s6 séo isoladas apés longas horas

de processo. Aléem disto, a época da colheita e a maneira de efetua-la podem
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representar diferencas no rendimento do 6leo essencial (COSTA, 1975; PROENCA
DA CUNHA, 2005). Desta forma, o melhor método deve ser escolhido a fim de
permitir uma extracao que reflita ao maximo a composicao quimica do 6éleo presente
na espécie aromatica.

De acordo com UNIDO (United Nations Industrial Development Organization)
e FAO (Food And Agriculture Organization Of The United Nations) (2005), existem 5
principais métodos de extracao de Oleos essenciais, a saber:

o Expressao

. Hidrodestilagéo

o Destilacdo pela agua e vapor

. Destilacéo pelo vapor

o Extragcdo com solventes.

Segundo estas organizacdes, o método de escolha dependera da natureza
do material, da estabilidade dos componentes quimicos e da especificacdo do
produto visado (UNIDO; FAO, 2005).

Nos itens seguintes desta leitura encontram-se o0s principais métodos

disponiveis para que se realize a extracdo do 6leos essenciais de espécies vegetais.

3.5.2 Enfloracéo

As flores, de forma geral, sdo extraidas por solvente e ndo destiladas ao
vapor, com excec¢ao da rosa (PROENCA DA CUNHA, 2005; UNIDO; FAO, 2005).

Também conhecido como “enfleurage”, este meétodo, que costumava ser
bastante utilizado, tem aplicacdo atual apenas na industria de perfumes, no caso de
algumas plantas com baixo teor de 6leo de alto valor comercial, como na extragédo
do 6leo essencial de pétalas de flores. Isto € possivel ja que algumas flores, como o
jasmim, continuam suas atividades fisiologicas, com producéo de 6leo essencial, por
certo periodo apds serem coletadas. O método consiste no depdsito das pétalas, a
temperatura ambiente, sobre uma camada de gordura, durante certo periodo de

tempo. Em seguida, essas pétalas esgotadas sdo substituidas por novas até a
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saturacao total, quando a gordura € tratada com alcool. Para obter o 6leo essencial,
o &lcool € destilado a baixa temperatura, baixa pressao e o produto assim obtido
possuem alto valor comercial (BRUNETON, 1991; PROENCA DA CUNHA, 2005;
SIMOES; SPITZER, 2010).

3.5.3 Prensagem

Também denominado expressdo, emprega-se este método, realizado a frio,
para a extracdo dos Oleos essenciais de frutos citricos, que consiste em prensar 0s
pericarpos desses frutos, sendo a camada que contém o 6leo essencial entdo
separada. Posteriormente, o 6leo essencial é obtido através de sua separacdo da
emulsdo formada com agua por decantacéo, centrifugacédo ou destilacéo fracionada.
(BRUNETON, 1991; PROENCA DA CUNHA, 2005; SIMOES:; SPITZER, 2010).

3.5.4 Extracdo com Solvente Organico

Este tipo de extracdo permite que se extraiam os Oleos essenciais, porém,
também extrai outros componentes lipofilicos. Dessa forma, os produtos obtidos por
este método raramente possuem valor comercial. Empregam-se solventes como
éter, éter de petrdleo e diclorometano (PROENCA DA CUNHA, 2005; SIMOES;
SPITZER, 2010).

O método dos solventes volateis, portanto, permite isolar todos os
constituintes solluveis no solvente em questao, ndo sendo, desta forma, um método
especifico, porém permite o isolamento dos chamados Oleos essenciais, se
posteriormente o0s extratos obtidos forem destilados pelo vapor de agua (COSTA,
1975; BRUNETON, 1991; PROENCA DA CUNHA, 2005).

S&o0 caracteristicas necessarias para um solvente a ser utlizado neste

método apresentar seletividade, a fim de remover de forma rapida e eficiente os
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constituintes do 6leo da espécie aromatica; apresentar baixo ponto de ebulicdo para
gue possa ser facilmente removido, sem a necessidade de altas temperaturas; ser
quimicamente inerte, de forma a néo reagir com outros componentes do 6leo; apos
evaporacao, conferir auséncia de residuos e ser de baixo custo e ndo inflamavel
(BRUNETON, 1991; PROENGCA DA CUNHA, 2005; BIASI; DESCHAMPS, 2009).

3.5.5 Extracao por Fluido Supercritico

Este método permite recuperar de modo bastante eficiente ndo somente os
Oleos essenciais, mas também os aromas naturais de varios tipos, sendo atualmente
um dos principais métodos de escolha para extracdo industrial de 6leos essenciais.
Nenhum traco de solvente permanece no produto obtido, tornando-o mais puro do
que aqueles obtidos por outros métodos. Para tal extracdo, o gas carbdnico utilizado
(CO,) é primeiramente liquefeito por compressédo e, em seguida, aquecido a uma
temperatura superior a 31 °C. Nesta temperatura, o CO; atinge um quarto estado, no
qual sua viscosidade é analoga a de um gas, mas sua capacidade de dissolucao é
elevada como a de um liquido. Uma vez efetuada a extracéo, faz-se o CO, retornar
ao estado gasoso, resultando na sua total eliminacdo (CHAAR, 2000; SIMOES;
SPITZER, 2010).

Como vantagem do método, ressalta-se sua alta eficiéncia e rapidez e a
obtencdo de um produto livre de solventes, sendo também uma alternativa a
extracdo com solventes, em que outros compostos lipofiicos como ceras e
pigmentos séo juntamente extraidos (PROENCA DA CUNHA, 2005).

3.5.6 Hidrodestilacéo e Arraste por Vapor d’agua

Este método caracteriza-se pela separacdo dos componentes de uma

mistura devido a diferenca de pressdo de vapor. Substancias volateis, com
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determinado ponto de ebulicdo possuem determinado valor de pressao de vapor,
que é funcdo da temperatura. Os constituintes do Oleo, portanto, presentes no
material vegetal em contato com a &gua aquecida irdo receber pressdo das
moléculas de vapor d'agua, entrando em ebulicdo. No estado volatil, os
componentes sdo arrastados pelas moléculas de agua alcancando o resfriado,
guando sdo entdo condensados e separados da agua. Pelo arraste por vapor
d’agua, em pequena escala, emprega-se o sistema de Clevenger. Com uma
variacdo deste método, inclusive no sistema de Clevenger, faz-se a extracao do 6leo
volatil pela mistura do material vegetal a agua. Chamada de hidrodestilacdo, obtém-
se também o hidrolato, que € a parte aquosa com a presenca de uma porcentagem
do 6leo essencial que é soluvel. O 6leo coletado deve ser seco com sulfato de sédio
anidro (COSTA, 1994; INNOCENTINI, 2000; SIMOES:; SPITZER, 2010).

De acordo Proenca da Cunha (2005), o termo hidrodestilagdo tem sido
empregado para extracdes utilizando agua, e arraste por vapor para extracdes
utilizando agua e vapor, ou apenas vapor. No primeiro caso, 0 material vegetal fica
em contato com a agua que € aquecida com diferentes fontes de calor. No segundo
caso, o material vegetal € colocado em um cesto metalico perfurado que € mantido
acima da lamina de agua. Nesta situacao, ndo ha contato direto do material com a
agua, apenas o vapor de baixa pressdo produzido atinge o tecido vegetal. J& na
extracdo apenas com vapor, o material vegetal também entra em contato por um
vapor, que, no entanto, € produzido em separado e transferido em presséo
normalmente superior a atmosférica para a estrutura de destilacéo.

O arraste por vapor de agua é preferencialmente o método utilizado para
extrair 6leo de plantas frescas e para a sua realizacdo a Farmacopéia Brasileira
preconiza o uso de um aparelho de Clevenger, com modificacbes (SIMOES;
SPITZER, 2010).

A principal vantagem deste método é que ele pode ser conduzido, de forma
geral, com equipamento simples, proximo ao local de producao da planta, podendo
ser processada grande quantidade do material em um espaco relativamente curto de
tempo (UNIDO; FAO, 2005; PROENCA DA CUNHA, 2005).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 COLETA E IDENTIFICACAO BOTANICA DO MATERIAL

Foram coletados exemplares de Liquidambar styraciflua L. cultivados e
localizados no campo experimental da Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuaria, EMBRAPA Florestas, que fica localizada no municipio de Colombo,
regido metropolitana de Curitiba, Estado do Parana.

Foram coletadas as folhas, caules e cascas de L. styraciflua, durante o
periodo de outono, primavera e verdo de 2011/2012, ndo sendo realizadas coletas
no periodo de inverno em virtude da auséncia de folhas nesta estacdo do ano,
caracteristica da espécie em estudo.

Apés a coleta do material botanico foi preparada uma exsicata que foi
encaminhada ao Herbario da Universidade Federal do Parana (UFPR), para a
identificacdo da espécie e receber o nimero de tombamento. O restante do material
foi utilizado para extracdo (folhas, cascas e caules secos) e obtencdo do 6leo
essencial (folhas secas e frescas).

Inicialmente foram separadas as diferentes partes aereas do vegetal, tendo
sido as folhas destacadas e as cascas dos ramos maiores do caule retiradas. Os
ramos menores do caule ndo foram descascados, mas apenas fragmentados em
tamanhos menores. Procedeu-se a secagem das folhas a temperatura ambiente, ao
passo que as cascas foram secas em estufa a 50°C, por 2 horas. Parte das folhas
coletadas foi armazenada em refrigerador para a realizacdo da extragcdo do Oleo
essencial a partir de folhas frescas e outra parcela recém-coletada foi reservada
para a execucdo das analises morfoanatémicas.

A Figura 10 apresenta as etapas de pesquisa realizadas com as partes

aéreas de L. styraciflua, através de um fluxograma esquematico.
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FIGURA 10 - FLUXOGRAMA ESQUEMATICO DAS ETAPAS ANALITICAS DA PESQUISA
FONTE: O Autor (2011)

4.2 ANALISES MORFOANATOMICAS

O trabalho compreende a analise morfoanatémica de folhas, caule e cascas
do caule, correspondentes a partes aéreas de L. styraciflua.

Para a analise das dimensdes do comprimento e da largura do limbo foliar
foram mensuradas 42 folhas e obtida a média. As demais andlises morfologicas
foram realizadas através da visualizacdo macroscépica dos materiais botéanicos,

procedendo-se a comparagado com descri¢cdes verificadas em literaturas cientificas.



52

O estudo anatbmico foi realizado a partir de materiais frescos e materiais
fixados em FAA 50 (JOHANSEN, 1940) por 48 horas, posteriormente conservados
em solucao etandlica a 70%.

Para o processamento dos materiais botanicos foram utilizadas as técnicas
de infiltracdo e inclusdo em historesina e em polietilenoglicol 1500 (PEG 1500), além
da técnica de maceracdo e da execucdo de testes histoquimicos, a fim de se obter
marcadores que permitam a identificacdo botanica da espécie vegetal em estudo. As
fotomicrografias foram obtidas a partir do manuseio de camera digital (SONY®
CYBER-SHOT DSC-P200) acoplada a microscépio optico.

O processamento dos materiais para as analises anatdbmicas foi realizado no
Laboratorio de Botanica Estrutural do Departamento de Botanica da UFPR e o
processamento das amostras para as analises ultra-estruturais, por Microscopia
Eletronica de Varredura, foram realizadas no Centro de Microscopia Eletrénica da
Universidade Federal do Parand, utilizando Microscopio Eletrbnico de Varredura
JEOL JSM — 6360LV Scanning Electron Microscope.

4.2.1 Preparo das Laminas Permanentes e Semi-permanentes

A confeccdo das laminas semi-permanentes foi realizada segundo as
técnicas convencionais de cortes a mao livre (BERLYN; MIKSCHE, 1976).

A partir da seccado de pequenos pedacos de materiais frescos de folhas,
cascas do caule e caule, posteriormente fixados em FAA 50 e estocados em solucao
de etanol a 70%, foi realizada a infiltragdo e inclusdo dos materiais botanicos em
historesina, utilizando kit Leica®, para confecc¢do de laminas permanentes. Para isto,
primeiramente folhas, cascas e caule foram desidratados até etanol a 95%, partindo
dos materiais estocados em etanol a 70%. A desidratacdo em série crescente foi
realizada sob vacuo a fim de permitir melhor fixacdo dos materiais. O processo de

infiltrac&o ocorreu em duas etapas:

! Solugdo composta por formaldeido, acido acético e alcool etilico a 50% (JOHANSEN, 1940).
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- Para-infiltracdo ou Pré-infiltracdo: apdés a desidratacdo, o material foi
submetido a mistura de resina: alcool (1:1) de um dia para o outro, sob vacuo.

- Infiltracdo propriamente dita: retirou-se o meio de pré-infiltracdo e foi
adicionado ao material o0 meio de infiltracdo, composto por resina pura, mantido em
contato por 4 horas.

Decorrido o tempo de infiltracdo, removeu-se 0 meio e o material foi entédo
incluido em meio composto por resina e endurecedor, que permite a polimerizacdo
da resina, previamente adicionado aos moldes plasticos, permitindo o emblocamento
dos materiais. Apds o desemblocamento, os blocos foram colados em suporte de
madeira, para permitir o seccionamento dos materiais em microtomo Leica®. Os
cortes foram realizados a 7-10 um, sendo entéo dispostos nas laminas e distendidos
em manta aquecedora. A coloragéo foi realizada utilizando-se solugédo de azul de
toluidina (O’'BRIEN et al, 1965) e as laminas montadas com agua destilada entre
laminula, no momento de observacao.

Realizou-se também a infiltracdo e inclusdo do material em PEG 1500, a
partir de material fixado. Primeiramente realizou-se a infiltragdo do material em
mistura de agua destilada e PEG 1500 sélido (1:1). O frasco contendo os materiais
em contato com estes meio de infiltracdo foram devidamente tampados e levados a
estufa a 60°C, por 2 horas. Decorrido este tempo, os frascos foram destampados
para concentrar o PEG. No dia seguinte realizou-se a troca total do meio,
adicionando PEG puro liquido (mantido em estufa a 55-56°C) em contato com o
material, por 2 horas. Foram montadas caixas de papel para incluir o material.
Despejou-se PEG liquido no suporte e entdo o material foi colocado em contato com
0 meio, a fim de permitir o emblocamento dos mesmos, levando-os, posteriormente,
a geladeira até solidificacdo. Os cortes foram realizados em micrétomo de rotagéo,
obtendo-se seccdes de cerca de 20 a 25 um. Foram realizadas coloragbes semi-
permanentes dos cortes dispostos em laminas, como a dupla coloracdo com azul de
astra e fucsina basica (BRITO; ALQUINI, 1996) e ou azul de astra e safranina
(BUKATSCH, 1972 apud KRAUS e ARDUIN, 1997). As laminas foram montadas em
gelatina glicerinada e vedadas com esmalte de unha incolor.

A figura 11 é esquematica das etapas de inclusao e infiltragdo dos materiais

botanicos, em historesina e PEG 1500.
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FIGURA 11 - ETAPAS DE PREPARO DAS LAMINAS PERMANENTES E SEMI-PERMANENTES
POR INFILTRACAO E INCLUSAO EM HISTORESINA E PEG 1500
FONTE: O Autor (2011)

4.2.2 Técnica de maceracao

A técnica de maceracao foi realizada de acordo com Franklin (1945)
modificado por Kraus e Arduin (1997) através do contato do material fixado com
solucéo de peroxido de hidrogénio 30% : acido acético (1:1), recém preparada.

O material, em cortes finos, foi disposto em frasco de vidro com tampa de
rosca e levado a estufa a 60°C, sendo bem vedado devido a presséo interna a ser
submetido. Realizou-se o0 acompanhamento do andamento da maceracéo,
visualizando a mudanca de cor e aspecto do material. O final da maceracao foi
indicado quando o material encontrava-se amolecido e esbranquicado. Procedeceu-
se retirando a solugéo e lavando o material muitas vezes com agua destilada até
gue todo o odor tivesse sido eliminado.

O material macerado foi distribuido em lamina e corado com safranina 1%
diluida em agua e montado com gelatina, de forma semi-permanente. Também foi

realizado o preparo de laminas permanentes, em que, apos a lavagem do material,
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subiu-se a série etanodlica (50% e 70%), em centrifuga, a 3000 rotacbes por 1
minuto, para evitar a perda das células, corando entdo o material com safranina em
alcool a 70%. Subiu-se a série até acetato de butila puro, em centrifuga e montou-se
com Permount®. Foi realizada também uma dupla coloracdo com safranina e azul
de astra (BUKATSCH, 1972 modificado por KRAUS E ARDUIN 1997).

4.2.3 Testes Histoquimicos

Os testes foram realizados segundo técnica descrita por Berlyn e Mikshe
(1976), a fim de evidenciar classes de compostos quimicos presentes, utilizando-se
0s reagentes da Tabela 1, sendo conduzidos a partir de materiais frescos,
seccionados a mao livre, e partir de materiais infiltrados e incluidos em PEG 1500,
seccionados em microtomo rotatério, procedendo-se com a montagem de laminas

temporarias e semi-permanentes.

TABELA 1 - SOLUE()ES REAGENTES EMPREGADAS NOS TESTES HISTOQUIMICOS

Solugdes Reagentes Compostos quimicos

Azul de Toluidina (O’'BRIEN et al., 1965) Celulose, lignina, compostos fendlicos, taninos,
mucilagens

Cloreto férrico (JOHANSEN, 1940) Compostos fendlicos

Lugol (BERLYN; MIKSHE, 1976) Amidos

SUDAM Il (SASS, 1951) Compostos graxos (lipidios, cutina, suberina)

4.2.4 Microscopia Eletronica de Varredura

Esta técnica foi empregada a fim de realizar a descrigdo da morfologia dos
estbmatos, tricomas e cuticula, pela analise da superficie da folha. No estudo do
caule, por sua vez, foram realizadas andlises a partir de cortes transversais dos

mesmaos.
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Para o processamento dos materiais foram utilizadas folhas e caule
estocados em etanol a 70%, previamente fixados em FAA 50%, submetidos entdo a
série etandlica de concentracdes crescentes, por transferéncia, a cada 10 minutos, a
solugdes a 80, 90 e 100% de etanol.

As amostras foram entéo levadas a desidratacéo pelo ponto critico com CO,,
em equipamento SCD 030 Balzers Union FL 9496, por um periodo de 1 hora e 30
minutos, a fim de propiciar a retirada de toda a agua interna e externa possivelmente
ainda presente nestes materiais. Ap0s este processo, realizou-se a disposicao e
fixacdo dos materiais com fita adesiva de cobre em suporte metalico, procedendo-se
a metalizacdo com ouro (Figura 12), sendo as fotomicrografias dos materiais para

andlise ultraestrutural realizada por meio do Microscopio Eletrénico de Varredura.

FIGURA 12 - SUPORTES METALICOS COM AS AMOSTRAS PARA ANALISE ULTRA-
ESTRUTURAL POR MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA.
FONTE: O Autor (2011)
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4.3 ANALISES FITOQUIMICAS

4.3.1 Analise Fitoquimica Preliminar

A analise fitoquimica preliminar foi realizada a partir do preparo de extratos
aguoso e hidroalcodlico de folhas e cascas do caule de L. styraciflua, segundo
metodologia de Moreira (1979) modificada por Nakashima (1993).
No extrato hidroalcodlico foram pesquisadas as seguintes classes de
metabdlitos secundarios: alcaléides, aminogrupos, glicosideos flavbnicos,
leucoantocianidinas, glicosideos antraquindnicos, cumarinas, saponinas, taninos e
esteroides e/ou triterpenos e iridoides.
No extrato aquoso foi realizada a pesquisa de glicosideos antocianicos,
glicosideos saponinicos, glicosideos cianogenéticos, acidos volateis, acidos fixos,
taninos (hidrolisaveis e condensados), iridoides e aminogrupos.
Para isto, foram realizadas as seguintes reacdes qualitativas, de acordo com
a classe de metabdlitos pesquisada:
a) Pesquisa de flavonoides: Reacdo de Shinoda, Reacdo de Pacheco,
Reacdo Oxalo-borica ou Reacdo de Taubock, Ensaio com Zn em HCl e
Pesquisa de Leucoantocianidina, pela reducédo em presenca de HCI;

b) Pesquisa de alcal6ides: ReacBes gerais utilizando o0s reativos
Dragendorff, Mayer, Bertrand e Bouchardat;

c) Pesquisa de Cumarinas: Método do ultravioleta (360 nm) para deteccéo

de fluorescéncia azul-brilhante ou verde;
d) Pesquisa de Antraquinonas: Reacéo de Borntrager
e) Pesquisa de esterbides e/ou triterpenos: Reacdo de Liebermann-
Burchard, Keller Kelliani, Xantidrol, Baljet e Tollens;

f) Pesquisa de Saponinas: Teste da formacéo de espuma (Afrosométrico) e
Teste de hemolise;

g) Pesquisa de taninos: Reacdes utilizando as solugbes reagentes de

cloreto férrico 1%, sulfato de ferro amoniacal 5%, cloridrato de emetina,
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gelatina 2,5% a 0,9% em NaCl, cianeto de potassio, acido nitroso,
dicromato de potassio e rea¢cdo com formol-cloridrico

h) Pesquisa de aminogrupos: Reac¢éao de ninhidrina;

i) Pesquisa de acidos fixos: Reacdo com reativo de Nessler;

J) Pesquisa de acidos volateis: Reacéo utilizando papel indicador de pH em
tubo de ensaio;

k) Pesquisa de iridéides: Reacdes com cristais de fluoroglucinol e HCI,
reacdes com &cido sulfarico reagente e reacdo com vanilina e acido
sulfarico;

[) Pesquisa de antocianinas: deteccdo de compostos anféteros, detectados
pela mudanca de coloragdo em fungdo dos meios &cido, neutro e
alcalino.

m) Pesquisa de glicosideos cianogénicos: Reacado de isopurpurato de sédio,

(papel picro-sodico) e reacdo de Schoenbainn.

Além destes ensaios, foram determinadas as caracteristicas organolépticas
(cor, odor e sabor), o pH e o teor de solidos% (residuo seco%) dos extratos, de

acordo com a Farmacopéia Brasileira (2010).

4.3.1.1 Preparo dos extratos hidroalcodlico e aquoso

Os extratos hidroalcodlico e aquoso das folhas e cascas do caule de L.
styraciflua foram preparados de acordo com a metodologia proposta por Moreira
(1979) e Nakashima (1993). Foi realizada a técnica de maceracdo a temperatura
moderada a partir de 40 g dos materiais botanicos, devidamente triturados a poé
grosso (FARMACOPEIA, 2010), que foram avolumados em 200 mL de solucéo
etandlica a 70% em agua destilada (v/v), para o extrato hidroalcodlico, e em 200 mL
de agua destilada, para o extrato aquoso, sendo os mesmos levados ao banho-

maria a 60 °C por um periodo de duas horas.
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Apoés este tempo, os extratos foram filtrados através de funil de vidro, com
papel filtro, tiveram seus volumes completados para 200 mL e foram entdo
acondicionados em frasco rotulado e devidamente fechado, mantendo-os sob
refrigeracdo até o momento de sua utilizagéo.

As analises fitoquimicas com o extrato aquoso foram realizadas no mesmo
dia de seu preparo, tendo em vista as alteracées quimicas (reacdes de hidrdlise, por
exemplo) e microbiolégicas (contaminacdo por micro-organismos) que podem
ocorrer durante o armazenamento do material extraido em meio totalmente aquoso.

O extrato hidroalcoolico obtido foi concentrado em rotaevaporador, com
temperatura mantida em 60 °C, até reducado a cerca de 1/3 do volume total, sendo
posteriormente fracionado por extracdo liquido-liquido, em funil de separagédo, com
solventes de polaridades crescentes. As andlises fitoquimicas foram realizadas a
partir de suas fracdes, o que conduz a resultados mais nitidos e elucidativos em
comparacao a pesquisa direta de classes de metabolitos secundarios no extrato
bruto etandlico.

No fracionamento do extrato concentrado utilizou-se como solventes
extratores o n-hexano (F1), cloroférmio (F2), acetato de etila (F3), butanol saturado
em agua (F4) e obteve-se a fracdo remanescente ressuspendendo o residuo das
extracdes em etanol a 70 % em agua (F5). A fracdo 1 (F1) foi obtida realizando-se 5
extracdes com 20 mL a cada vez com o n-hexano, solvente mais apolar, sendo a
fracdo hexanica reunida e reservada em frasco previamente identificado e o restante
do extrato levado a banho-maria a 60 °C, até completa evaporacdo do solvente
extrator. A partir do extrato isento de n-hexano prosseguiu-se a extracdo com o
segundo solvente de caracteristicas apolares, o cloroférmio (F2), procedendo-se de
igual modo a particdo anteriormente realizada com o n-hexano, obtendo-se a F2.
Apés a evaporagdo do solvente realizou-se a particdo do extrato com acetato de
etila, de polaridade intermediaria, obtendo-se a F3. Apds a remocéo do solvente em
banho-maria, o restante do extrato foi particionado com butanol, de forma a obter a
F4. O residuo das extracBes foi novamente levado a banho-maria para completa
evaporacao do solvente e foi entdo reconstituido com solucdo etandlica a 70% em

agua, originando a F5, sendo estas duas fragdes de caracteristicas mais polares.



60

4.3.2 Determinacgao do teor de umidade de folhas de Liquidambar styraciflua

O método para a determinacdo da umidade das folhas realizado para a
extracdo do O6leo essencial foi o ensaio gravimétrico de perda por dessecacao
(FARMACOPEIA, 2000). Neste procedimento, partiu-se de uma massa conhecida de
10 g do material cortado, ndo excedendo 3 mm para cada aresta e desconsiderando
a espessura, que foi colocada em estufa a 105 °C, até que duas pesagens
consecutivas nao indicassem uma diferenca maior do que 5 mg, tendo sido as

analises realizadas em triplicatas.

4.4 EXTRAGCAO E ANALISES DO OLEO ESSENCIAL DE Liquidambar styraciflua

Utilizou-se como método para a extracdo e obtencao do 6leo essencial das
folhas de L. styraciflua a hidrodestilacéo por arraste de vapor de agua, realizado em
Aparato de Clevenger modificado (F. Bras., 2010). Foram realizadas extracdes de
folhas frescas e folhas secas a temperatura ambiente, para a determinacdo do
rendimento do 6leo essencial.

No procedimento, as folhas foram trituradas e acondicionadas em baldo de
fundo redondo de 3000 mL, adicionando-se quantidades suficientes de &gua
destilada (5 a 10 vezes 0 seu peso) para cobrir 0 material e permitir o andamento da
extracdo, sendo este entdo conectado ao aparato do equipamento e submetido a
uma temperatura de cerca de 100 °C, tempo de extracdo de 6 horas. Decorrido este
tempo, foi anotado o volume de 6leo obtido pela leitura no tubo com escala de
graduacdo. Uma aliquota do Oleo essencial foi entdo armazenada em frasco
apropriado, reservado para analise por cromatografia gasosa acoplada ao espectro
de massa (CG/EM), e os demais volumes, obtidos das extracdes subsequentes,
reservados em frasco ambar e mantidos em congelador para as demais analises.

O rendimento foi calculado em mililitros de Oleo essencial por 100 g do

vegetal (mL%), conforme preconiza a Farmacopéia Brasileira (2010).
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O conjunto de andlises realizadas com o 6leo essencial de L. styraciflua
incluiu, além da determinacdo do rendimento, a caracterizacdo cromatografica, por
meio de cromatografia gasosa e cromatografia em camada delgada, e
caracterizag@es fisico-quimicas, com a determinac¢do da solubilidade em alcool, do

poder rotatério, do indice de refracdo e da densidade relativa do dleo essencial.

4.4.1 Andlise de dados

Os dados dos rendimentos das extracdes das amostras foram analisados a

partir de cinco repeticdes, realizando-se as médias e 0s respectivos devios padrdes.

4.4.2 Analises fisico-quimicas do 6leo essencial

4.4.2.1 Determinacao da solubilidade em élcool

Seguindo metodologia da Pharmacopea Helvetica VII (1990), foi
determinada a solubilidade do 6leo essencial em &lcool etilico a 70%, 80%, 90% e
em alcool etilico absoluto. Para esta determinacdo, empregou-se bureta de 25 mL,
contendo, separadamente as concentracdes a serem testadas, e no tubo de ensaio
0,1 ml de 6leo essencial. Os solventes foram liberados gota a gota lentamente, até
completa solubilizacdo da amostra. Pela leitura do volume de etanol gasto na bureta
foi obtida a proporcao de solubilidade do oOleo frente as diferentes concentragdes de

alcool etilico.
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4.4.2.2 Determinacdo da densidade relativa »,d*

A determinacdo da densidade relativa foi realizada de acordo com a
Farmacopéia Brasileira (2010), por picnometria. A densidade relativa foi obtida pela
relacdo entre a massa da amostra e a massa da agua, nas mesmas condicdes de
temperatura (20 °C) e a partir de iguais volumes dessas substancias. Previamente a
execucdo do procedimento foi realizada a calibracdo do picndmetro, pela
determinacdo da massa do picndmetro vazio e da massa de seu conteddo com

agua, recentemente destilada e fervida, a 20 °C.

4.4.2.3 Determinacéo do indice de refracdo *°np

O indice de refracdo foi determinado em funcdo da luz de sodio no
comprimento de onda 589,3 nm (raia D) e a 20 + 0,5 °C, em refratdmetro ABBE,

previamente calibrado, segundo a Farmacopéia Brasileira (2010).

4.4.2.4 Determinacéo do Poder rotatério ap

O poder rotatério ap?® foi determinado de acordo com a Farmacopéia
Brasileira (2010), utilizando-se polarimetro e as medicdes realizadas a 589 nm a 20
°C £ 0,5 °C, pela média de pelo menos cinco determinac¢des corrigidas pelo branco,
utilizando-se 0 mesmo solvente utilizado para o preparo da solucdo da amostra.
Especificagéo do Polarimetro: JADSCO P-2000.



63

4.4.3 Cromatografia gasosa acoplada a espectrometro de massa (GC/EM)

As amostras para a cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas foram diluidas na proporcdo de 1 pL/mL em n-hexano. Foi utilizado o
cromatégrafo gasoso VARIAN® 3800 acoplado ao espectrdmetro de massa
SATURN® 200, equipado com uma coluna apolar CP-Sil 8 low bleeding (30 m x 0,25
um). Utilizou-se como gas de arraste o hélio, a uma pressao constante de 59 kPa e
vazdo constante de 1 mL/min. A temperatura do injetor foi de 280 °C, sendo a
temperatura inicial de 60 °C, com rampa de aquecimento de 3 °C/min, elevando até
a tempratura final de 280 °C por 10 min.

A identificacdo dos compostos foi efetuada por comparagdo com os dados da
literatura (ADAMS, 2007) e com os espectros da biblioteca NIST 2008 — banco de
dados do sistema.

Foram realizados os célculos do indice de Kovats (IK) para auxiliar na
identificacdo de cada composto através da comparag¢do do tempo de retencdo da
amostra em relacdo a padrdes de uma série de n-alcanos. Este indice de retencdo
foi proposto por Kovats em 1958, como parametros de identificacdo (SKOOG et al.,
2002).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERIZACAO FITOQUIMICA DAS PARTES AEREAS DE Liquidambar
styraciflua

5.1.1 Ensaios fitoquimicos preliminares

Os ensaios fitoquimicos preliminares, realizados a partir dos extratos
aquosos e das fragbes n-hexano (F1), cloroférmio (F2), acetato de etila (F3), butanol
(F4) e etanol a 70% (F5), de folhas e cascas do caule, revelaram uma ampla gama
de classes de metabdlitos secundarios que sdo produzidos pela espécie vegetal L.
styraciflua. Nas fracdes, a pesquisa foi direcionada levando-se em consideracdo a
probabilidade de encontrar determinada classe de compostos. Desta forma, por
exemplo, a classe dos flavonodides foi pesquisada nas fracbes F3, F4 e F5 do extrato
hidroalcodlico fracionado, tendo em vista suas caracteristicas mais intermediarias de
polaridade, em funcéo de sua estrutura quimica.

De acordo com Farias (2010), a identidade baseada nos constituintes
quimicos exige conhecimentos fitoquimicos prévios, por intermédio de reacdes
qguimicas de caracterizacdo ou de um perfil cromatografico, bem como o isolamento,
a purificagdo e a elucidagdo estrutural das principais substancias. As reacdes
quimicas permitem verificar a presenca de grupos de substancias, por exemplo,
flavondides, alcalbides, esteroides, entre outros, sendo método simples, de rapida
execucdo e baixo custo. Estas reacdes sdo, geralmente, inespecificas, ocorrendo
através de grupos funcionais ou estruturas comuns a varias substancias. Algumas
reacoes, entretanto, sédo consideradas especificas, ocorrendo somente com algumas
estruturas tipicas de uma unica classe de sustancias.

Por meio dos ensaios preliminares com a espécie L. styraciflua foi
evidenciada a presenca de glicosideos antocianicos e saponinicos, taninos

hidrolisaveis e condensados, acidos fixos e aminogrupos no extrato aquoso a 20%
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de folhas, assim como no extrato aquoso das cascas do caule da espécie em
guestao, de acordo com os dados das Tabelas 2 e 4.

No extrato hidroalcodlico de folhas, posteriormente fracionado, verificou-se a
presenca de flavondides na fracdo acetato de etila, butandlica e etandlica a 70%;
cumarinas na fracdo etandlica; esterdides e/ou triterpendides na fracdo cloroférmica;
presenca de iridides em todas as fracbes, com excecdo da fracdo hexanica,
presenca de taninos e saponinas nas fracdes butandlica e etandlica e aminogrupo
na fracdo etandlica. Nas fracdes das cascas do caule foram obtidos os mesmos
resultados, sendo, porém, as cumarinas evidenciadas também na fracdo
cloroférmica e os iridoides presentes em todas as fracdes de pesquisa, conforme
dados das Tabelas 3 e 5.

TABELA 2 - CLASSES DE METABOLITOS SECUNDARIOS PRESENTES NO EXTRATO AQUOSO
A 20% DAS FOLHAS DE Liquidambar styraciflua

METABOLITOS SECUNDARIOS RESULTADOS

GLICOSIDEOS ANTOCIANICOS +

GLICOSIDEOS CIANOGENICOS -

ACIDOS VOLATEIS -

ACIDOS FIXOS +

GLICOSIDEOS SAPONINICOS

Teste da Espuma +
TANINOS

Solucéo de gelatina +
Cloridrato de emetina +
Cloreto férrico 1% +
Sulfato de ferro amoniacal 5% +
Formol cloridrico +
AMINOGRUPO +

+: REAC}(:)ES POSITIVAS
- : REACOES NEGATIVAS



TABELA 3 - CLASSES DE METABOLITOS SECUNDARIOS PRESENTES NAS FRACOES DO

EXTRATO HIDROALCOOLICO DAS FOLHAS DE Liquidambar styraciflua

METABOLITOS
SECUNDARIOS

RESULTADOS

66

F1

F2

F3

F4

F5

ALCALOIDES

GLICOSIDEOS FLAVONICOS

Reacdo de Shinoda

Reacdo Oxalo-bdrica

Reacéo de Pacheco

Reacéo de Zinco

Leucoantocianidinas

X | X | X| X| X

X | X | X| X| X

GLICOSIDEOS
ANTRAQUINONICOS

CUMARINAS

uv

ESTEROIDES E/OU TRITERPENOIDES

Reacéo de Liebermann
Bouchard

>

X

Reacéo de Baljet

Reacéo de Xantidrol

Reacéo de Tollens

Reacéo de Keller-Killiani

X | X | X| X

X| X| X| X

X | X | X| X

X| X| X| X

IRIDOIDES

Reacédo com cristais de
fluoroglucinol e HCI

Reacdo com acido
sulfdrico R

Reacédo com vanilina e
acido sulfarico

AMINOGRUPOS

GLICOSIDEOS SAPONINICOS

Teste da Hemdlise

Teste da Espuma

TANINOS

*: VESTIGIOS

x: FRACOES NAO AVALIADAS
+: REACOES POSITIVAS

- : REACOES NEGATIVAS
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TABELA 4 - CLASSES DE METABOLITOS SECUNDARIOS PRESENTES NO EXTRATO AQUOSO

A 20% DAS CASCAS DO CAULE DE Liquidambar styraciflua
METABOLITOS SECUNDARIOS

RESULTADOS

GLICOSIDEOS ANTOCIANICOS

+

GLICOSIDEOS CIANOGENICOS

ACIDOS VOLATEIS

ACIDOS FIXOS

GLICOSIDEOS SAPONINICOS

Teste da Espuma

TANINOS

Solucéo de gelatina

Cloridrato de emetina

Cloreto férrico 1%

Sulfato de ferro amoniacal 5%

Formol cloridrico

AMINOGRUPO

+: REAC}C:)ES POSITIVAS
- : REACOES NEGATIVAS



TABELA 5 - CLASSES DE METABOLITOS SECUNDARIOS PRESENTES NAS FRACOES DO
EXTRATO HIDROALCOOLICO DAS CASCAS DO CAULE DE Liguidambar styraciflua

METABOLITOS SECUNDARIOS RESULTADOS

F1

F2

F3

F4

F5

ALCALOIDES

GLICOSIDEOS FLAVONICOS

Reacéo de Shinoda

Reacéo Oxalo-bdrica

Reacéo de Pacheco

Reacéo de Zinco

Leucoantocianidinas

X | X| X| X| X

X | X[ X| X| X

GLICOSIDEOS
ANTRAQUINONICOS

CUMARINAS

uv

ESTEROIDES E/OU TRITERPENO

IDES

Reacdo de Liebermann

Bouchard

Reacéo de Baljet

Reacéo de Xantidrol

Reacéo de Tollens

Reacéo de Keller-Killiani

X[ X| X| X

X | X| X| X

X[ X| X| X

X | X| X| X

IRIDOIDES

Reacé&o com cristais de
fluoroglucinol e HCI

Reacdo com acido
sulfarico R

Reacdo com vanilina e
acido sulfarico

AMINOGRUPOS

GLICOSIDEOS SAPONINICOS

Teste da Hemdlise

Teste da Espuma

TANINOS

x: FRACOES NAO AVALIADAS
+: REACOES POSITIVAS
- : REACOES NEGATIVAS
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Dentre as classes de metabdlitos secundarios presentes nas partes aéreas
estudadas do vegetal, identificados nas reagcdes acima apresentadas, estdo 0s
flavondides, taninos, as antocianinas e as cumarinas, caracterizados como
compostos fendlicos.

A presenca de glicosideos flavonicos, neste trabalho, foi determinada pelas
reacdes caracteristicas, apresentando nas reacOes testadas, pelo menos um
resultado positivo que indicasse sua presenca, o que foi constatado nas fragcoes F3,
F4 e F5 das folhas e cascas do caule.

As cores outonais, de amarelo a vermelho, apresentadas pela espécie em
estudo, provalvelmente se devem a presenca das antocianinas, compostos
detectados no vegetal.

A presenca de taninos hidrolisaveis e condensados foi relatada em estudo
verificando a relacdo entre a herbivoria e a presenca de taninos, em arvores de
baixas e altas latitudes, comparativamente, utilizando a espécie L. styraciflua e
outras que também apresentam esta classe de compostos (ADAMS et al., 2009). Em
conformidade, as andlises qualitativas com cloridrato de emetina, gelatina, sais de
ferro 1ll, sulfato de ferro amoniacal e formol cloridrico, realizadas com as folhas e
cascas do caule, neste trabalho, revelaram a presenca das duas classes de taninos,
condensados e hidrolisaveis.

Ja a presenca de cumarinas p6de ser constatada pelo desenvolvimento de
fluorescéncia na camara de ultravioleta (365 nm), apds os tratamentos necessarios
com as amostras testadas.

Outra classe de compostos identificados nas partes aéreas do vegetal em
estudo foram as saponinas. De acordo com (SCHENKEL et al., 2010) a detecc¢ao de
saponinas no vegetal € realizada a partir de suas propriedades quimicas e fisico-
quimicas, através da reacdo com acidos minerais, aldeidos arométicos ou sais de
metais, ou ainda, pela dimuinuicdo da tenséo superficial e/ou pela acdo hemolitica.

As propriedades biolégicas das saponinas sdo determinadas pelo seu
comportamento anfifilico e pela habilidade em formar complexos com esteréides,
proteinas e fosfolipideos de membrana (SCHENKEL et al., 2010). O teste da
espuma apresentou resultado positivo em ambos os extratos de folhas e caule,

porém o teste de hemdlise apresentou resultado positivo apenas para a fracéao
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butandlica das folhas. Diante disto, acredita-se que estejam presentes saponinas de
ambas as classes, esteroidais e/ou triterpénicas, na folha, e no caule apenas
saponinas triterpénicas.

A fracdo apolar (F2), submetida a reacdo de Lieberman-Burchard para
esterdides e/ou triterpenos demonstrou resultado positivo, em ambas as partes
aereas, com o desenvolvimento de uma coloracdo rosada. Para esta classe de
compostos, também resultaram positivos os testes de Keller-Killiani e Tollens.

Na pesquisa de aminogrupos, houve o desenvolvimento de coloracdo
azulviolacea resultante da reacdo desenvolvida com a ninhidrina, indicando a
presenca de aminogrupos nos extratos aquosos analisados e na fracdo F5, de
caracteristicas polares. Os iridéides também sdo um grupo de compostos que se
encontra presente nas folhas e cascas do caule de L. styraciflua, conforme
observado em frac6es do extrato hidroalcodlico fracionado, por meio de pelo menos
uma reacao positiva dentre os trés testes realizados para esta pesquisa.

No entanto, as reacfes para identificacao de alcal6ides, em todas as fracbes
pesquisadas, resultaram negativas, ndo ocorrendo reacOes de precipitacao
caracteristicas frentes aos reativos gerais utilizados. A reacdo de Borntrager para
glicosideos antraquinénicos nédo revelou a formacéo da coloracédo avermelhada. Nao
foi verificada a presenca de acidos volateis, avaliada nos extratos aquosos de folhas
e cascas do caule de L. styraciflua, assim como néo foi verificada a presenca de
glicosideos cianogénicos.

A presenca de taninos, proantocianidinas e flavondides, esta de acordo com
o verificado para a subclasse Hamamelididae, que esta relacionada a Magnoliidae
via Trochodendrales (recordar, se necessario, a classificacdo da espécie no item 3.3
— 8° paragrafo) compostos comumente encontrados na subclasse em questdo. Em
conformidade também estd a presenca de iriddides, relatados como rara nesta
subclasse, ocorrendo apenas em L. styraciflua (TAKHTAJAN, 2009).

Alguns outros compostos quimicos advindos da espécie L. styraciflua foram
verificados na literatura.

As sementes da espécie, a exemplo, sdo fontes de acido chiquimico, um
composto de partida na sintese comercial do agente antiviral oseltamivir e um

importante intermediario na biossintese de aminoacidos aromaticos em plantas,
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representando uma importante fonte natural renovavel deste composto (ENRICH et
al., 2008; MARTIN et al., 2010).

As espécies de Liguidambar sdo também conhecidas por suas exsudacfes
balsdmicas (GUENTHER, 1989). Liquidambar styraciflua é assim denominada
devido a seiva de cor marrom-clara semelhante ao mel que, uma vez concentrada
mediante fervura, torna-se um balsamo utilizado para fins medicinais. Esse balsamo
tem sido usado, desde os tempos dos Aztecas, no tratamento de disenteria, catarro
pulmonar, doencas de pele e outros males. As propriedades medicinais sao
atribuidas aos compostos de &cido cinamico contidos na seiva (SHIMIZU, 2005;
YANG et al.,, 2011). O bélsamo das cascas de Liquidambar orientalis também é
utilizado com remédio para problemas de pele (METCALFE E CHALK, 1950).

Em outra espécie do género, Liquidambar formosana, a resina extraida é
frequentemente utilizada para tratamento de carbunculo, herpes, Ulcera, inchaco,
hemorrinia e dor de dente na medicina chinesa. Os estudos indicaram que a resina
consiste principalmente de constituintes quimicos de triterpendides, acido cinamico e
seus derivados, possuindo acao farmacolégica antitumoral, antiagregante e
antiarritmica (YANG et al., 2011).

Fundalmentalmente, de acordo com Lapa e colaboradores (2010), a
pesquisa de grupos quimicos visa garantir a uniformidade na obtencdo de um
medicamento fitoterdpico. O controle da estabilidade da forma pressupde que a
matéria-prima em estudo seja uniforme e, na maioria das vezes, exige conhecimento
prévio da sua constituicdo quimica. Neste sentido, 0os autores ressaltam que o0s
diferentes produtos intermediarios (tinturas, granulados, extratos secos, etc.) devem
ser caracterizados através de seus constituintes quimicos, por método de facil
execucao. A opgado mais segura seria identificar e determinar a concentracdo da(s)
substancia(s) ativa(s), o que nem sempre € possivel frente ao grande nimero de
componentes presentes no extrato. A utilizagdo de susténcias marcadoras,
relacionando, por exemplo, a concentracdo das substancias mais abundantes, ou a
dos grupos quimicos com a atividade bioldgica, é alternativa a ser validada.

E possivel verificar que s&o varias as aplica¢bes industriais de compostos
obtidos de fontes vegetais. De acordo com Schenkel e colaboradores (2010), estes

compostos podem ser utilizados em preparacdes farmacéuticas, atuando como



72

substancias ativas, responsaveis pela acao terapéutica, e também como adjuvantes,
substancias que viabilizam a administracdo e a manutencdo da qualidade do
medicamento, contribuindo, portanto, como fornecedores de insumos para estas
duas classes de matérias-primas farmacéuticas.

Finalmente, de acordo com Farias (2010) os estudos de natureza quimica
permitem o estabelecimento de marcadores quimicos, que sdo indispensaveis para
o planejamento e monitoramento das ac6es de transformacds tecnologicas e para 0s
estudos de estabilidade dos produtos intermediario e final, na elaboracdo de

medicamentos fitoterapicos.

5.1.2. Caracteristicas Organolépticas e Teor de Solidos (Residuo Seco)

Extratos, do latim extractus, referindo-se a algo que extraido de uma outra
coisa, sao preparacdes concentradas obtidas de drogas vegetais ou de plantas
frescas por meio de um dissolvente apropriado seguido de sua evaporac¢éao total ou
parcial e ajuste do concentrado a padrdes previamente estabelecidos. Dentre os
meios de obtencdo, destaca-se a maceracao, decoccao, infusdo, digestdo e a
percolacdo (OLIVEIRA; AKISUE, 2000).

Dentre os tipos de extratos passiveis de serem obtidos tém-se os extratos
fluidos, que consistem de preparagfes liquidas obtidas de drogas vegetais e
preparadas de modo que cada militro contenha os principios ativos sollveis de 1 g
da droga devidamente dessacada ao ar livre (OLIVEIRA; AKISUE, 2000).

A partir dos extratos liquidos aquosos e hidroalcodlicos de L. styraciflua
foram realizados os ensaios de caracteres organolépticos e determinou-se, ainda, o
teor de residuo seco dos mesmos e das respectivas fracbes, apOs particdo com
solventes de polaridades crescentes.

Nos ensaios de caracteristicas organolépticas do extrato agquoso a 20% de
folhas e cascas do caule de L. styraciflua, as folhas apresentaram extrato com cor
marrom-esverdeado, odor herbaceo e sabor adstringente. J4 as cascas

apresentaram extrato com cor marrom, odor aromatico e sabor levemente amargo e
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adstringente. O extrato aquoso das folhas apresentou pH 4 e teor de solidos de
19,11 g% e o extrato aquoso das cascas pH de 4-5 e teor de solidos de 9,63 g%,
conforme apresentado na Tabela 6.

TABELA 6 - CARACTERISTICAS ORGANOLEPTICAS E TEOR DE SOLIDOS DOS
EXTRATOS AQUOSOS A 20 % DE FOLHAS E CAULE.

Extrato aguoso a 20%

Cor marrom esverdeado Marrom
Odor Herbaceo Aromatico
Sabor Adstringente levemente adstringente/amargo
Ph 4 4ab
Teor de Sélidos (m/m) 19,114 g% 9,63 g%

Nos ensaios com o extrato hidroalcodlico a 20%, por sua vez, o extrato das
folhas apresentou-se com cor marrom esverdeado claro, sabor adstringente, pH 4 a
5 e teor de solidos de 11,39 g%. O extrato das cascas do caule, por outro lado,
apresentou cor marrom esverdeado escuro, sabor levemente adocicado, pH 5 e teor
de sdlidos de 11, 74 g%, conforme pode ser evidenciado na tabela abaixo (Tabela
7).

TABELA 7 - CARACTERISTICAS ORGANOLEPTICAS E TEOR DE SOLIDOS DOS
EXTRATOS HIDROALCOOLICOS A 20 % DE FOLHAS E CAULE.

Extrato hidroalcodlico a 20%

Caracteristicas Organolépticas Folhas Caule
Cor marrom esverdeado claro marrom esverdeado escuro
Odor levemente adocicado aromatico/amadeirado
Sabor picante/adstringente levemente adocicado
pH 4a5 5
Teor de S6lidos (m/m) 11,39 g% 11,74 9%

A analise comparativa dos dados presentes nas tabelas 6 e 7 permite
estabelecer que as folhas possuem maior quantidade de compostos com
caracteristicas mais polares presentes, ja que apresentou maior teor de residuos
sélidos extraidos quando da utilizacdo do solvente aquoso em relagdo a extracao

com a mistura agua-alcool, ao passo que o caule teve seus constituintes mais
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extraidos com a solucado hidroalcodlica, indicando maior presenca de compostos de
polaridades mais intermediérias.

De acordo com Farias (2010), a analise sensorial, ou seja, a analise do
aspecto visual, do sabor, do odor e da percepcdo ao tato de matérias-primas
vegetais € o0 meio mais simples e rapido de verificar alguns parametros de
qualidade, principalmente de identidade e pureza. Quanto a pureza, muitas vezes a
simples analise organoléptica pode permitir a verificacdo da contaminacdo por

fungos ou o odor de material em decomposicdo. A caracteristica de sabor verificada

em ambos o0s extratos aquosos e hidroalcodlico a 20%, no presente trabalho,
propiciou um indicio prévio da presenca de taninos, indicada pelo sabor adstringente
dos extratos.

A Tabela 8 apresenta os resultados de teor de solidos presentes nas fracées
da folha e das cascas do caule, a partir do fracionamento com o0s solventes de
escolha ja mencionados.

TABELA 8 - TEOR DE SOLIDOS DAS FRACOES DOS EXTRATOS HIDROALCOOLICOS A 20 %
DE FOLHAS E CAULE.

Fracdes do Extrato hidroalcodlico a 20%

Rendimento (g/mL) Folhas Caule
F1 0,0005 0,0023
F2 0,0011 0,0018
F3 0,0098 0,0025
F4 0,0153 0,0036
F5 0,0148 0,0094

Para as folhas, as fracdes que apresentaram maior teor de solidos foram as
extraidas com acetato de etila, butanol e etandlica a 70% em agua, sendo 0s
metabdlitos mais “extraiveis” nestes solventes de maior polaridade em relacdo aos
solventes apolares utilizados (éter de petroleo e diclorometano), o que indica a maior
presenca de compostos de polaridades intermediarias a polares nas partes aéreas

em estudo.
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5.1.3 Determinacao do Teor de Umidade das folhas

A determinacdo da umidade, por meio da obtencdo do peso constante, a
partir da pesagem inicial de 10 g de folhas frescas e da pesagem final deste
material, apés secagem em estufa a 50 °C, por 24 horas, conduziu a um teor de
umidade correspondente a 63% do peso das folhas, conforme os dados e céalculos
abaixo.

Peso inicial (tomada de amostra) = 10 g
Peso final (peso constante apés secagem) = 3,7 g
Peso relativo a massa de agua perdida=10g-3,79g=6,3¢g

10 g de folhas ------------------- 6,3 g de agua
100 g de folhas ----------------- X
X=63% (m/m) de agua
A fim de orientar a quantidade de folhas a serem coletadas para a extracao
do éleo essencial é possivel realizar um célculo simples, que leva em consideragéo

a massa de agua presente no material, como segue:

100 g folhas Umidas ---------- 37% solidos vegetais
Y oo 100% solidos vegetais
y= 270, 3 g de folhas umidas (recém-coletadas)

Este valor indica a quantidade necesséaria de folhas a serem coletadas,
considerando a perda em peso relativa & massa de agua, apdés secagem do
material. Ou seja, € necessario coletar uma a quantidade muito superior do vegetal
para garantir o rendimento desejado do 6leo, ja que grande parte do peso inicial das

folhas coletadas (63%) corresponde a massa de agua presente.
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5.2 CARACTERIZACAO MORFOANATOMICA DAS PARTES AEREAS DE

Liguidambar styraciflua

5.2.1 Descrigdo morfologica de Liquidambar styraciflua, L., Altingiaceae

A morfologia das folhas e da casca estd de acordo com a descricao de
Lorenzi (2003). O autor descreve L. styraciflua como arvore caducifélia, mondica, de
20-25m de altura, de tronco ereto (Figura 15), com casca pardo-acizentada nas
plantas jovens, mais escura e muito fendida longitudinal e transversalmente nas
plantas adultas (Figuras 16 e 17). A ramagem esta disposta de maneira a formar
copa conica ou piramidal (Figuras 15, 18 e 19). As folhas sdo simples, aglomeradas
nas extremidades dos ramos, alternas, com peciolo longo, palmatilobadas, com 5-7
lobos agudos, verde-brilhantes e de margens serrilhadas, com cerca de 6-12 cm de
comprimento (Figuras 13, 14 e 20) e com evidéncia macroscopica da presenca de
tricomas na face abaxial das folhas, com maior concentracdo na regido de insercéo
do peciolo e inicio da nervura de maior porte (Figura 21). A morfologia das partes
aéreas em estudo também encontram-se em conformidade com as descri¢cdes
morfolégicas referentes a familia, género e espécie, expostas nos itens 3.3 e 3.4.

A média obtida a partir da mensuracao de 42 folhas resultou em 9,28 cm de
comprimento e 11,05 cm de largura (Figuras 13 e 14)

Ainda de acordo com Lorenzi (2003), as inflorescéncias masculinas e
femininas na espécie L. styraciflua encontram-se separadas na mesma planta e séao
terminais, globosas, formadas entre setembro e outubro.

Os frutos, por sua vez, produzidos em grande namero, sdo do tipo capsula
globosa e epinescente (Figuras 22 e 23), arranjadas em uma infrutescéncia em
forma de pequenas esferas (cabecas). Quando maduras, estas se abrem, lancando
uma grande quantidade de sementes pequenas e aladas, com grande capacidade
de disperséao pelo vento (GUTTENBERG, 1952; LORENZI, 2003).
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FIGURA 13 — EXEMPLO DE MEDIDA DO COMPRIMENTO DE FOLHA UTILIZADA NO CALCULO
DAS MEDIAS DAS DIMENSOES

e e

i

FIGURA 14 - EXEMPLO DE MEDIDA DE LARGURA DE FOLHA UTILIZADA NO CALCULO DAS
MEDIAS DAS DIMENSOES
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FIGURA 15 - ASPECTO GERAL DA ARVORE DE Liquida
FONTE: Nakashima (2011)
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FIGURA 16 — ASPECTO GERAL DO TRONCO DA ARVORE DE Liquidambar styracifiua
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FIGURA 17 - DETALHE DAS CASCAS DO TRONCO DA ARVORE DE Liquidambar styraciflua.
FONTE: Nakashima (2011)
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FIGURA 18 - DETALHE DA COPA E ASPECTO DAS FOLHAS DE Liquidambar styraciflua
FONTE: Nakashima (2011)

- - A\ - > -
FIGURA 19 - ASPECTO GERAL DA COPA DAS FOLHAS DE Liquidambar styraciflua
FONTE: Nakashima (2011)
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Figura 20 — ASPECTO DA FACE ABAXIAL DAS FOLHAS DE Liquidambar styraciflua, COLETADAS
NO PERIODO DO OUTONO
FONTE: Nakashima (2011)

Figura 21 — EVIDENCIA MACROSCOPICA DA PRESENGA DE TRICOMAS NA FACE ABAXIAL DAS
FOLHAS DE Liquidambar styraciflua
FONTE: Nakashima (2011)
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Figura 22 — ASPECTO DO FRUTO SECO DE Liquidambar styraciflua
FONTE: Nakashima (2011)

Figura 23 — ASPECTO DO FRUTO VERDE DE Liquidambar styraciflua
Fonte: Nakashima (2011)
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5.2.2 Descrigéo anatdomica das folhas de Liquidambar styraciflua

De acordo com Farias (2010) a identificacdo dos caracteres botanicos
microscopicos exige a preparacdo adequada do material. O preparo das laminas
pode ser realizada a partir de drogas inteiras ou de material fragmentado, por meio
de cortes histolégicos, sendo possivel, ainda, realizar a andlise a partir do préprio p6
da droga. Frequentemente, preconiza-se também a realizacdo de reacdes
histoquimicas, as quais permitem a caracterizacdo de certos grupos de constituintes
guimicos auxiliares na identificacdo das estruturas microscoépicas.

Desta forma, as diversas microtécnicas realizadas no presente trabalho
visaram identificar e verificar possiveis marcadores para o0s 6rgaos vegetais
analisados.

Para realizar a discussdo das estruturas anatdbmicas descritas para a
espécie L. styraciflua, de forma comparativa a espécies de parentescos préoximos,
levou-se em consideracdo as informacfes pertinentes em nivel de familia,
considerando a primeira classificacdo proposta para a espécie, como pertencente a
familia Hamamelidaceae, e também com dados da familia Altingiaceae, em que
atualmente se encontra classificada. De forma ainda mais restritiva, foram
consideradas as informacgdes relativas ao género Liquidambar, a que pertence. Os

resultados encontrados, portanto, estdo contemplados nos itens a seguir.

5.2.2.1 Epiderme

A epiderme das folhas de L. styraciflua corresponde a um tecido com uma
Unica camada de células em ambas as faces, caracterizando-se, portanto, como
uniestratificada. Em secc¢do transversal sdo observadas células com formatos
arredondados a ovalados, de diferentes tamanhos, sendo as células da face adaxial

de maior tamanho que as da face abaxial (Figura 24A).
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Em vista frontal, as células epidérmicas apresentam-se com formato
poliédrico, com sinuosidades nas paredes anticlinais em ambas as faces (Figuras
24B, C, D e F).

As Figuras 24C, D, E e F revelam a visdo frontal geral das células
epidérmicas, por meio da técnica de Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV), em
suas faces adaxial (24C e 24D) e abaxial (24E e 24F), respectivamente.

Em relacdo a presenca de estdmatos, a folha € caracterizada como anfi-
hipoestomatica, por apresentar estdtmatos em ambas as faces (Figuras 24E, 24F,
25B e 25C) e por estes estarem localizados em maior nimero na face abaxial
(Figuras 24E, 24F e 25A). Na face adaxial, os estdbmatos, em menor quantidade, se
localizam principalmente nas regides proximas a nervura central (Figura 25C).

Os estdmatos presentes sdo predominantemente do tipo paracitico?, porém
também se observa, em menor grau, a presenca de estdmatos do tipo tetracitico®,
(Figura 24E, 24F e 25A). A classificacdo dos estbmatos € dada em funcdo do
formato e arranjo das células subsidiarias no entorno dos mesmos (METCALFE e
CHALK, 1950). Segundo estes autores, pode existir uma ampla variagdo no
tamanho dos estématos, assim como em sua frequéncia e distribuicao.

Pela técnica de MEV pode-se verificar também a presenca de estrias
cuticulares, apenas na face abaxial, que fornecem um aspecto estriado a esta
superficie, conforme representado na figura 25E. A parede periclinal externa
apresenta-se revestida por cuticula (Figura 25F).

A epiderme das folhas de L. styraciflua apresenta tricomas do tipo tector,
classificados como pluricelulares e unisseriados (Figura 26).

Estes tricomas encontram-se concentrados, em grande numero, na face
abaxial da folha, localizados na por¢cdo mais proxima a regido do peciolo (Figuras
26D, E e F) e emergindo da nervura central (Figuras 26A e 26C).
Macroscopicamente, é possivel verificar a presenca dos tricomas nesta regiao das
folhas (Figura 21).

2 Estdmatos acompanhados em ambos os lados por um ou mais células subsidiarias paralelas ao
eixo longitudinal do poro e das células-guarda (METCALFE; CHALK, 1950).
® Estdmatos com quatro anéis de células subsidiarias (METCALFE; CHALK, 1950).
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A analise ultraestrutural a partir da MEV permitiu a classificacdo precisa da
morfologia dos tricomas. A Figura 26C destaca a base dos tricomas e como estes
emergem da nervura central, auxiliando na sua classificagéo.

Os tricomas estdo presentes na face abaxial e ausentes na face adaxial
(Figura 26 E).

As estutruras verificadas estdo de acordo com as descricbes de Metcalfe e
Chalk (1950). De acordo com os autores, na familia Hamamelidaceae, composta de
arvores e arbustos, a folha é sempre dorsiventral, os tricomas sdo quase que
exclusivamente nao-glandulares, na maior parte tufados ou estrelados,
frequentemente com paredes espessas e lumen estreito. Os estdbmatos, confinados
na face abaxial, sdo rubidceos, com uma ou mais células subsidiarias em ambos os

lados do poro.

5.2.2.2 Mesofilo

O mesofilo das folhas é dorsiventral, composto, em geral, por duas camadas
de parénquima clorofiliano palicadico, caracteristico de Liquidambar, conforme
Metcalfe e Chalk (1950), e por paréquima clorofiliano lacunoso, com mais de um
extrato de células e com amplos espacos intercelulares (Figura 27A, 27B e 27H).
Ocorre na regido do mesofilo a presenca de idioblastos contendo cristais do tipo
drusas (Figuras 27B, 27C e 27G), especialmente na regido do parénquima lacunoso.
Foi verificada também a presenca de outros compostos, que sdo substancias
ergasticas provenientes do metabolismo do vegetal, como os compostos fendlicos,
revelados nos testes histoquimicos.

Segundo Metcalfe e Chalk (1950), no género Liquidambar os feixes
vasculares das nervuras estdo freqientemente rodeados por esclerénquima, e
acompanhados por pequenos cristais. Ocorre também a presenca de cristais
agrupados na regido do mesofilo.

Em alguns géneros da familia Hamamelidaceae, porém, €& relatada a

presenca de idioblastos esclerenquimaticos na regido do mesofilo. Estudo realizado



86

por Rao e Bhupal (1974), verificou em diversas espécies desta familia a tipologia
foliar em relagdo a presenca ou ndo de esclereides no mesofilo. Os estudos
sugeriram que os tipos de esclereides presentes, em poucos Taxas, podem ser
utilizados como ferramentas importantes na sisteméatica, orientando os critérios de
divisdo taxondmica. Neste estudo, dos varios Taxas examinados, esclereides de um
tipo ou o outro, em varias combinac¢es dentro do mesofilo, puderam ser relatados,
ou entdo, sua auséncia constatada. Estudo detalhados tém demonstrado que a
tipologia dos esclereides sao Uteis em destacar uma espécie ou grupo de espécies a
um género. De acordo com o autor, desta forma, a auséncia destas estruturas em
todas as espécies de Liguidamberoideae, levou a conclusédo de que pode haver uma
justificativa para a remocao de Liquidambar e Altingia de Hamamelidaceae e
realocacdo a uma familia independente, Altingiaceae.

O mesofilo das folhas de L. styraciflua possui, ainda, cavidades que
acumulam e secretam o 6leo essencial nesta espécie aromatica (Figura 27D, 27E e
27F), em conformidade com as descricOes de Metcalfe e Chalke (1950), que relatam
a presenca destas estruturas secretoras no interior do xilema (Figura 27E).

De acordo com Evert (2006), os 6leos essenciais sdo formados por células
especiais e excretados por intermédio de cavidades intercelulares. Oleos e gorduras
podem ser identificados por visualizagdo da coloracdo quando sao tratados com
Sudam Ill ou IV.

Segundo Dickison (2000), os espacgos secretores internos, contendo 6leos,
sdo usualmente descritos como cavidades ou canais de comprimento indeterminado.
Estas cavidades secretoras sao revestidas por células glandulares especializadas e
contém um amplo espaco, repleto de secrec¢do, possuindo possiveis origens
lisigenas, esquizégenas ou esquisolisigenas. Estudos ontogénicos, neste sentido,
com a espécie em questdo, podem elucidar como ocorre a formacdo destas
cavidades secretoras de 0Oleo, estando além dos objetivos deste trabalho.

Nos vegetais, segundo Gloria e Guerreiro (2006), os 0Oleos volateis podem
atuar na atracdo de agentes polinizadores, como no caso dos osmoforos, que
conferem fragrancia as flores e, também, repelir os insetos, por acado inseticida e

dissuasiva alimentar, reduzindo a herbivoria.
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5.2.2.3 Nervura Central

As células epidérmicas da nervura central, em vista frontal, apresentam-se
achatadas e com formato retangular, evidenciadas pela analise ultra-estrutural por
MEV (Figura 28E).

Em corte transversal, observam-se, nesta estrutura, regides de colénquima
subepidérmicas em ambas as faces e a disposicdo do feixe vascular colateral
(Figura 28A e 28D). De acordo com Metcalfe e Chalk (1950), o sistema vascular das
veias maiores das folhas forma um anel de xilema e floema em Liquidambar, assim
como em Altingia.

Assim como no mesofilo, ha na nervura central das folhas a presenca de
glandulas secretoras de 6leo essencial, de maior porte em relagcdo aos do mesofilo
(Figura 28A). De forma semelhante, ocorre também nesta regido a presenca de
idioblastos contendo cristais do tipo drusas, presentes, neste caso, ha regidao do
colénquima (Figura 28B).

As Figuras 28C e 28F demonstram o aspecto geral das células da nervura
central das folhas, na face abaxial, em contraste com as demais células, bem como
evidencia a insergcao dos tricomas presentes, anteriormente classificados.

Nas folhas, células preenchidas com mucilagem tanifera ocorrem na espécie
L. styraciflua (METCALFE; CHALK,1950), o que pode ser constatado pela utilizacéo
do corante policromatico azul de toluidina, que se cora em diferentes padrées de
coloracdo de acordo com o tipo de substancia presente, como é o0 caso de

mucilagens, em tons violaceos (Figura 28A).
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FIGURA 24 - CARACTERIZACAO DA EPIDERME DAS FOLHAS DE Liquidambar styraciflua. A.
SECCAO TRANSVERSAL DAS FOLHAS EVIDENCIANDO A EPIDERME DAS FACES ADAXIAL (ad)
E ABAXIAL (ab). B. VISTA FRONTAL DAS CELULAS DA EPIDERME ADAXIAL. C e D. VISAO
GERAL DAS CELULAS DA EPIDERME DA FACE ADAXIAL. E e F. VISAO GERAL DAS CELULAS
DA EPIDERME DA FACE ABAXIAL, COM A PRESENCA DE GRANDE NUMERO DE ESTOMATOS
(est).
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FIGURA 25 - CARACTERIZACAO DA FOLHA EM RELACAO AOS ESTOMATOS PRESENTES E
CARACTERISTICAS DA CUTICULA. A. PRESENCA DE ESTOMATOS NA FACE ABAXIAL DA
FOLHA; EVIDENCIADA A PRESENCA DE ESTOMATOS PARACITICOS (epc) E TETRACITICO
(etc). B. ESTOMATOS EM GRANDE NUMERO NA FACE ABAXIAL DA FOLHA. C. ESTOMATOS,
EM MENOR NUMERO, PRESENTES NA FACE ADAXIAL DA FOLHA. D. DETALHE DE UMA
FENDA ESTOMATICA. E. ESTRIAS CUTICULARES PRESENTES NA FACE ABAXIAL DA FOLHA.
F. CUTICULA (ct) EVIDENCIADA PELA UTILIZACAO DO REAGENTE SUDAM Il.
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FIGURA 26 - CLASSIFICACAO DOS TRICOMAS PRESENTES NA FOLHA DE Ligquidambar
styraciflua. A. TRICOMAS EMERGINDO DA NERVURA CENTRAL (nc). B. DETALHES DOS
TRICOMAS TECTORES (it) PLURICELULARES E UNISSERIADOS. C. INSERCAO DA BASE DOS
TRICOMAS NA NERVURA CENTRAL, INDICADA POR SETA. D. GRANDE NUMERO DE
TRICOMAS PRESENTES NA REGIAO DA FOLHA PROXIMA AO PECIOLO (pc). E. TRICOMAS
PRESENTES NA FACE ABAXIAL E AUSENTES NA FACE ADAXIAL (ad). F. VISAO GERAL DO
GRANDE NUMERO DE TRICOMAS PRESENTES NA FACE ABAXIAL (ab), EMERGINDO DA
NERVURA CENTRAL, NA FACE ABAXIAL. G. TRICOMAS TECTORES EM DETALHE.
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FIGURA 27 - CARACTERIZACAO DO MESOFILO DAS FOLHAS DE Liquidambar styraciflua. A.
SECCAO TRANSVERSAL DO MESOFILO, EVIDENCIADO OS PARENQUIMAS PALICADICO (pp) E
LACUNOSO (pl). B. MESOFILO EM SECCAO TRANSVERSAL, SENDO EVIDENCIADOS
IDIOBLASTOS CONTENDO DRUSAS (dr). C e G. DETALHE DA REGIAO DO PARENQUIMA
LACUNOSO CONTENDO IDIOBLASTOS COM DRUSAS (dr). D, E e F. CAVIDADE SECRETORA
DE OLEO ESSENCIAL DAS FOLHAS DE Liquidambar styraciflua PRESENTES NA REGIAO DO
MESOFILO. H. MESOFILO EVIDENCIADO A PARTIR DE CORTE A FRESCO, SEM COLORACAO.
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FIGURA 28 - CARACTERIZACAO DA NERVURA CENTRAL DAS FOLHAS DE Liquidambar
styraciflua A. VISAO GERAL EM SECCAO TRANSVERSAL, EVIDENCIANDO A PRESENCA DE
CAVIDADES SECRETORAS DE OLEO ESSENCIAL (gs), REGIOES DE COLENQUIMA
SUBEPIDERMICAS (cl) E DO FEIXE VASCULAR: XILEMA (x) E FLOEMA (fl). B. REGIAO DE
COLENQUIMA CONTENDO IDIOBLASTOS COM DRUSAS (dr). C. VISAO GERAL DA NERVURA
CENTRAL (nc) POR MEV. D. DETALHE DO FEIXE VASCULAR COLATERAL E DOS RAIOS
PARENQUIMATICOS (rp) DO XILEMA, INDICADOS POR SETA. E. DETALHE DAS CELULAS DA
NERVURA (cnc) CENTRAL, ACHATADAS E RETANGULARES, POR MEV, NA FACE ABAXIAL. F.
DETALHE DE TRICOMA EMERGINDO DA NERVURA CENTRAL, NA FACE ABAXIAL.



93

5.2.3 Descri¢ao anatomica do caule de Liquidambar styraciflua

O caule de L. styraciflua, caracteristico de espécies dicotileddneas,
apresenta crescimento secundario, com regidbes de cambio, floema secundario e
xilema secundario (Figuras 29B, 29G, 29H, 30A e 30C).

De acordo com Evert (2006), na espécie L. styraciflua os vasos estédo
distribuidos como poros difusos. De acordo com o autor, a palavra poros € utilizada
por anatomistas para se referir ao surgimento dos vasos nas seccdes transversais.
Desta forma, lenhos com poros difusos sédo lenhos em que 0s vasos, ou poros, Sao
uniformes em tamanho e distribuicdo, através de um anel de crescimento.

Em proximidade a regido do xilema, em secgdo transversal, ocorre a
formacao de ductos que secretam resina (Figuras 29B, 29C, 30A, 30B).

Metcalfe e Chalk (1950), relatam que estruturas secretoras ocorrem na
regido de protoxilema de Liquidambar, cada qual circundada por pequenos epitélios
celulares.

Conforme Bogle (1986), a presenca de ductos resiniferos associados aos
feixes vasculares de caules e folhas € encontrada na familia Altingiaceae e também
na familia Hamamelidaceae.

De acordo com Dickison (2000), ductos secretores sdo uma categoria de
estruturas secretoras que incluem ductos de resina e ductos de gomas. Comumente,
este termo se refere a ductos elongados contendo uma secrecdo derivada das
células epiteliais ao longo do ducto.

Ductos de resina aparecem como caracteristica constante nos sistemas
adaxial e radial (EVERT, 2006). Ductos axiais de resina estdo comumente
localizados na transi¢cao de lenho inicial e tardio ou por¢bes mais desenvolvidas dos
anéis de crescimento (WIMMER et al., 1999). Tipicamente, ductos de resina surgem
como um espaco intercelular esquisdgeno, por separacdo de células
parenquimaticas derivadas do cambio vascular. Cada ducto radial origina-se para
um ducto axial e é continuo do xilema para o floema, embora os ductos ndo possam
ser abertos na regidao cambial de espécies com finas paredes celulares
(CHATTAWAY, 1951; WERKER; FAHN, 1969; WODZICKI; BROWN, 1973).
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Segundo Gloria e Guerreiro (2006), a importancia das resinas para 0s
vegetais reside no bloqueio de ferimentos, tendo papel relevante na defesa contra
patégenos, e, assim como os 0leos volateis, podem afastar os insetos, reduzindo a
herbivoria.

As figuras 31A e 31 B revelam o aspecto geral do caule em seccao
longitudinal. Delimitando as regides de xilema e floema existe uma faixa cambial, e,
apos a regidao do floema, no sentido de formacédo do suber, ocorre uma bainha
esclerenquimética bem delimitada (Figura 29E, 30D, 30E e 31D). Na sequéncia, na
regido do parénquima cortical, hd a presenca de idioblastos contendo drusas
(Figuras 29A, 29F, 29G e 29H e 31C), graos de amido (Figuras 30F e 30G) e
substéancias fendlicas.

De acordo com Dickson (2000) entre as mudancas mais dramaticas que
ocorrem durante a transformacdo do alburno em cerne estdo o acumulo de uma
grande diversidade de substancias, como taninos, Oleos essenciais, gomas,
polifendis arométicos e sais de acidos organicos. Estes materiais se depositam no
limen e paredes celulares do cerne de algumas espécies, produzindo um xilema de
cor escura, com um odor caracteristico, que pode inclusive fornecer uma resisténcia
e acao repelente contra insetos.

Segundo Metcalfe e Chalk (1950), células com conteudo nao identificado,
provavelmente taniniferas ou mucilaginosas estdo presentes em numero variavel
nos tecidos nao lignificados de espécies em Hamamelidaceae, conforme pode ser
constatado nos cortes corados com azul de toluidina no caule de L. styraciflua
(Figuras 29A, B e E).

De acordo com Evert (2006), o floema secundario de angiospermas
apresenta uma maior diversidade de arranjo celular e maiores variacdes nos
componentes do que o floema de coniferas. Elementos de tubo crivado, células-
companheiras e células parenquimaticas séo elementos constantes do sistema axial,
enquanto fibras podem estar ausentes. Ambos 0s sistemas podem conter
esclereides, elementos secretores de origens esquizégena e lisigena, laticiferos e
varios idioblastos, que sdo células individualizadas, com contetdos especializados,
como mucilagem, 6leo, taninos e cristais. A formacgéo de cristais € comum e pode

ocorrer em células do parénquima, em células do raio parenquimatico ou em células
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de esclerénquima. Os cristais podem ser abundantes e contribuir como um
mecanismo de suporte mecéanico a casca, resultando em uma casca dura mesmo na
auséncia de esclerénquima.

Cristais, na espécie em estudo, encontram-se em grande nimero na regiao
de parénquima cortical, proximos a bainha esclerenquimatica (Figuras 29E, 29F e
29H).

A regido da periderme, como tecido de revestimento, € representada em
detalhe na Figura 29D, apresentando-se suberizada (Figura 31F).

No género Liquidambar, e em outras espécies de Hamelidaceae, no caule
jovem a cortica geralmente surge na subepiderme. O xilema e floema, nos entrends
dos caules jovens, constituem cilindros atravessados por raios unisseriados ou
bisseriados. O xilema inclui numerosos pequenos vasos angulares, raramente
superiores a 25 micra de diametro, providos com placas de perfuracéo
escalariformes, comumente anastomisadas, fornecendo aspecto de placas
parcialmente reticuladas (Figuras 31E, 32D, 32E e 32F). Pequenos canais
secretores medulares (Figuras 29B e 30B) ocorrem no caule das espécie em Altingia
e Liquidambar e ndo em outros géneros, o que os particulariza, neste aspecto,
dentro da familia Hamamelidaceae (METCALFE E CHALK, 1950).

5.2.4 Técnicas complementares para descricdo anatdbmica das partes aéreas de

Liquidambar styraciflua

A técnica de maceragdo permitiu evidenciar a caracteristicas das células da
epiderme do limbo e da nervura central das folhas, além do tipo de estdmatos
presentes (Figuras 32A, B e C).

A analise do macerado do caule revelou a presenca de elementos de vaso
com placas de perforagdo do tipo escalariformes, que podem ser uteis como
marcadores da espécie em questdo (Figuras 32D a F). De acordo com Dickison
(2000), uma placa de perforacéo escalariforme é uma placa composta, consistindo

de aberturas elongadas, paralelas, separadas por uma ou muitas (mais de 100)
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barras ramificadas ou nao ramificadas. Entre elementos de vasos com placas de
perforacdo escalariformes, as perforagbes individuais estdo delimitadas pelo
contorno original da parede. Estas placas s&o caracteristicas da familia
Hamamelidaceae, assim como de algumas outras familias, como Betulaceae,
Hydrangeaceae, Magnoliaceae e Theaceae. Contrastam com placas de perforacao
simples, tipo mais comum verificado entre as angiospermas, cuja area de parede
terminal tipicamente exibe aberturas largas, simples, circulares ou elipticas, que
frequentemente deixam apenas um aro estreito de parede priméaria remanescente.

A maior parte dos elementos de vasos possuem ou exclusivamente placas
de perforacdo simples ou exclusivamente placas de perforacdo escalariformes,
embora alguns elementos possam desenvolver uma placa simples em uma parede
terminal e uma placa de perforagdo escalariforme na outra. Apenas raramente este
padrdo de combinacdo ocorre entre as paredes das extremidades de dois membros
de vasos adjacentes, o que foi descrito apenas para algumas familias, como
Verbenaceae e Asteraceae (DICKISON, 2000).

E importante ressaltar que, frequentemente, o material que chega a industria
nao esta em sua forma integra, mas sim rasurada ou na forma de p6. De acordo
com Farias (2010), a analise de amostras pulverizadas é mais complexa, exigindo o
reconhecimento de estruturas microscopicas caracteristicas e diferenciais,
complementada com as analise quimicas.

Importantes consideracfes, neste sentido, sdo fornecidas por Dickison
(2000). De acordo com o autor, drogas Uteis de origem vegetal, derivadas ou
extraidas a partir de tecidos vegetais, dependem da identificacéo correta das plantas
referentes e das exatas descricdes das estruturas vegetais. Importantes avancgos
ocorreram durante o século 19 e inicio do século 20 na industria farmacéutica e na
farmacognosia, culminando com descrigbes histologicas detalhadas de drogas.
Ainda hoje, € rotineira a analise de matérias-primas obtidas de plantas produtoras
de drogas, submetidas a observacdo microscopica, sendo especialmente importante
guando se trata de tecidos vegetais em p6 ou seccionados. O autor ressalta que,
além de exame macroscopico e da utilizacdo de testes quimicos diversos, a
avaliacdo microscoépica é essencial para a correta identificacdo da planta em poés e

também para a analise quantitativa de adulterantes, que pode ocorrer, também, pela
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completa substituicdo de um tecido da planta para outra. Quando uma parte da
planta encontra-se em p6, poucos caracteres morfolégicos, ou até mesmo nenhum,
encontram-se disponiveis para serem utilizados na identificagdo do medicamento,
pois as células e os tecidos tornam-se variadamente dissociados e divididos com a
maceracao. Nestes casos, a preparacao deve ser caracterizada usando a evidéncia
fornecida por células individuais, ou seja, por meio de elementos traqueais e
fibrosos, esclereides, células epidérmicas das folhas, tricomas, cristais ou corpos de
silica, e grdos de amido.

Desta forma, a técnica de maceracao realizada com os materiais botanicos
mostrou-se eficaz para determinar caracteristicas a serem verificadas para
reconhecimento da espécie L. styraciflua.

Nos testes histoquimicos, a partir da utilizacdo de diferentes reagentes, foi
possivel evidenciar e confirmar a presenca de diversas classes de compostos
presentes no vegetal, previamente identificados nas analises fitoquimicas de
identificagdo (item 5.5.1) como polifendis, amido, substancias graxas e células de
gordura. Trata-se de um método simples, rapido e de menor custo, que pode auxiliar
na identificacdo da espécie em questao.

Pela reacdo com o cloreto férrico, constatou-se a presenca de substancias
fendlicas no mesofilo e na nervura central, na regido dos raios parenquiméaticos e na
regido externa ao floema, proxima ao colénquima. J& com a utilizacdo do reagente
Sudam lll, nas folhas, foi possivel visualizar a cuticula e células com contetdo de
gordura, como as que contém Oleo essencial. A presenca de amido foi verificada
através da reacdo com o lugol, nas folhas e caule. No caule ha também intensa
presenca de substancias fendlicas, na regido dos raios parenquimaticos,
parénquima cortical e parénquima medular.

De acordo com Farias (2010), os estudos botanicos tém como objetivo a
identificacdo inequivoca de uma espécie vegetal, atravées da analise de
caracteristicas anatbmicas e morfologicas procurando destacar aquelas
consideradas peculiares de uma determinada espécie e que, em Ultima instancia,
estejam presentes na matéria prima vegetal. Da mesma forma, € importante o
estabelecimento de caracteristicas botanicas comparativas que permitam detectar a

presenca de uma ou mais espécies adulterantes.
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Segundo Schenkel e colaboradores (2010), na era Lineana as
caracteristicas florais eram as mais utilizadas e mais importantes nos sistemas de
classificacdo. Nos sistemas atuais, além das estruturas reprodutivas e vegetativas,
as caracteristicas anatdbmicas, embriolégicas e quimicas sdo consideradas em
mesmo nivel de importancia na delimitacdo dos taxons.

Portanto, as diversas técnicas atuais disponiveis para analise em morfologia
vegetal proporcionam aos estudiosos boas ferramentas para analise de materiais
vegetais processados. No ambito farmacéutico, visando determinar parametros de
identidade e qualidade da potencial droga vegetal, podem ser utilizadas técnicas
simples e menos dispendiosas, como colora¢cdes em cortes a mao livre e andlise de
partes do Orgdos vegetais fragmentados, utilizando a técnica de maceragdo, por
exemplo, ou ainda técnicas como infiltracdo e inclusdo em polietilenoglicol, aplicadas
neste trabalho, e, para uma analise mais detalhada, pode-se utilizar também
técnicas mais diferenciadas como inclusdo e infiltracdo em parafina e resina. De
acordo com a finalidade desejada, é possivel utilizar a técnica experimental que
conduza aos melhores resultados.

A caracteriza¢do morfoanatdomica, por meio da descri¢cdo das estruturas e do
estabelecimento de marcadores de valor taxonémico, representa uma importante
ferramenta visando o reconhecimento da espécie vegetal em estudo, e, em conjunto
com as caracteristicas verificadas nos testes histoquimicos e fitoquimicos, podem

fornecer subsidios a sua identificagéo e ao controle de qualidade e pureza.
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FIGURA 29 - CARACTERIZACAO DO CAULE DE Liquidambar styraciflua. SECCOES
TRANSVERSAIS. A. DETALHE DA REGIAO DA PERIDERME (pd) E DO PARENQUIMA CORTICAL
(pc). B. VISAO GERAL DA SECCAO TRANSVERSAL DO CAULE, EVIDENCIANDO REGIOES DE
PARENQUIMA MEDULAR (pm) COM A PRESENCA DE DUCTOS RESINIFEROS (dcr) E AS
REGIOES DE XILEMA (xl), CAMBIO, FLOEMA (fl) E PARENQUIMA CORTICAL. C. DETALHE DE
DUCTO RESINIFERO (dcr). D. DETALHE DA REGIAO DA PERIDERME (pd). E. DETALHE DA
REGIAO DO PARENQUIMA CORTICAL (pc), DA BAINHA ESCLERENQUIMATICA (esc) E FLOEMA
(fl). F. DETALHE DO PARENQUIMA CORTICAL COM IDIOBLASTOS CONTENDO DRUSAS (DR). G
e H. DETALHE DA REGIAO DO XILEMA (xl), EVIDENCIANDO OS ANEIS DE CRESCIMENTO E
RAIOS PARENQUIMATICOS, E REGIOES DE CAMBIO (cb), FLOEMA (fl, PARENQUIMA
CORTICAL (pc) COM DRUSAS (dr) E ESCLERENQUIMA (esc).
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FIGURA 30 - ANALISE ULTRA-ESTRUTURAL DO CAULE DE Liquidambar styraciflua POR MEV A
PARTIR DE SECCOES TRANSVERSAIS DO MESMO. A. VISAO GERAL DO CAULE, COM A
PRESENCA DE DUCTOS RESINIFEROS (dcr), PARENQUIMAS MEDULAR (pm) E CORTICAL (pc),
XILEMA (xI), FLOEMA (fl) E ESCLERENQUIMA (esc). B. DETALHE DE UM DUCTO RESINIFERO.
C. CAULE COM REGIAO DE XILEMA E ELEMENTOS DE VASO. D. CAULE COM REGIAO DE
CAMBIO (cb), FLOEMA (fl) E ESCLERENQUIMA (esc). E. DETALHE DAS FIBRAS DO FLOEMA E
DA REGIAO DE ESCLERENQUIMA (esc). F. DETALHE DE CELULA DO PARENQUIMA COM
AMIDO. G. DETALHE DO PARENQUIMA CORTICAL COM IDIOBLASTOS.
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FIGURA 31 - INFILTRACAO E INCLUSAO DE CAULE DE L|qU|dambar styramflua EM PEG 1500.
CORTES LONGITUDINAIS, CORADOS EM DUPLA COLORACAO COM FUCSINA 1% EM AGUA E
AZUL DE ASTRA 1% EM AGUA (A, B E C) E SAFRANINA 1% EM AGUA E AZUL DE ASTRA 1% EM
AGUA (D, E E F). MONTAGEM SEMI-PERMANENTE. A e B. VISAO GERAL DA ESTRUTURA
CAULINAR. C e F. DETALHE DAS CELULAS DA PERIDERME (pd) E DO CORTEX (pc), COM A
PRESENCA DE CRISTAIS DO TIPO DRUSAS. D. DETALHE DA BAINHA ESCLERENQUIMATICA
(esc), XILEMA (xI) E FLOEMA (fl) E PARENQUIMA CORTICAL. E. PLACAS DE PERFORACAO DO
TIPO ESCALARIFORME DE ELEMENTOS DE VASOS DO XILEMA (ev)
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FIGURA 32 - TECNICA DE MACERAGAO APLICADA AS FOLHAS E CAULE DE Liguidambar
styraciflua. COLORA(;AO SEMI-PERMANENTE COM SAFRANINA 1% EM AGUA E AZUL DE
ASTRA 1% EM AGUA (A, B, C,EE F) E COLORAQAO PERMANENTE COM SAFRANINA 1% :
ACETATO DE BUTILA (1:1) (D) A. MACERADO DE FOLHAS DE Liquidambar styraciflua,
EVIDENCIANDO ESTOMATOS E NERVURA CENTRAL. B. MACERADO DE FOLHAS DE
Liguidambar styraciflua, EVIDENCIANDO EPIDERME COM PRESENCA DE ESTOMATOS. C.
MACERADO DE FOLHAS DE Liquidambar styraciflua, EVIDENCIANDO O FORMATO DAS
CELULAS DA EPIDERME. D e F. MACERADO DE CAULE DE Liquidambar styraciflua,
EVIDENCIANDO PLACAS DE PERFORA(;AO ESCALARIFORMES. F. DETALHE DE PLACA DE
PERFORACAO ESCALARIFORME DO CAULE DE Liquidambar styraciflua.
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5.3 AVALIACAO DO OLEO ESSENCIAL DE FOLHAS DE Liquidambar styraciflua

Além das determinacdes realizadas com as partes aéreas de L. styraciflua,
sao importantes as analises que visem estabelecer parametros de qualidade para o
0leo essencial obtido a partir das folhas desta espécie, tendo em vista seu possivel
emprego em diversos setores do ambito industrial.

Portanto, visando caracterizar o 6leo essencial de L. styraciflua da regido
procedente deste trabalho, assim como verificar possiveis compostos de interesse e
estabelecer parametros que possam ser utilizados no controle de qualidade e
identificagdo deste 6leo volatil natural, foram realizados um conjunto de analises,
cujos resultados estdo contemplados na leitura a seguir.

A obtencéo de parametros que permitam um controle de qualidade dos 6leos
essenciais é de extrema importancia, tendo em vista que estes apresentam
frequentemente problemas de qualidade, que podem ter origem na variabilidade da
sua composicao, na adulteracéo ou falsificacdo ou, ainda, na identificacao incorreta
do produto e sua origem. Os produtores de grande parte dos 6leos volateis
comercializados, como exemplo, muitas vezes ndo apresentam a identificacdo
correta da planta da qual o produto foi obtido (nome cientifico), a parte do vegetal
que foi empregada e a procedéncia do mesmo (SIMOES; SPITZER, 2010). De
acordo com o0s autores, 0s seguintes procedimentos sédo frequentemente utilizados
na falsificacdo dos 6leos volateis:

e Adicdo de compostos sintéticos, de baixo preco, tais como alcool

benzilico, ésteres do acido ftélico e até hidrocarbnetos clorados;

e Mistura do oleo volétil de qualidade com outros 6leos de menor valor

para aumentar o rendimento;

e Adicdo das substancias sintéticas que sdo os compostos principais do

0leo em questéo;

e Falsificacdo completa do Oleo através de misturas de substancias

sintéticas dissolvidas em um veiculo inerte.

Uma industria pode utilizar os 6leos essenciais ou para o isolamento de seus

constituintes que podem ser empregados a fins diversos ja mencionados, ou depois
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de isolados para transforma-los em novas substancias com destinos idénticos. Estes
produtos podem concorrer com 0s obtidos por sintese quimica, ja que possuem
aromas mais delicados e podem ser mais baratos (COSTA, 1975 PROENCA DA
CUNHA, 2005).

De acordo com Simdes e Spitzer (2010), para avaliar a qualidade de um 6leo
volatil, de uma matéria-prima vegetal rica em 6leo volatil ou de um medicamento que
contenha 6leo volatil, sdo necesséarias informacBes analiticas em relacdo a
identidade e a pureza do material em questdo. Os autores ressaltam que, em certos
casos de falsificacdo, estes aspectos ndo podem ser detectados somente com
métodos que fornecam informacdes basicas e que, informacBes isoladas nao
permitem, por si sO, afirmar com certeza a identidade de um o6leo volatil. Por isso,
paramétros como densidade relativa em relacdo a agua, indice de refracéo, rotacao
Optica, ponto de solidificacdo, entre outros, em conjunto, podem indicar a pureza e
atestar a identidade do 6leo em questdo. Desta forma, se os valores medidos
encontrarem-se nas faixas de dados da literatura, é possivel que o material
analisado néo tenha sido falsificado, mas, como forma de garantir a real identidade,
outros métodos devem ser utillizados, como a cromatografia gasosa, método de

separacao e identificacdo de 6leos essenciais.

5.3.1 Rendimento das extracdes do 6leo essencial

A etapa inicial, que serviu como ponto de partida para a realizacdo de todas
as andlises com o 6leo essencial neste trabalho, consistiu em realizar a extragdo do
Oleo essencial por meio de um método de facil execucdo, com equipamento
disponivel e compativel com o que pode ser realizado em ambito industrial, que
pudesse ser aplicado para o vegetal em questdo. Para isto, optou-se por realizar
uma hidrodestilacdo do material vegetal selecionado, através de um aparato de
Clevenger modificado (Figura 33), conforme preconiza a Farmacopéia Brasileira V

edicdo (2010), que permitiu a obtengdo de volumes de Oleo essencial para as
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posteriores analises, assim como permitiu a determinacdo dos rendimentos das

extragcdes, pela leitura no tubo de graduagao (Figura 4).

FIGURA 33 - MODELO DE APARATO DE CLEVENGER MODIFICADO UTILIZADO PARA A
HIDRODESTILAGCAO DO OLEO ESSENCIAL DE FOLHAS DE Liguidambar styraciflua
FONTE: Singer (2001)

De acordo com Costa (1975) e Proenca da Cunha (2005), para o
doseamento do conteddo dos 6leos essenciais podem ser utilizados pequenos
aparelhos destilatorios, com coobacédo, em geral de vidro, semelhante ao utilizado
neste trabalho, de modo que a esséncia destilada se separe num tubo de vidro
graduado, onde, apGs decorrido o0 tempo conveniente de extracdo dado pela
constancia de volume, se fara a respectiva leitura. A agua, simultaneamente
separada, reflui no baldo que contém a planta em analise. Quando a esséncia se
solubiliza na &gua destilada, devido ao seu pequeno rendimento, pode ser
recuperada agitando o liquido destilado com pentano. Apds, deve ser feita a
evaporacao do solvente, resultando desta forma, apenas a esséncia. Neste sentido,
sdo varios os modelos disponiveis que se distinguem em capacidade, técnica da
destilacao, local onde se encontra o tubo na medida, etc.

Segundo Bruneton (1991) e Simbes e Spitzer (2010), a principal
determinacdo quantitativa consiste no doseamento do Oleo volétil, extraido por
arraste de vapor d’agua em aparelho tipo Clevenger modificado, conforme
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preconizado pela F. Bras. IV edicdo, método executado no presente trabalho e
fundamentando no principio de separacdo acima descrito. Neste trabalho, portanto,
a partir da hidrodestilacdo de folhas frescas e secas de Liquidambar styraciflua
realizou-se a determinacé@o quantitativa do 6leo essencial presentes nas folhas, por

meio da obtencéo dos rendimentos das extracOes (Figura 34).

FIGURA 34 — OBTENCAO DO OLEO ESSENCIAL E LEITURA NO TUBO DE GRADUACAO EM
APARATO DE CLEVENGER MODIFICADO
FONTE: O Autor (2011)

A extracdo do 6leo essencial foi realizada a partir de folhas frescas e secas
do periodo da primavera e de folhas frescas do periodo de verdo, ndo tendo sido a
extracao realizada de forma sazonal tendo em vista que se trata de uma espécie
decidua, que perde suas folhas na época de inverno. De acordo com Evert (2006),
em arvores deciduas, as folhas comumentemente sofrem senescéncia no final do
crescimento sazonal.

Devido também ao baixo rendimento e tempo dispendioso gasto nas
primeiras experiéncias de extracdo, para a obtencdo de amostragens que
permitissem a analise de dados ndo foi extraido o 6leo do periodo do outono,
apenas de coletas de primavera e verdo, visando a obtencdo de um volume
satisfatorio para a realizacao das analises cromatograficas e fisico-quimicas.

O tempo das extracdes iniciais foi de 6h, anotando-se o volume de hora em
hora do rendimento do 6leo. Com o decorrer da realizacdo das extragbes, foi

observado experimentalmente que o rendimento final para 6 horas de extracao era
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obtido a partir de 2 horas de extracdo, permanecendo praticamente constante com o
decorrer do tempo. Com isso, volumes de 6leo posteriores foram obtidos em 2 horas
de hidrodestilagdo do material, otimizando o processo.

A tabela 9 apresenta os resultados do rendimento das extragbes do 6leo
essencial de L. styraciflua, realizado em quintuplicatas, para as folhas do periodo de

primavera e verao.

TABELA 9 - RENDIMENTO DO OLEO ESSENCIAL DE FOLHAS FRESCAS E SECAS DE
Liquidambar styraciflua

Rendimento do 6leo essencial (mL%)

Amostras Média Desvio Padréo
Folhas Frescas Primavera 0,236 0,059
Folhas Secas Primavera 0,382 0,093
Folhas Frescas Veréo 0,119 0,033

De acordo com a tabela acima, as folhas frescas do periodo da primavera
apresentaram rendimento superior ao da extracdo a partir de folhas frescas do
periodo do verao, resultando em 0,236 mL% de 6leo ossencial, ao passo que para
esta o rendimento foi de 0,119%. Os desvios padrdes, a partir de quintuplas de
extracdes, foram respectivamente de 0,059 e 0,033. A extracao do 6leo a partir de
folnas submetidas a secagem foi realizada com folhas coletadas do periodo da
primavera, conduzindo a um rendimento de 0,382 mL%, com um desvio padrdo de
0,093. Esse rendimento superior, em relacdo as folhas frescas do mesmo periodo ja
era esperado, jA que o material isento de agua possui, para uma mesma tomada
inicial de amostra, maior peso em sélidos quando comparado ao material fresco,
conduzindo & maiores rendimentos de 6leo essencial.

Considerando-se uma mesma tomada inicial de amostra de folhas frescas e
de folhas secas (ex: 100 g), o peso em solidos presentes nas folhas secas, devido a
auséncia da massa de agua é efetivamente maior do que nas folhas frescas, em que
a massa de agua contribui em peso. Com isso, teoricamente, o esperado € que a
extracdo do Oleo essencial a partir das folhas secas, com maior peso em solidos,
conduza a rendimentos maiores quando em comparacao com a extracao a partir de

folhas frescas, o que foi confirmado experimentalmente.



108

Costa (1975) salienta que as quantidades presentes de oOleo essencial
variam de espécie para espécie e o conteudo pode ser de abundancia ou extrema
escassez. Neste Ultimo caso, a caracterizacdo das plantas aromaticas pelos
métodos comuns ou pelo aroma, dosagem de conteddo de esséncia, exame
microscopio, apresenta dificuldades. Auxilia o estudo sistematico das espécies
aromaticas o fato de a riqueza em esséncias, dentro de seus habitos normais, variar
entre limites proximos, mais ou menos conhecidos.

Os fatores ecoldgicos, climaticos (temperatura, umidade relativa, regime de
ventos, duracdo total de exposicdo ao solo), de natureza do solo e grau de
hidratacdo, bem como as praticas de cultivo podem modificar a composi¢cao dos
Oleos essenciais, influenciando diretamente na sua producdo. A época da colheita e
a maneira de efetud-la podem representar diferencas no rendimento do 6leo
essencial; isto porque, 0 método de extracdo, em si, pode ocasionar a labilidade dos
constituintes do 6leo, como € o caso da hidrodestilacdo, em que a agua, a acidez e a
temperatura podem provocar a hidrélise de ésteres, rearranjos, isomerizacoes,
racemizacfes e oxidagcbBes. Além disso, o proprio ciclo vegetativo pode implicar em
diferentes proporcdes dos constituintes, de modo que seja necessario eleger o
melhor periodo de colheitas (COSTA, 1975; BRUNETON, 1991; PROENCA DA
CUNHA, 2005; SIMOES; SPITZER, 2010).

Neste sentido, embora a andlise sazonal ndo tenha sido realizada, em
funcdo da auséncia de folhas no periodo do inverno, verificou-se maior producéo do
Oleo essencial de L. styraciflua no periodo da primavera, periodo em que as folhas
se encontram em estagio mais inicial de desenvolvimento, do que em relacdo as
folhas do periodo do verdo, podendo indicar que em periodos de crescimento logo
apos a perda das folhas o rendimento do 6leo essencial, para esta espécie, pode ser

maior.
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5.3.2 Determinacdes fisico-quimicas do 6leo essencial

De acordo com Costa (1975), as qualidades particulares de as plantas
possuirem odores proprios devem-se aos 0leos essenciais, que caracterizam, desta
forma, o grupo estabelecido. Procura-se delimitar o grupo dos 6leos essenciais pelo
método de isolamento e pelas suas propriedades (volatilidade, solubilidade,
caracteres organolépticos, em particular o odor, nem sempre aromatico, etc), de
modo a distingui-lo de outros constituintes vegetais.

Os Oleos essenciais, desta forma, podem ser avaliados através de ensaios
como miscibilidade com o etanol, indice de refracdo, poder rotatorio, densidade,
determinacdo dos indices de acidez, de ésteres, de carbonilas, além de andlise
cromotograficas (CCD, CG, CLAE). Séo varios os métodos que podem ser utilizados
para a avaliacdo da qualidade, ndo somente de matérias-primas vegetais ricas em
Oleos volateis, como também dos O6leos propriamente ditos, classificados como
organolépticos, fisicos, quimicos ou fisico-quimicos. A escolha deve considerar o
tipo e quantidade de amostra, o rigor analitico requerido e a infra-estrutura
laboratorial disponivel (SIMOES; SPITZER, 2010).

De acordo com Bruneton (1991) sdo propriedades fisicas dos Oleos
essenciais serem liquidos a temperatura ambiente, geralmente incolores e com
densidade menor do que a da agua, quase sempre dotados de poder rotatério e com
indice de refracdo elevado. S&o sollveis em solventes organicos e muito pouco
soluveis em agua.

Em relacdo as caracteristicas organolépticas, o 0leo essencial obtido das
folhas de L. styraciflua possui coloracdo amarelo esverdeado, conforme pode ser
observado nas Figuras 34 e 35 e trata-se de um 06leo intensamente aromatico, de
odor agradavel. Uma das caracteristicas mais evidentes de um Oleo volatil €,
justamente, o seu odor. De acordo com Simdes e Spitzer (2010), os testes
organolépticos podem revelar possiveis alteragbes decorridas com 0Oleo essencial.
Um odor fraco, por exemplo, pode indicar que o vegetal ou o 6leo volatil isolado ja
perdeu a maioria dos seus compostos volateis ao passo que um odor desagradavel,

pode ser decorrente de produtos de degradacdo quimica ou microbiana, indicando
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ma conservacao do produto. Estes testes, porém, apresentam como desvantagem a
falta de objetividade, ja que a descricdo verbal de um odor é extremamente dificil e
pode variar de acordo com o individuo. Assim, muitas farmacopéias exigem que a
andlise organoléptica seja feita por comparacdo direta do 6leo volatil em questédo
com a planta da qual o Oleo foi extraido e requer analista com certa experiéncia a

fim de que a execucao dos testes seja realizada de forma fidegnina.

FIGURA 35 - ASPECTO DO OLEO ESSENCIAL DE Liquidambar styraciflua.
FONTE: O Autor (2011)

S&o caracteristicas dos Oleos essenciais, que agregam valor em sua
identificacdo, o sabor geralmente acre (4cido) e picante, coloragdo variando de
incolor ou ligeiramente amarelada quando recém extraidos, pouca estabilidade
frente a ar, luz, calor, umidade e metais e, de grande relevancia no controle de
qualidade, o indice de refracdo e atividade Oéptica que apresentam. Os autores
ressaltam que apenas 0s Oleos naturais, ou seja, aqueles obtidos a partir das
plantas, sdo permitidos pelas farmacopéias para serem empregados em finalidades
farmacéuticas, com excec¢do dos 6leos que contém apenas uma substancia, sendo,
nestes casos, admitido o uso de equivalentes sintéticos (SIMOES; SPITZER, 2010).

Neste sentido, é fundamental que se estabeleca parametros de qualidade

gue visem assegurar a fonte do 6leo essencial que estd sendo utilizado em
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diferentes aplicabilidades comerciais. Para isto, as farmacopeias definem testes a
serem realizados, que permitem a identificacdo do 6leo essencial de modo a
averiguar possiveis “imitacées” ou fraudes no que diz respeito a sua legitimidade,
conforme ja mencionado neste texto.

Desta foma, consistem em paramétros para o controle de qualidade do dleo
essencial de L. styraciflua os resultados contidos nas tabelas 10, 11 e 12 frutos das
investigacbes realizadas neste trabalho a partir das amostras de 6Oleo essencial
extraido.

A determinacdo da miscibilidade em etanol permite a deteccdo de
falsificacbes ja que, para cada 6leo volatil natural, existe um valor que indica sua
miscibilidade numa solugéo de etanol/agua (20°), em que o Gleo volatil € miscivel de
forma transparente ou opalescente (SIMOES; SPITZER, 2010).

A tabela 10 apresenta os resultados da solubilidade do 6leo essencial de L.
styraciflua determinando as partes em que séo solUveis nas concentracdes abaixo

testadas.

TABELA 10 — SOLUBILIDADE DO OLEO ESSENCIAL DE Liquidambar styraciflua EM DIFERENTES

CONCENTRAE()ES DE ETANOL

[ ]ETANOL 70% 80% 90% 100%

Volume Gasto 13,6 mL 1,97 mL 0,28 mL Completamente
soluvel

Solubilidade do 1:136 1:19,7 1:2,8 1:1

6leo

Em relacdo a densidade relativa do oOleo essencial de L. styraciflua, de
acordo com a tabela 11, esta foi determinada como sendo de 0,980, obtida por
picnometria, sendo realizada a partir de calibracdo prévia com amostra de agua
fervida e entdo mantida em temperatura de 20°C (Figura 36), com posterior
pesagem do 6leo essencial (Figura 37), correlacionando-a com a pesagem das
amostras de 4gua, nas condi¢bes anteriormente mencionadas, que conduziram ao

valor resultante.
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TABELA 11 - DETERMINACAO DA DENSIDADE RELATIVA DO OLEO ESSENCIAL DE Liquidambar
styraciflua

Peso da agua a 25°C Peso do 6leo a 25°C Densidade relativa
6,889 6,753 0,980

4 .-..',::'_;‘ it 1
FIGURA 36 - CALIBRA(;AO COM AMOSTRA DE AGUA PARA A DETERMINACAO DA DENSIDADE
RELATIVA DO OLEO ESSENCIAL DE Liguidambar styraciflua POR PICNOMETRIA
FONTE: O Autor (2011)

FIGURA 37 - DETERMINACAO DA DENSIDADE RELATIVA DO OLEO ESSENCIAL DE
Liquidambar styraciflua POR PICNOMETRIA
FONTE: O Autor (2011)
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De acordo com Simdes e Spitzer (2010), para a densidade relativa (d) em
relacdo a agua, os valores para 0s 0leos essenciais encontram-se geralmente entre
0,69 e 1,118, e séo caracteristicos para cada 6leo. Desta forma, verifica-se que o
valor encontrado de 0,98 enquadra-se nesta faixa e pode ser utilizado como
caracteristico para a espécie vegetal em questao.

Os valores para o indice de refracdo (n) de Oleos essenciais, por sua vez,
encontram-se entre 1,450 e 1,590 sendo que cada O6leo também possui um valor
caracteristico (SIMOES; SPITZER, 2010). A tabela 12 contempla o valor obtido para
o 6leo essencial de L. styraciflua, que correspondeu a 1,478 a partir de analises em

triplicatas.

TABELA 12 - DETERMINACAO DO INDICE DE REFRACAO DO OLEO ESSENCIAL DE Liquidambar
styraciflua

Leituras (triplicata) Resultado
1 1,4778
2 1,4778
3 1,4780

indice de Refracéo = 1,478

De acordo com a Farmacopéia Brasileira (2010), a medicdo do poder
rotatorio de uma substancia com polarimetro é um dos métodos mais préaticos para
distinguir os enantibmeros e, portanto, € um importante critério de identificacao,
caracterizacdo e de determinacdo de pureza enantiomérica dos farmacos. Os
intervalos dos valores preconizados pelas farmacopéias para a rotacdo Optica séo
relativamente grandes, sendo, por exemplo, para 6leo de eucalipto entre 0 e 10 e
para o 6leo de menta entre 16 e 30 (SIMOES; SPITZER, 2010).

O poder rotatorio, resultante das andlises e célculos com o 6leo essencial,
correspondeu a -0,3681° ou - 0° 22' 5,16", dados obtidos da andlise em triplicada.

Desta forma, os resultados encontrados, em conjunto, sdo compativeis para
0 que se espera de um Oleo essencial de origem natural, e podem ser utilizados,
neste caso especifico, como parametros para andlise fisico-quimica do 6leo

essencial de L. styraciflua.
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5.3.3 Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM)

De acordo com Farias (2010), a analise cromatografica é uma ferramenta
importante para a identificacdo de matérias-primas adquiridas na forma de
preparados fitoterapicos intermediarios (tintura, extratos, 6leos fixos e volateis, entre
outros). Permitem, ainda, verificar a pureza do material analisado.

A cromatografia gasosa, neste sentido, € um meétodo de analise indicada
para determinacfes qualitativas e quantitativas dos 6leos essenciais, permitindo,
portanto, separar e quantificar os componentes do 6leo. Trata-se de um método
simples que atualmente emprega as colunas capilares, permitindo a andlise de
misturas com centenas de componentes, possibilitando também a deteccédo de
possiveis fraudes. A amostra é solubilizada em solventes como hexano e entédo
injetada no cromatografo. A identificacdo dos compostos € realizada através da
comparacao do tempo de retencao relativo das amostras com padrdes. Associada a
um espectrometro de massas, permite obter informacées completas em relagéo ao
peso molecular e fragmentacdes dos constituintes e fornece maior seguranca na
identificacdo dos picos individuais e no controle da pureza de um pico
cromatografico. Este método permite separar os constituintes e fornece um espectro
de massas para cada pico, indicando a massa molecular e o padrdo de
fragmentacdo (BRUNETON, 1991; SIMOES; SPITZER, 2010).

Na cromatografia gasosa, entretanto, podem ocorrer picos nao identificados,
devendo-se recorrer a outros métodos analiticos que permitam a elucidacao
estrutural desses compostos, como Cromatografia Liquida de alta eficiéncia,
utilizando colunas de fase reversa em metodologias isocraticas e de gradientes, bem
como a Ressonancia Magnética Nuclear de Carbono-13 (RMN *3C), normalmente
apos diluicdo em cloroférmio deuterado (SIMOES; SPITZER, 2010).

O cromatograma do Oleo essencial das folhas secas de Liquidambar
styraciflua, resultante de analise utilizando o método de cromatografia gasosa, esta

ilustrado na Figura 38.
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A Tabela 13, por sua vez, apresenta 0os 21 compostos quimicos totais
identificados e seus respectivos tempos de retencdo, indice de Kovat's e

porcentagem relativa.

{1 0,000,000
e 1

3
1.004

0.754

0.50

1 9
0.254 15
] 13 4] 186 11
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FIGURA 38 — CROMATOGRAFIA GASOSA DO OLEO ESSENCIAL DAS FOLHAS DE Liquidambar
styraciflua. 1 - limoneno 2 - a-terpineol 3 - a-pineno 4 - 3-pineno 5 - y-terpineno 6 - cariofileno
7 - aromadendreno 8 - a-amorfeno 9 - 2-careno 10 - epizonareno 11 - R-cariofileno 12 - a-tepineol
13 - sabineno 14 - m-cimeno 15 - B-mirceno 16 - a-terpinoleno 17 - delta-cadinol 18 - germacreno-
D 19 - a-cariofileno 20 - a-felandreno 21 - canfeno

Através da analise cromatografica em questdo, foram verificados como
majoritarios os seguintes compostos: limoneno (25,31%), a-terpineol (12,82%), a-
pineno (12,71%), R-pineno (7,92%) e y-terpineno (5,97%). Os compostos
identificados pela cromatografia gasosa estdo sendo pelo confirmados pela andlise
dos espectros de massas resultantes. A figura 39 contempla a estrutura molecular

dos compostos majoritarios presentes no 6leo essencial das folhas de Liquidambar

BeDy

Limoneno a-terpineol a- pineno -pineno y-terpineno
FIGURA 39 — ESTRUTURA MOLECULAR DOS COMPOSTOS MAJORITARIOS PRESENTES NO
OLEO ESSENCIAL DAS FOLHAS DE Liquidambar styraciflua

FONTE: O Autor (2013)

styraciflua.
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TABELA 13 — COMPOSTOS QUIMICOS PRESENTES NO OLEO ESSENCIAL DE Liquidambar
styraciflua DETERMINADOS POR CROMATOGRAFIA GASOSA

Composto Tempo de IK Porcentagem

Retencdao Relativa (%)
a- pineno 6,267 933 12,71
Canfeno 6,68 947 0,21
Sabineno 7,395 971 1,88
3-pineno 7,537 976 7,92
[3-mirceno 7,883 988 1,60
a-felandreno 8,392 1004 0,36
2-careno 8,822 1015 2,31
m-cimeno 9,113 1023 1,87
Limoneno 9,344 1029 25,31
y-terpineno 10,399 1057 5,37
a-terpinoleno 11,576 1087 1,47
a-terpineol 15,437 1178 12,82
a-tepineol 15,97 1190 1,96
Cariofileno 26,178 1420 5,11
3-cariofileno 27,628 1455 1,99
a-cariofileno 27,949 1462 0,57
Aromadendreno 28,805 1482 4 .88
germacreno-D 28,952 1486 0,81
Epizonareno 29,506 1499 1,99
a-amorfeno 30,545 1524 3,72
delta-cadinol 35,816 1657 1,27

Total
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Estudo realizado por Tattje e colaboradores (1980) com o 6leo essencial das
folhas de L. styraciflua, obtido apos destilacdo a vapor, evidenciou a presenca de
85% de hidrocarbonetos mono e sesquiterpenos e 15% de compostos oxigenados,
sendo que os principais constituintes de uma das fragdes investigadas, e purificada,
foram o a-pineno e o limoneno, em conformidade com o observado no presente
trabalho, compostos também obtidos como majoritarios (25,31% de limoneno e
12,71% de a-pineno). O estudo datado de 1980 evidenciou outros constituintes
importantes, como o fj-pineno, o y-terpineno, a-terpineno e outros monoterpenos,
como mirceno e p-cimeno, e sesquiterpenos, como o a-copaeno, cariofileno,
humuleno e germacreno D. Os compostos y-terpineno, cariofileno e germacreno D
foram compostos semelhantemente identificados em ambos os estudos.

O limoneno, constituinte majoritario evidenciado, € o monoterpeno ciclico
mais abundante da natureza € o componente principal dos 6leos de citricos
(CASTELLANGOS et al., 2007)

As essenciais usuais, contidas nos aparelhos secretores tipicos possuem
constituicbes complexas, sendo formadas por dezenas de compostos em geral
pertencentes as séries terpénica, aromatica e gorda (COSTA, 1975; PROENCA DA
CUNHA, 2005). Simdes e Spitzer (2010) salientam que a composicado quimica de um
Oleo essencial, extraido de um mesmo 6rgdo vegetal, pode variar em funcdo da
época de coleta, condi¢cbes climaticas e de solo, ainda que sua composicdo seja
determinada geneticamente. Neste sentido, 0s autores destacam como
determinantes de variabilidade os quimiotipos, ou seja, vegetais botanicamente
idénticos mas que diferem em composi¢cdo quimica, assim como estagio de
desenvolvimento do vegetal, os processos de obtencdo que podem causar
alteracdes como hidrdlises, rearranjos, racemizacdes, oxidacdes e isomerizacoes,
além, como ja abordados, os fatores extrinsecos, tais como umidade, temperatura e
exposicao ao sol e ao vento, composicdo do solo e seu grau de hidratacdo, dentre
outros.

De acordo com Bruneton (1991) e Simdes e Spitzer (2010), preponderam na
constituicdo quimica dos 0leos essenciais 0s compostos terpendides, normalmente
terpenos de baixo peso molecular (GLORIA E GUERREIRO, 2006), cuja origem

biossintética € derivada de unidades de isopreno. No entanto, ha também a
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presenca dos derivados fenilpropanoides, formados a partir do acido chiquimico,
advindo do metabolismo vegetal.

No primeiro caso, predominam como compostos terpénicos o0s
monoterpenos (em cerca de 90% dos 6leos volateis) e 0s sesquiterpénicos, que sdo
0s terpendides mais volateis e cujo peso molecular ndo € demasiadamente elevado.
Porém, outros terpendides podem ser encontrados, como os diterpenos, quando a
extracdo € realizada com solventes organicos. Apesar de ndo serem muito
frequentes em 6leos essenciais, os fenilpropandides, por sua vez, sdo de grande
importancia em algumas espécies aromaticas, conferindo-lhes odor e sabor
caracteristicos (BRUNETON, 1991; PROENCA DA CUNHA, 2005).

Por fim, é relevante destacar que as esséncias naturais servem como
padrdo de odor, o que assegura até entdo a perenidade do uso dos 6leos
essenciais. Porém, ao contrario da maioria dos compostos quimicos, os Oleos
essenciais ficam sujeitos a inconstancia das suas qualidades sob a influéncia de
diversos fatores, como os que agem diretamente sobre a matéria-prima, a planta, e
por outros que agem sobre seu modo de preparar e conservar, em consequéncia da
natureza de seus constituintes quimicos. Soma-se a isso a sua complexidade
natural, advinda de seus numerosos componentes, 0 que 0s torna passiveis de
falsificagcbes com esséncias estranhas de baixos precos. O alvitamento dos precos,
devido a concorréncia e ao numero excessivo de intermediérios explica, por vezes, a
pratica comum de falsificar 6leos essenciais. Sdo varios os exemplos de produtos
comerciais que habitualmente aparecem adulterados (COSTA, 1975).

Os fatos mencionados no decorrer desta leitura justificam a importancia em
se realizar as analises que assegurem a identidade, pureza e qualidade dos oleos
essenciais, propiciando as vantagens de seu uso e evitando prejuizos em relacdo a

sua utilizacao.
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6 CONCLUSOES

De forma geral, as técnicas aplicadas neste trabalho permitiram identificar
importantes estruturas e caracteristicas nas partes aéreas do vegetal em estudo, tais
como o tipo de estbmatos, paracitico e tetracitico, e tricomas, tectores pluricelulares
unisseriados, assim como o formato das células epidérmicas, presenca de estruturas
secretoras de Oleo essencial e resina, elementos de vasos com placas de perforacéo
escalariformes, presenca de cristais e outras células, que podem servir como
marcadores a serem utilizados para identificacdo da espécie Liquidambar styraciflua.
As analises fitoquimicas, por sua vez, permitiram evidenciar um grande ndmero de
classes de metabdlitos que podem desempenhar importantes atividades biolégicas,
podendo ainda servir como matéria-prima a diversos ramos industriais, como
saponinas, taninos, cumarinas, glicosideos flavbnicos e antocianicos, esterdides
e/ou triterpendides e iridéides. As analises com o 6leo essencial permitiram definir
seus parametros de qualidade, além de verificar os compostos presentes, dando
margem a elaboracdo de formulacbes com os atrativos de sua utilizagdo, como o
odor agradavel em funcdo dos compostos presentes. Os resultados das andlises
fisico-quimicas do Oleo essencial das folhas de Liquidambar styraciflua estdo de
acordo com os dados da literatura para esséncias medicinais, podendo ser utilizados
como parametros de sua qualidade.

Portanto, as diversas analises realizadas a partir desta espécie vegetal, na
perspectiva de utilizacdo no ambito de produtos naturais, ainda que preliminares,
permitiram acumular conhecimentos e verificar caracteristicas quanto a
potencialidade de uso na producdo de medicamentos.

Neste sentido, estudos direcionados a atividades biolégicas com os extratos
podem ser investigadas a fundo com a espécie Liquidambar styraciflua, assim como
o isolamento de bioativos a partir de extratos purificados pode ser executada, em
trabalhos posteriores e complementares.

A perspectiva final no ambito farmacéutico € que, em conjunto, estes
estudos possam indicar a possibilidade de utilizacdo da espécie como mais uma

opcao de medicamento para atender as demandas de saude da populacéo.
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