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RESUMO

A espécie Senecio brasiliensis, nativa da América do Sul, encontra-se bastante
difundida nos estados do Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Parand e S&o Paulo.
Neste estudo folhas e flores de S. brasiliensis foram extraidos em Clevenger por 4
horas e posteriormente caracterizados. Os rendimento dos 0leos essénciais obtidos
para as folhas foi de 0,03%, 0,01%, 0,012% e 0,03% para as coletas trimestrais de
junho, setembro e dezembro de 2006 e marco de 2007, respectivamente e de 0,08%
para as flores coletadas no Unico periodo de floracdo do periodo, em setembro de
2006. A identificacdo dos constituintes quimicos dos 6leos essenciais de S. brasiliensis
foi realizada através da cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas e
por comparacdo com Indice de Kovatz . Através dessa metodologia, foi possivel
identificar 27 compostos entre mono e sesquiterpenos. Os monoterpenos identificados
foram: a-pineno, sabineno, B-pineno, mirceno, p-cimeno, limoneno, (Z)-B-ocimeno,
(E)-B-ocimeno, y-terpineno, terpinoleno, cis-B-diidro-terpineol, isomentol e terpinen-
4-ol, enquanto os sesquiterpenos identificados foram: B-cubebeno, B-elemeno, (E)-
cariofileno, a-santaleno, o-humuleno, D-germacreno, valenceno, biciclogermacreno,
d-cadineno, viridiflorol, guaiol, cubenol, EPI-a-murulol e a-cadinol. Pode-se observar
que a floracdo é o fator determinante para a variacdo da composi¢do quimica e do
rendimento do Oleo essencial das folhas da espécie. Dentre as substancias
identificadas, somente o #-pineno, mirceno, limoneno, (E)- f-ocimeno, D-germacreno,
biciclogermacreno e &-cadineno foram comuns a todas as amostras de 6leo essencial
de S. brasiliensis. Apesar de diferentes 6rgdos de uma mesma planta acumular éleos
essenciais de diferente composicdo quimica, a espécie de S. brasiliensis nao
demonstrou variacdo significativa neste sentido. A densidade relativa e o indice de
refracdo foram determinados para o 6leo essencial de folhas de S. brasiliensis,
obtendo-se uma densidade relativa de 0,8546 e um indice de refracdo de 1,487. Testes
antimicrobianos foram realizados para avaliar o potencial farmacoldgico do 6leo, no
entanto, para 0s microorganismos utilizados nestes ensaios, 0s 0Oleos essenciais de
folhas e flores de S. brasiliensis apresentaram uma baixa atividade microbiana, sendo
que somente o 6leo essencial das folhas de S. brasiliensis coletado em junho de 2006
apresentou atividade de 700 puL/mL contra um microrganismo patogénico ao trato
gastrointestinal, E. hirae; enquanto a amostra obtida da coleta de setembro de 2006
apresentou atividade de 500 uL/mL contra R. equi, um microorganismo patogénico ao
trato respiratorio.

Palavras-chave: 0leos essenciais; cromatografia gasosa; Senecio brasiliensis.



ABSTRACT

The species Senecio brasiliensis, a native of South America, is widespread in the states of Rio
Grande do Sul, Santa Catarina, Parana and S&o Paulo. In this study, leaves and flowers of S.
brasiliensis were extracted in Clevenger for 4 hours, and then characterized. The yield of the
essential oils obtained from the leaves was 0.03 %, 0.01 %, 0.012 % and 0.03 % for the
quarter captures of June, September and December 2006 and March 2007, respectively, and
0.08 % for flowers collected in single flowering period in September 2006. The identification
of the chemical constituents of the essential oils of S. brasiliensis was performed by gas
chromatography — mass spectrometry and by comparison with Kovatz indexes. Through this
methodology, it was possible to identify 27 compounds between mono and sesquiterpenes.
The monoterpenes were identified: o-pinene, sabinene, B-pinene, myrcene , p-cymene,
limonene, (Z)-B-ocimene, (E)-B-ocimene, y-terpinene, terpinolene, cis-p-dihydro-terpineol,
isomentol and terpinen-4-ol , while sesquiterpenes identified were: p-cubebeno, p-elemene,
(E)-caryophyllene, a-santalene, a-humulene, D-germacrene, valencene, bicyclogermacrene, &-
cadinene, viridiflorol, guaiol, cubenol, EP-a-murulol and a-cadinol. It can be observed that
flowering is the determining factor for the variation of chemical composition and yield of
essential oil from the leaves of the species. Among those identified, only the a-pinene,
myrcene, limonene, (E)-p-ocimene, D-germacrene, bicyclogermacrene and a-cadinene were
common to all samples of essential oil of S. brasiliensis. Although different parts in the same
plant accumulate essential oils with different chemical composition, the S. brasiliensis species
showed no significant change in this direction. The relative density and refractive index were
determined for the essential oil from the leaves of S. brasiliensis, resulting in a relative
density of 0.8546 and a refractive index of 1.487. Antimicrobial tests were performed to
evaluate the pharmacological potential of the oil, however, for the microorganisms used in
these experiments, the essential oils of leaves and flowers of S. brasiliensis showed a low
microbial activity, and only the essential oil from the leaves of S. brasiliensis collected in
June 2006 showed activity of 700 uL/mL against a pathogenic microorganism to the
gastrointestinal tract, E. hirae, while the sample obtained from the collection in September
2006 showed activity of 500 uL/mL against R. equi, a microorganism that is pathogenic to the
human respiratory tract.

Keywords: essential oils , gas chromatography ; Senecio brasiliensis .



1 - INTRODUCAO

Sabe-se que o Brasil possui a maior diversidade genética vegetal do planeta,
contando com cerca de 55.000 espécies catalogadas (DIAS, 1996) de um total
estimado entre 350.000 a 550.000 espécies (SIMOES et al., 2003). No entanto, estima-
se que somente 8% das especies que compdem a nossa flora ja foram estudadas
quimicamente, e que apenas 1100 espécies foram até hoje testadas quanto a suas
propriedades farmacéuticas e/ou medicinais (GARCIA et al., 1996; SIMOES et al.,
2003). E, portanto, indiscutivel que tal biodiversidade ainda abrigue inGimeras
oportunidades para a identificacdo e isolamento de produtos naturais com atividade

bioldgica e possivel viabilidade para exploracdo comercial.

Dentre as plantas superiores, estima-se que 250.000 a 500.000 espécies ja foram
descritas, sendo que apenas 5% destas foram motivo de algum estudo fitoquimico e
uma porcentagem ainda menor foi avaliada sob aspectos de atividade biologica
(DOBSON, 1996). Com cerca de 30% das florestas tropicais do planeta, o Brasil
possui uma flora muito diversificada cujo acervo agrega cerca de 200 mil espécies
vegetais. Na opinido de alguns autores, pelo menos a metade destas espécies pode ter
alguma propriedade terapéutica util a populacdo, mas, infelizmente, menos de 1%
dessa biodiversidade j& foi motivo de estudos suficientemente aprofundados na linha

da quimica de produtos naturais (MARTINS, 1998; OLIVEIRA et al., 1998)

Neste cenario, a biodiversidade brasileira tem sido constantemente reconhecida
como fonte importante de produtos naturais biologicamente ativos e, dentre estes, 0S

6leos essenciais ocupam posicdo de destaque, pois servem como insumo para as



industrias cosmética e de alimentos e como modelo para a sintese de grande nimero de

farmacos (GUENTHER, 1959; GOTTLIEB et al., 1997; MALONE, 1977).

1.1 — Oleos Essenciais

Os oOleos essenciais sdo misturas complexas de compostos organicos volateis
extraidos de plantas, que normalmente evaporam na temperatura ambiente e s&o
facilmente arrastados por vapor de agua. Encontram-se na natureza fazendo parte de
constituintes particulares do organismo de muitas espécies vegetais e podem apresentar

funcdo fisiologica especial (FOSTER, 1949; BUCHBAUER, 1993).

Os componentes quimicos dos Oleos essenciais sdo divididos em duas grandes
categorias: os derivados terpénicos, oriundos da via do &cido mevaldnico-acetato (Figura
1) ou do metileritritol 4-fosfato (Figura 2) (CVEJIE et al., 2000) dos quais se obtém
unidades isoprénicas (pirofosfato de isopentenila e seu isémero, pirofosfato de
dimetilalila), e os compostos aromaticos, oriundos da via do acido chiquimico
(fenilpropandides) (GUENTHER, 1959). Destes, os terpenos figuram como o0s principais
constituintes dos Oleos essenciais, mas sua ocorréncia se restringe a terpenos mais

volateis, como os monoterpenos (10 carbonos) e os sesquiterpenos (15 carbonos).

Os 06leos essenciais podem ser estocados em certos 0rgaos, tais como nas flores
(laranjeira, bergamoteira), nas folhas (capim-limao, eucalipto, louro), nas cascas dos
caules (canelas), na madeira (sandalo, pau-rosa), nas raizes (vetiver), nos rizomas
(curcuma, gengibre), nos frutos (anis-estrelado, funcho) ou nas sementes (noz moscada)

das plantas (BRITO et al, 1996).



FIGURA 1. ROTA SINTETICA DOS TERPENOS VIA ACIDO MEVALONICO-ACETATO
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FIGURA 2. ROTA SINTETICA DOS TERPENOS VIA METILERITRITOL 4-FOSFATO
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Embora todos os drgdos possam acumular 6leos volateis, sua composicdo pode
variar de acordo com a localizacdo. Por exemplo, o Oleo da casca da canela
(cinnamomum) € rico em aldeido cindmico, enquanto que os 6leos das folhas e das raizes
desse mesmo vegetal sdo ricos em eugenol e canfora, respectivamente. Portanto, os 6leos
essenciais obtidos de diferentes Orgdos de uma mesma planta podem apresentar
composi¢cdo quimica, odor e caracteristicas fisico-quimicas bem distintas (BERLYN et

al., 1976).

Dependendo da familia, os 0leos essenciais também podem ocorrer em estruturas
secretoras especializadas, tais como pélos glandulares nas Lamiaceae, células
parenquimaticas diferenciadas nas Lauraceae, Piperaceae e Peaceae, nos canais oleiferos
nas Apiaceae ou em bolsas lisigenas ou esquizomdgenas nas Pinaceae e Rutaceae.
Também ¢ importante lembrar que a composicdo quimica de um 6leo essencial, extraido
do mesmo 6rgdo e/ou estrutura secretora de uma mesma espécie vegetal, pode variar
significativamente de acordo com a época de coleta e com as condicdes edafoclimaticas

(SIMOES et al., 2003)

1.2 — Extracéo de Oleos Essenciais

Atualmente, a producdo e comercializacdo de Oleos essenciais tém sido muito
competitivas. Portanto, a busca por matérias-primas alternativas tem sido muito intensa,
bem como pelo desenvolvimento de novas tecnologias que preservem a qualidade do
6leo e que otimizem o seu rendimento de extracdo. Dentre os principais métodos de
extracdo, podem ser citadas a extracdo por arraste a vapor e a extracdo por fluido

supercritico.



1.2.1 — Extracao por Arraste a Vapor

A extracdo por arraste a vapor recebe 0 nome de co-destilacdo porque a &gua e o
6leo essencial formam um sistema heterogéneo. A destilacdo a vapor é consequéncia do
aumento do desvio positivo da lei de Raoult (pressdo total de um sistema é igual a
soma das pressdes parciais). O ponto de ebulicdo de uma mistura de compostos
imisciveis € menor do que o ponto de ebulicdo do componente mais volatil. Se a co-
destilacdo é realizada em uma pressdo inferior a atmosférica, a proporcdo de &gua no
condensado sera maior; assim, o 6leo arrastado é mais rico em compostos volateis. Por
outro lado, quando se deseja arrastar 0s componentes mais fixos, se torna necessario

operar o sistema de extracdo em pressdes superiores a pressao atmosférica.

Pelo fato de os 6leos essenciais serem compostos por varios grupos quimicos, a
composicdo de um Oleo essencial arrastado por vapor de dgua ndo é constante, ja que
cada componente tem uma massa molar caracteristica e distinta. Portanto, €
recomendavel que a totalidade do 6leo essencial arrastado seja recolhida apenas no
tempo méximo de extracdo para que ndo haja a decomposic¢éo ou até mesmo rearranjo de

alguns componentes do 6leo essencial (CARNEY, 1949).

Na obtencdo de Oleos essenciais, dois tipos de vapor de agua podem ser
empregados: seco e Umido. O vapor seco € mais agressivo e nao arrasta consigo as gotas
de agua geradas por formacdo de condensacBes parciais. Por outro lado, o calor, na
presenca de vapor de agua Umido, incha as paredes celulares e facilita a saida por osmose
dos Oleos essenciais. Porém, a umidade do vapor é prejudicial a um grande nimero de
6leos essenciais devido ao processo de acdo hidrolitica dos ésteres, que geralmente

constituem a parte nobre dos dleos essenciais (PERRY et al., 1997).



Os nomes vulgares das extracdes por arraste a vapor séo: destilacdo aquosa em
coccao, destilacdo aquosa em cocgdo com injecdo de vapor e destilagdo com injecdo de
vapor, sendo que em todos 0s casos, 0 processo pode ser conduzido a pressdes superiores
ou inferiores a atmosférica. Desta forma, as técnicas de destilacdo de dleo essencial sdo
divididas em trés categorias distintas (CARNEY, 1949; PERRY et al., 1997), conforme

descrito a seguir.

Na destilacdo com agua, a matéria-prima € carregada em vaso extrator e coberta
com agua, geralmente na relacdo agua/matéria-prima de 3:1 (PERRY et al., 1997). Neste
procedimento, a destilacdo é continua até o esgotamento do 6leo essencial e, portanto, a
acdo quimica da agua sobre o material vegetal é maxima, causando hidrolises e
oxidacgBes. Tal método é ideal para matérias-primas que tém a tendéncia de se aglomerar
e/ou compactar, ou mesmo quando o aroma que se deseja isolar esta ligado a glicidios
inodoros. Para uma boa difusdo, é necessario trabalhar com um teor de agua mais
elevado, para que ocorra agitagdo do material vegetal no vaso extrator. Como a
velocidade de extracdo € baixa, aconselha-se a adicdo de dgua ja quente para aumentar a

eficiéncia do processo e evitar reagdes indesejadas.

Na destilacdo agua/vapor, onde a relacdo agua:matéria-prima € de duas a trés
vezes, a mistura ou suspensao € aquecida pela injecdo de vapor vivo, saturado e de baixa
pressdo, causando pouca decomposicdo de compostos organicos porque o sistema nédo
sofre grandes aumentos na temperatura de trabalho. A velocidade de extracdo é
relativamente lenta, requerendo tempo para arrastar componentes com ponto de ebulicdo
mais elevado. Apesar disso, esta € a técnica mais amplamente aplicada a grande maioria

de espécies ricas em Gleos essenciais.



Na destilacdo a vapor, a matéria-prima € disposta em camadas separadas por
grades que guardam uma distancia pré-determinada entre si. A inje¢do continua de vapor
vivo, superaquecido ou saturado, é feita por baixo sob pressdes maiores do que a
atmosférica e, por isso, 0 processo € bastante rapido e eficiente. Trata-se da técnica mais
utilizada para a obtencéo de 0leos essenciais de especiarias (sementes, madeiras e raizes),
mas exige instalagdes mais caras e pode causar o ressecamento da membrana vegetal,

tornando-a impermedavel e impedindo a difusdo do 6leo essencial.

S&o numerosos os aparelhos utilizados na extracdo de 6leo essencial pelo método
de arraste por vapor de agua, todos originarios do aparelho de Clevenger (1928), que
sofreu varias modificacbes objetivando melhorar a qualidade e o rendimento do 6leo
essencial (GOTTLIEB, 1997). Assim, foram desenvolvidos os sistemas propostos por
Cocking e Middleton (1932) e Wasicky e Akisue (1969), além das extracdes via gases
liquefeitos em condigdes subcriticas desenvolvidos por Oliveira et al (1998) e Bernard

(1987).

1.2.2 — Extracéo por Fluido Supercritico

A extracdo por gases supercriticos € um meétodo que permite extrair, de modo
bastante eficiente, uma grande variedade de produtos naturais, ndo se restringindo,
portanto, aos Oleos essenciais. Para este tipo de extracdo, o fluido supercritico mais
utilizado é o dioxido de carbono (CO,), cujas propriedades permitem a sua total remocao
do extrato, tornando o produto mais complexo do que o obtido por outros métodos

(SIMOES et al., 2003).



No processo de extracdo supercritica de matrizes solidas, 0 CO, é primeiramente
liquefeito por compressao e, em seguida, aguecido a uma temperatura superior a 31°C.
Nessa temperatura, 0 CO, atinge um estado supercritico no qual a sua viscosidade é
semelhante a de um gas, mas sua capacidade de dissolucdo € elevada como a de um
liquido. Assim, uma vez efetuada a extracdo, o CO, pode retornar ao estado gasoso,
resultando na sua total eliminacdo do produto final, que é recuperado relativamente livre

de contaminacdes (SIMOES et al., 2003).

A tecnologia de extracdo supercritica tem evoluido muito nestas ultimas décadas.
Uma das principais limitagOes era a necessidade de um alto investimento de capital para
a sua execucdo em escala piloto e as dificuldades inerentes as condi¢des de trabalho, ja
que o sistema opera necessariamente a altas pressdes (SUTTER, 1994). Atualmente os
problemas com custos ja foram superados e, 0 que ainda limita seu uso, € a solubilidade

da amostra no fluido supercritico (QUEIROZ et al, 2001).

1.3 — Produtos Naturais de Senecio sp.

O género Senecio pertence a familia Asteraceae. Também conhecida como
Compositae, esta entre as dicotileddneas mais representativas da biosfera. Sdo mais de
20.000 espécies divididas em cerca de 1535 géneros, 0 que representa aproximadamente

10% da flora mundial (NAKAJIMA et al., 2001).

O género Senecio é amplamente distribuido em todo mundo e é reconhecido por
suas propriedades toxicas. A toxicidade das plantas deste género se deve a presenca de

alcalGides pirrolizidinicos (Figura 3). Estes alcaloides pirrolizidinicos sdo ésteres de 1-



hidroximetilpirrolizidinas freqlientemente hidroxiladas em diversas posi¢cdes do nucleo
pirrolizidinico. A insaturagcdo do nucleo pirrolizidinico € uma caracteristica estrutural
destes alcaloides e € aparentemente necessaria para conferir toxicidade a estrutura

(SIMOES et al., 2003).

FIGURA 3. ESTRUTURAS DE ALCALOIDES PIRROLIZIDINICOS

R j
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Acido nécico
N Necina

Nducleo Estrutural

Retronecina Senecionina

Os alcaldides pirrolizidinicos de Senecio sp. tém sido amplamente investigados
desde o inicio do século passado (SIMOES et al., 2003). Tratam-se de ésteres de
alquilaminas que, por hidrélise, produzem um componente basico denominado necina e
um acido nécico. As necinas sdo aminoalcoois derivados da pirrolizidina, cujo principal
componente € a retronecina (Figura 3). Este composto esta presente na estrutura da

metade dos mais de 30 alcalbides presentes em Senecio sp., dentre 0S quais 0S mais
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conhecidos sdo a equinatina (monoéster da heliotridina com o &cido veridiflorico), a
equimidina (diéster da retronecina com os &cidos angélico e equimidinico), a dicrotalina
e a senecionina (diésteres ciclicos da retronecina com os acidos dicrotalico e senécico).
Estes alcaldides vém sendo utilizados como terapias alternativas para o tratamento de
problemas gastrointestinais, incluindo gastrite e Ulceras (TOMA et al., 2004). No
entanto, € importante observar que, embora comuns em extratos organicos das partes
aéreas totais, estes alcaldides ndo tém ocorréncia nos 6leos essenciais da planta devido a
sua grande labilidade quimica, além disso, sdo moléculas com alto peso molecular

normalmente extraidas com solventes organicos e ndo arrastadas por vapor de agua.

Apesar do grande numero de investigacOes ja realizadas sobre os alcalGides
presentes no género Senecio sp., pouco se tem relatado na literatura sobre o dleo
essencial das diferentes espécies deste género. A espécie S. graveolens, que ocorre na
Argentina, teve seu 6leo essencial investigado e caracterizado pela presenca de 13
substancias, sendo elas: a-pineno, a-felandreno, o-terpineno, p-cimeno, sabineno, -
terpineno, terpinoleno, terminen-4-ol, a-eudesmol, B-eudesmol, acetona, piperitenona e
isovaleraldeido (PEREZ et al., 1999). Além da caracterizacdo do Oleo essencial da
espécie de S. graveolens, foram realizados testes para averiguar sua atividade
antibacteriana através da concentracdo minima inibitéria (MIC), no entanto, o 6leo
essencial ndo apresentou atividade antibacteriana para as espécies estudas (PEREZ et al.,

1999).

Teibler e colaboradores (2001) identificaram indol, Smirceno, o-cimeno, o-
copaeno e a-cariofileno como substancias volateis da espécie S. grisebachii. Nesta

investigacdo, também foi demonstrado que o 6leo essencial de S. grisebachii apresenta
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grande toxicidade quimica, revelada através da degeneracédo de células do figado de ratos

(ROMERO et al., 2003).

1.4 — Senecio brasiliensis (Spreng.) Less. (Asteraceae)

A espécie S. brasiliensis é nativa da América do Sul e, no Brasil, encontra-se
bastante difundida em campos e pastagens dos estados do Rio Grande do Sul, Santa
Catarina, Parand e Séo Paulo, onde é considerada como uma erva daninha e invasiva.
Portanto, trata-se de uma planta ristica, pouco exigente em termos agronémicos, de
grande adaptacdo territorial e ampla ocorréncia natural, facilmente cultivavel, de ciclo

produtivo curto e de alta produtividade.

O S. brasiliensis ¢ uma planta herbacea subfruticosa, perene, ereta e bastante
ramificada, com caule liso e estriado que atinge de 1 a 2 metros de altura. As folhas séo
alternadas, pinadas e profundamente lobadas até a nervura central. A parte ventral da
planta é lisa, enquanto que a parte superior é pilosa. As folhas sdo densamente agrupadas
no apice. As inflorescéncias sdo capitulos numerosos arranjados em corimbos densos. As
flores sdo amarelas, de antera com base sagitada, providas de filamentos receptaculos
sem peddnculos (Figura 4), e podem ser encontradas de duas formas: com pétalas em
discos, que possuem partes masculinas e femininas na mesma flor, e com pétalas
radiadas, que sdo exclusivamente femininas. O fruto é pequeno e possui plumagem

branca que ajuda a sua dispersao pelo vento.
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FIGURA 4. ESPECIME DE S. brasiliensis EM FLORAGCAO.

Popularmente, o S. brasiliensis, conhecido como maria-mole, aspelina, ndo-me-
deixes, margaridinha e flor-das-almas, ¢ muito utilizado pela medicina popular para o
tratamento de dores estomacais (SIMOES et al., 2003). Ha registros de que esta planta
foi largamente utilizada por comunidades indigenas paranaenses e catarinenses para a
cura de dores de ouvido, sarna e vermes do trato digestivo (lombrigas) (GOTTLIEB,
1997). Na medicina popular, suas folhas também ja foram utilizadas na forma de
cataplasma para curar feridas e existem informag0es de envenenamento humano por
consumo acidental em produtos derivados do trigo (GOTTLIEB, 1997). Estudos
fitoquimicos de seu extrato etandlico confirmaram a presenca de alcalGides
pirrolizidinicos anteriormente identificados em outras espécies, e esta caracteristica é

relatada como negativa para a pecudria brasileira, principalmente nos estados do Sul,
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devido a acdo que tais componentes exercem sobre o trato digestivo de bovinos e outros
ruminantes (MENDEZ et al., 1987; MENDEZ et al., 1990). Apesar da hipGtese de que
os alcal6ides pirrolizidinicos presentes na espécie de S. brasiliensis sejam causadores de
danos a pecuédria brasileira, testes realizados com ratos demonstraram que estes
apresentam atividade antiulcerogénica gastrica e duodenal em uma dose (12,5 mg/kg)
quase 20 vezes menor que a toxica (234,4 mg/kg), além de apresentar mecanismos
citoprotetores envolvendo aumento da produgdo de muco, prostaglanina e somatostatina

(TOMA, 2004).

FIGURA 5. ESTRUTURAS DE ALCALOIDES PIRROLIZIDINICOS ENCONTRADOS NA

ESPECIE DE S. brasiliensis.

1. Senecionina—Z,R=H 5. Senecifilina
2. Integerrimina—E,R=H

3. Retrorsina—Z, R =0H

4. Usaramina—E, R =0H

Os alcaldides pirrolizidinicos presentes na espécie S. brasiliensis sdo a
senecionina (1), a integerrimina (2), a retrorsina (3), a usaramina (4) e a senecifilina (5),

na proporcao de 7:4:86:1:5 (Figura 5) (TOMA et al., 2004).
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Os alcal6ides pirrolizidinicos presentes nas folhas de S. brasiliensis também s&o
utilizados por insetos dos géneros Hemiptera e Coleoptera para sua protegdo contra
predadores naturais (KLITZKE et al., 2000). Além dos alcaloides pirrolizidinicos, esta
espécie apresenta componentes derivados do tiofeno, que € uma classe de compostos
comuns a familia Asteraceae (Compositae). Esta classe de compostos demonstrou
atividade biologica contra 0 mosquito Aedes fluviatilis; no entanto, o extrato etanolico de
S. brasiliensis consumiu uma dose muito alta (100 mg/L) para matar 50% das larvas do

mosquito (MACEDO et al., 1997).

Como pode ser visto pelas informagfes descritas acima, espécimes de S.
brasiliensis ja foram bastante investigados em relacdo aos alcaldides pirrolizidinicos
presentes em seu extrato etanolico. Porém, ndo ha nenhum relato na literatura sobre a
caracterizacdo de seu Oleo essencial. Portanto, a presente investigacdo torna-se
interessante uma vez que os alcaloides pirrolizidinicos, responsaveis pela toxicidade
da espécie, ndo sdo substdncias constituintes do 6leo essencial. O éleo essencial é
composto, basicamente, por monoterpenos e sesquiterpenos, moléculas que sao

facilmente arrastados por vapor devido a sua alta volatilidade.



15
2-0OBJETIVOS

O presente trabalho tem como objetivo caracterizar os 6leos essenciais extraidos
de folhas e flores de Senecio brasiliensis (Spreng.) Less. (Asteraceae), avaliar sua

sazonalidade e investigar sua atividade bioldgica.

As etapas necessarias para 0 desenvolvimento deste projeto estdo descritas a

sequir:

e Extrair o 6leo essencial de folhas e flores de S. brasiliensis (Spreng.) Less por

hidrodestilacdo em pequena escala;

e Construir um prototipo para a extracdo de 6éleos essenciais por hidrodestilacéo
em larga escala e testar a sua eficiéncia co folhas de S. brasiliensis (Spreng.)

Less;

e Caracterizar as propriedades fisicas e a composicdo quimica dos o6leos

essenciais de S. brasiliensis (Spreng.) Less;

e Avaliar o efeito da sazonalidade sobre o rendimento de extracdo e a composi¢io

quimica do 6leo essencial das folhas de S. brasiliensis (Spreng.) Less;

e Investigar a atividade bioldgica dos 6leos essenciais de S. brasiliensis (Spreng.)
Less, visando avaliar a potencialidade desta matéria-prima para a indudstria

quimico-farmacéutica.
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3 - MATERIAIS E METODOS
3.1 — Materiais

As coletas de S. brasiliensis foram realizadas na Reserva Particular do Patrimonio
Natural (RPPN) Itaytyba, localizada no municipio de Tibagi (PR) a 1205 m de altitude,
24°30'S de latitude e 50°30'W de longitude. Realizaram-se coletas nos meses de junho,
setembro e dezembro de 2006 e também em marco de 2007. Apoés a coleta de junho,
dezembro e marcgo, as folhas da planta foram separadas do caule e submetidas a
hidrodestilacdo ainda frescas. Extraiu-se 6leo apenas das folhas da planta, visto que a
mesma nao se encontrava em periodo de floracdo. Na coleta realizada no més de
setembro, a planta encontrava-se florida. Portanto, flores e folhas foram separadas e
entdo submetidas a hidrodestilagdo separadamente. Além das extrages realizadas com
folhas e flores, realizou-se, também, uma extracdo do caule da planta coletada no més de

junho de 2007.

As plantas foram processadas assim que chegaram ao laboratério. As folhas foram
separadas manualmente dos espécimes coletados, homogeneizadas e separadas em
quantidades de 1500 gramas, sendo entdo submetidas a hidrodestilacéo. Para avaliar
a susceptibilidade da matéria-prima ao armazenamento, foram realizadas extracGes de
folhas de S. brasiliensis que foram secas ao ar livre e, também, de folhas que foram

congeladas a uma temperatura de -10 °C por uma semana.

No més de setembro, as flores dos diferentes espécimes foram separadas e
submetidas a hidrodestilacdo. No entanto, a quantidade de flores obtida foi relativamente

pequena, 0 que possibilitou apenas uma Unica extracao.
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Para avaliar a possivel ocorréncia de quimiotipos na espécie, trés espécimes de S.
brasiliensis foram coletados e submetidos a extragbes independentes para a
caracterizacdo e comparacdo da composicdo quimica dos 6leos essenciais presentes das

folhas.

3.2 — Métodos

A metodologia utilizada neste trabalho encontra-se descrita no diagrama da Figura
6. O oleo essencial obtido a partir das folhas e flores de S. brasiliensis foi analisado,

enquanto que o hidrolato e a massa verde resultantes da extragdo foram descartados.

3.2.1 — Extracao
3.2.1.1 — Extragdo em Clevenger Convencional

O oleo essencial foi extraido das folhas e flores do vegetal através de
hidrodestilacdo em aparelho Clevenger. O baldo utilizado para a extracdo das folhas de S.
brasiliensis tinha uma capacidade de 30 L, o que possibilitou processar amostras de até
1500 g de uma Unica vez. Em cada periodo de coleta foram feitas trés extracdes, cada
uma com 1500 g de folhas, totalizando 4500 g de folhas em cada periodo de coleta. Por
outro lado, a extracdo das flores foi realizada em baldo de 3 L porque a massa total obtida
foi de apenas 300 g. Tanto folhas quanto flores de S. brasiliensis foram submetidas ao
processo de extracdo por arraste a vapor por 4 horas. O 6leo resultante da extracdo de

folhas e flores de S. brasiliensis foi seco com sulfato de sédio (Na,SO,) anidro para
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garantir a total auséncia de agua e, em seguida, ampolado e mantido sob refrigeracédo a -
10°C.

O rendimento foi determinado em relacdo a massa de biomassa extraida (%, m/m)

apos o esgotamento do teor de 6leo volatil das folhas e flores de S. brasiliensis.

FIGURA 6. DIAGRAMA DO PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL UTILIZADO PARA

CARACTERIZAR OS OLEOS ESSENCIAIS DE FOLHAS E FLORES DE S. brasiliensis.
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3.2.1.2 — Extracdo em Larga Escala

O extrator utilizado (Figura 7) para producdo do 6leo em maior escala tem o

mesmo principio de um aparelho Clevenger convencional. O condensador, o recipiente
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de 6leo leve e o recipiente de 6leo pesado sdo construidos em aco inox, sendo que 0s
recipientes de 6Oleo leve e pesado possuem uma capsula de vidro interna para observar
a separacdo do Oleo resultante da extracdo. A autoclave é de ferro e possui uma
resisténcia interna para aquecer a dgua; a esta resisténcia foi adaptado um reostato para

controlar a temperatura de aguecimento da agua.

Para evitar o contato direto da amostra com a resisténcia e quaisquer outros
problemas, como o entupimento da tubulagdo, foi confeccionado um saco de algodéo
para acomodar a amostra. Esta, com aproximadamente 5 kg, foi colocada no saco de
algodao e submersa em agua dentro da autoclave. A temperatura foi mantida entre 50 e
60°C durante o processo, ja que o sistema bem fechado elevava a presséo e, sempre
que necessario, o hidrolato obtido foi submetido a extraces com n-pentano para

permitir a recuperacéo total do 6leo retido na emulséo.

A circulacdo de agua no condensador foi feita através de um sistema de
bombeamento com fluxo ajustado em aproximadamente 5 L/min, que foi adaptado a
um banho termostatizado. Vale observar que, devido ao seu projeto de construcdo, o
extrator em larga escala possibilita a separacdo das fracfes leve e pesada do Oleo
essencial (em relacdo a densidade da agua), uma vez que o recipiente de 6leo pesado
fica abaixo da linha de refluxo, de onde a &gua condensada volta para a extracdo.
Neste caso, 0 0leo de densidade relativa maior do que a agua (Se existente) se acumula

abaixo dela, ndo retornando para a autoclave durante o processo.
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FIGURA 7. ILUSTRAGAO DO EXTRATOR EM LARGA ESCALA
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3.2.2 — Cromatografia de Fase Gasosa

A cromatografia de fase gasosa € o método mais eficiente para separar e
quantificar substancias componentes de Oleos essenciais. A identificacdo dos
compostos pode ser realizada através da comparacdo do tempo de retencdo dos
componentes da amostra com padrdes verdadeiros e, também, através do céalculo de
seus respectivos indices de Kovatz (1K) (SIMOES et al., 2003; McLAFFERTY et al.,

1993).
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3.2.2.1 — Cromatografia de Fase Gasosa com Deteccdo de lonizagdo de Chama

O dleo essencial de folhas e flores de S. brasiliensis foi analisado em
cromatografo de fase gasosa (CG) com detecgéo por ionizacdo de chama (DIC ou FID,
da sigla em inglés “flame ionization detector”). O equipamento utilizado foi um
cromatografo a gas Shimadzu GC-14B equipado com coluna capilar OV5 (5% fenil-
metilsiloxano) de 30 m x 0,25 mm x 0,25 um. Como géas de arraste, utilizou-se hélio

(99,99%) a uma vazao de 1 mL/min.

As amostras foram preparadas em diclorometano ultra puro em concentracdes
de 1 mg/mL e injetadas no volume de 1 puL em taxa de divisdo 1:20. Os padrdes de n-
alcanos, necessarios para o célculo do indice de Kovatz, foram injetados com o0 mesmo

volume e mesma taxa de divisao.

Aanélise das amostras e do padrdo de n-alcanos foi realizada por programacao
de temperatura, iniciando com 50°C por 3 minutos, seguido por uma primeira rampa
de aquecimento de 3°C por minuto até atingir 250°C e, em seguida, uma segunda
rampa de 10°C por minuto até 280°C. O injetor foi mantido a 250°C e o detector a

300°C, sendo que o tempo total de andlise foi de 75 minutos.

Os cromatogramas obtidos a partir da cromatografia de fase gasosa com
deteccdo por ionizacdo de chama (CG-DIC) permitiram realizar a analise quantitativa
das amostras de 0Oleos essenciais obtidos nas diferentes épocas do ano. Utilizou-se o
método de normalizacdo de area para obter uma expressdo da abundancia relativa de
cada substancia presente nos cromatogramas, sendo que foram contabilizadas as

substéncias com resposta no detector igual ou superior a 300 mV.
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3.2.2.2 — Cromatografia de Fase Gasosa Acoplada a Espectrometria de Massas

Os oleos essenciais de folhas e flores de S. brasiliensis foram analisados por
cromatografia de fase gasosa com deteccdo de massas (CG/EM) em equipamento
Varian® 3800 com coluna CP-Sil 8 Low Bleed MS/MS® (5% fenil-metilsiloxano, 30
m x 0,25 mm x 0,25 um), acoplado a um espectrémetro de massa Varian® GC/MS/MS
Saturn 2000 (armadilha de ions ou ion trap) capaz de detectar fragmentos de 30 a 600
unidades de massa. Hélio (99,99%) foi utilizado como gas de arraste a uma vazao de 1

mL/min.

As amostras foram preparadas e injetadas nas mesmas condi¢Oes utilizadas
anteriormente. Os Oleos essenciais de folhas e flores de S. brasiliensis foram
preparados na concentragdo de 1 mg/mL em diclorometano ultra puro, tendo sido
injetado 1uL de amostra em razdo de 1:20. Para a série homdloga de n-alcanos (C8 a

C18 e C20), 0 mesmo volume foi injetado, mas em razao de split de 1:100.

Para efeito de comparacao, a programacao de temperatura utilizada foi a mesma
descrita anteriormente, iniciando-se em analise isotérmica a 50°C por 3 minutos,
seguida de uma primeira rampa de 3°C/min até atingir 250°C e de uma segunda rampa

de 10°C/min até atingir 280°C. O injetor foi mantido a 250°C.

3.2.3 — ldentificacdo dos principais componentes presentes nos 6leos essenciais

A identificacdo dos principais componentes dos 6leos essenciais foi realizada

através do céalculo de seus respectivos indices de Kovatz (1K) e de comparagdo com 0s
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resultados de espectrometria de massas, oriundos das analises de CG/EM (SIMOES et

al., 2003; McCLAFFERTY et al., 1993).

O indice de retencdo de Kovatz dos principais componentes das amostras foi

calculado com base nos cromatogramas obtidos por CG/EM e CG/DIC de padrdes de

n-alcanos (Figura 8) de cadeia normal (C8 a C18 e C20).

FIGURA 8. CROMATOGRAMA DO PADRAO DE n-ALCANOS, EMPREGADO

CALCULO DO INDICE DE KOVATZ.
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Com os tempos de retencdo da série homdéloga dos n-alcanos, foi possivel

calcular o indice de retencéo através da seguinte equacao (COLLINS et al, 1997):

| =100z + 100{

logt, —logt,

IogtR(M)' —logt,,

|
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onde, tRX' é 0 tempo de retencdo ajustado do composto X, tRZ'e tR(M)' sdo os tempos de
retencdo ajustados de n-alcanos de cadeia normal (sendo que tRX' deve ser
intermediario a tRZ' e tR(M'), e z € o numero de carbonos do n-alcano de cadeia normal
anterior ao composto X.

Com os indices de retencdo calculados e com os espectros de massa derivados
das analises por CG/EM, com auxilio de biblioteca especializada Adams, 1995; foi
possivel caracterizar os principais componentes presentes no 6leo essencial de folhas e

flores de S. brasiliensis.

3.2.4 — Analises Fisicas do Oleo Essencial — Densidade Relativa e Indice de

Refracado

Para calcular a densidade relativa do 6leo essencial, utilizou-se um picnémetro

de 2 mL. A determinacédo da densidade relativa se deu por meio da equacao:

. m, —m,
pC’)Ieo,HZO - m m
3 M

onde m; é a massa do picnémetro vazio, m, a massas do picnémetro cheio com o 6leo
essencial (cuja densidade relativa deseja-se determinar) e m; a massa do picnémetro

cheio de agua destilada.

O indice de refragdo (n) foi medido em um refratbmetro Bausch & Lomb
modelo 7163VD. Utilizaram-se 2 a 3 gotas do 6leo essencial bruto de folhas e flores
de S. brasiliensis, aplicadas diretamente sobre o prisma do refratdmetro com auxilio de

uma pipeta de Pasteur. Os dois parametros analisados, densidade e indice de refracao,
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foram determinados com a temperatura do 6leo essencial de folhas de S. brasiliensis a

25°C.

3.2.5 — Espectrometria no Infravermelho com Transformada de Fourrier

Os espectros no infravermelho do Oleo essencial de folhas e flores de S.
brasiliensis foram obtidos em equipamento Bio-Rad Excalibur FTS 3500GX, no
intervalo de 500 a 4000 cm™, com aplicacdo da Transformada de Fourier. As amostras
foram analisadas na forma de filme em uma cela de brometo de potéssio (KBr) de

dimensoes apropriadas.

3.2.6 — Ensaios Bioldgicos - Atividade Antimicrobiana e Antifingica

O Oleo essencial das folhas de S. brasiliensis foi submetido a testes
antimicrobianos. Para os ensaios, foram utilizadas 10 bactérias, sendo elas: Bacillus
subtilis ATCC 5061, Escherichia coli ATCC 11775, Staphylococcus aureus ATCC
6538, Staphylococcus epidermides ATCC 12228, Micrococcus luteus ATCC 4698,
Rhodococcus equi ATCC 6939, Salmonella choleraesuis ATCC 10708, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 13388, Enterococcus faecium CCT 5079, Enterococcus hirae

ATCC 10541; e um fungo: Candida albicans ATCC 10231.

A atividade antimicrobiana foi avaliada através da Concentracdo Minima
Inibitéria (MIC) do 6leo essencial, de acordo com o método da microdiluicdo (ELOFF,
1998). Em uma microplaca de 96 pocos (8 colunas e 12 linhas), foram depositados 100

uL de caldo Mueller-Hilton na coluna 1 — linha A, enquanto que a coluna 12 foi
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utilizada para os controles. Na coluna 1 — linha A foram acrescentados 50 uL de 6leo
essencial de concentracdo de 1,0 mg/mL. Em seguida, 100 uL do contetddo do orificio
foram homogeneizados com o meio e transferidos para o orificio da linha seguinte (B),
repetindo-se o procedimento até a linha H, de modo a obter uma concentracéo
decrescente do Oleo essencial das folhas de S. brasiliensis. Os 100 pL finais foram
desprezados. Terminada a preparacdo do meio, foram adicionados 100 uL de uma
suspensao de microrganismos, de crescimento recente (24 horas), cuja turvagdo foi
comparada & escala de McFarland n°. 0,5 e diluidos para concentracdo final de 10*
células/mL. As placas foram seladas com Parafilm® e incubadas por 24 horas a 37°C.
Apos este periodo foram acrescentados 50 uL de uma solucéo aquosa de TTC (cloreto
de trifenil tetrazolium) a 0,5% e a placa re-incubada por 3 horas na referida
temperatura. A MIC foi definida como a menor concentracdo do 6leo essencial de
folhas de S. brasiliensis capaz de impedir o aparecimento de coloracdo vermelha.
Foram também incluidos nos testes controles dos antibidticos nistatina e cloranfenicol,
para confirmacdo da esterilidade do meio de cultura e do crescimento do

microrganismo.
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4 — RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 — Extracédo com Clevenger Convencional

As folhas e flores de S. brasiliensis foram separadas do caule manualmente e
submetidas a hidrodestilacdo ainda frescas através de um aparelho Clevenger, durante
quatro horas. O principio do método consiste no arraste do 6leo essencial presente no
material vegetal juntamente com o vapor d’agua; com a condensagdo do vapor, o 0leo se
separa da agua (por ser nela imiscivel) e é entdo recuperado por esgotamento do
recipiente de coleta. Depois de feita a separacéo, o 6leo essencial foi tratado com sulfato

de sddio (Na,SO,) anidro para sua secagem.

O teor de Oleos essenciais das folhas de S. brasiliensis sofreu uma evidente
variagdo sazonal, conforme demonstram os dados da Figura 9. No entanto, o clima né&o
parece ter sido fator determinante para o rendimento de extracao, pois este permaneceu
inalterado dentre as amostras coletadas nos meses de marco e junho, quando se verificam
variagdes significativas na temperatura e no indice pluviométrico da regido. Variacoes na
composicdo quimica do solo também parecem néo ter interferido nos rendimentos de
extracdo, visto que a coleta nem sempre foi realizada exatamente no mesmo local. Por
outro lado, o fator determinante para o rendimento de extracdo dos 6leos essenciais das
folhas de S. brasiliensis foi o periodo de floragdo (setembro), quando estes naturalmente

se acumulam nas flores por razdes fisiologicas da prépria planta.

Com o objetivo de avaliar a susceptibilidade da matéria-prima ao armazenamento,
foram realizadas extracOes de folhas de S. brasiliensis que foram secas ao ar livre e,

também, de folhas que foram congeladas por um periodo de uma semana.
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FIGURA 9. RENDIMENTO DE EXTRACAO DO OLEO ESSENCIAL DAS FOLHAS (BARRAS

SOMBREADAS) E FLORES (BARRA TRANSPARENTE) DE S. brasiliensis
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Das folhas secas, ndo se observou nenhum acimulo de dleo essencial durante o
periodo de extracdo ou apos, ja que o hidrolato obtido foi submetido a extracdo com
solvente n-pentano. Como os 6leos essenciais sdo substancias volateis e a quantidade de
6leo presente na planta fresca é pequena, é provavel que a maior parte ou até mesmo a
totalidade do oOleo essencial de S. brasiliensis tenha se volatilizado durante a secagem.
Nas folhas que foram congeladas, obteve-se 0 mesmo rendimento caracteristico de folhas
verdes e frescas. Para poder realmente considerar o congelamento como um meio de
conservar a matéria-prima, o Oleo extraido das folhas congeladas foi analisado por

cromatografia de fase gasosa (CG/DIC). Tais resultados encontram-se registrados na
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secdo 4.6 deste trabalho, onde a composicdo quimica dos 6leos essenciais se encontra

discutida em detalhe.

4.2 — ldentificacé@o dos principais componentes dos 6leos essenciais de folhas e

flores de S. brasiliensis

As amostras de Oleo essencial das folhas de S. brasiliensis coletadas
trimestralmente e a amostra de 6leo essencial das flores coletadas em setembro de
2006 foram analisadas por CG/EM. Para a identificacdo das substancias presentes no
6leo, utilizou-se a comparacdo de seus respectivos indices de retencdo de Kovatz,
calculados através da equacdo citada no subitem 3.2.3 da pagina 23, com aqueles
tabelados na literatura especializada (ADAMS, 1995). A identificacdo de cada um dos
compostos foi entdo confirmada por espectrometria de massas (ANEXO 1),
comparando-se 0s espectros da substancia com os espectros de massa da biblioteca

NIST e da literatura especializada (ADAMS, 1995).

A Tabela 1 traz os principais fragmentos de massa de cada uma das substancias
identificadas, juntamente com os principais fragmentos dos respectivos compostos de
referéncia. Além disso, também os indices de Kovatz calculados e da literatura
especializada. Observando os valores nas tabelas, percebe-se que os fragmentos de
massa das substancias encontradas e os indices de Kovatz calculados estdo bem

préximos aos dos respectivos padroes.
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TABELA 1. FRAGMENTOS DE MASSA E INDICE DE KOVATZ DAS SUBSTANCIAS IDENTIFICADAS E DA LITERATURA DE SEUS

RESPECTIVOS PADROES
Substincia Tempo de Indice de Kovatz Indice de Kovatz Fragmentos de massa/carga Fragmentos de massa
retencdo Meédio literatura* (M/Z) obtidos literatura*
a-Pineno 8,650 941 939 39-77-93 39-77-93
Sabineno 10,632 979 976 77—-93 77-93
S-Pineno 10,834 983 980 39-77-93 39-77-93
Mirceno 11,364 992 991 39-69-93 39-69-93
p-Cimeno 12,989 1030 1026 49 — 83 47 — 86
Limoneno 13,184 1034 1031 67 —93 67 —93
(2)-p-Ocimeno 13,525 1042 1040 41-79-93 41-79-93
(E)--Ocimeno 14,004 1052 1050 41-79-93 41-79-93
y~Terpineno 14,536 1063 1062 49 — 86 — 149 47 — 86 — 149
Terpinoleno 15,826 1088 1088 93-121-136 93-121-136
Cis-f-Diidro-terpineol 18,088 1137 1136 39-105-129 39-105-133
Terpinen-4-ol 20,369 1185 1177 71-93 71-93
Isomentol 20,413 1185 1182 43 -71-152 41 -71-147

S-Cubebeno 29,583 1390 1390 67 —93 67 —93
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Substancia Tempo de Indice de Kovatz Indice de Kovatz Fragmentos de massa obtidos Fragmentos de massa
retencdo Medio literatura* literatura*
S-Elemeno 29,652 1391 1391 67 —79-93 67-79-91
(E)-Cariofileno 30,400 1419 1418 41 -79-91-105-133 39-77-91-105-133-166
a-Santaleno 30,909 1421 1420 41 -93-133-161 39-91-133-166
a-Humuleno 31,889 1457 1454 67 —93 — 147 67 —93 147
D-Germacreno 33,449 1482 1480 91-105-161 91-105-161
Valenceno 33,793 1491 1491 43 -97-119 41 -93-121
Biciclogermacreno 34,077 1496 1494 67 -79-93-105-121 - 161 67-79-93-105-121-161
o-Cadineno 34,967 1520 1524 105-119 - 134 - 161 - 204 105-119-134 - 161 - 204
Viridiflorol 37,292 1583 1590 49 — 84 — 159 — 207 47 - 86 — 161 — 204
Guaiol 37,975 1596 1595 40 - 67 —-105-131- 161 41 - 67 -105-134 - 161
Cubenol 39,232 1632 1627 47 — 83 — 147 — 207 47 — 86 — 147 — 204
EPI-a-Murolol 39,436 1637 1641 51-98-123-209 47 -95-121-204
a-Cadinol 40,277 1661 1653 41-91-105-119 - 161 - 204 43 -95-121-161 - 204

* Fonte: ADAMS (1995)
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As analises realizadas por CG/EM possibilitaram, além da obtencdo dos
espectros de massas (ANEXO 1) de cada substancia, o calculo de seus respectivos
indices de Kovatz. Portanto, a identificacdo das substancias foi baseada nestes dois
parametros e isto se mostrou de fundamental importancia para alguns casos. Por
exemplo, 0s compostos a-pineno e S-pineno sdo isOmeros e possuem espectros de
massas idénticos; portanto, para confirmagdo da ocorréncia destas substancias baseou-
se nos seus indices de Kovatz. Por outro lado, ao analisar os compostos sabineno e S
pineno, cujos indices de Kovatz sdo muito proximos (976 e 980, respectivamente), 0s
espectros de massas foram absolutamente indispensaveis para assegurar a correta

atribuicdo.

Foram contabilizadas 32 substancias diferentes para o 6leo essencial de folhas e
flores de S. brasiliensis, das quais 27 foram identificadas, correspondentes a 13
monoterpenos (Figura 10) e 14 sesquiterpenos (Figura 11). Baseando-se nos
respectivos indices de retencdo de Kovatz e também nos espectros de massas obtidos
por CG-EM, é provavel gque as substancias ndo identificadas correspondam a um

monoterpeno e quatro sesquiterpenos.

As amostras de Oleo essencial das folhas dos meses de junho e setembro de
2006 tiveram todas as substancias identificadas, correspondendo a um total de 16 e 18
substancias, respectivamente. A amostra do més de dezembro de 2006 apresentou um
total de 16 substancias, sendo que 2 ndo foram identificadas. J& para as amostras de
margo de 2007, 3 substancias, de um total de 17, ndo foram identificadas. O ¢leo
essencial das flores de S. brasiliensis apresentou 20 substancias diferentes, das quais

18 foram identificadas.



33

FIGURA 10. MONOTERPENOS IDENTIFICADOS NOS OLEOS ESSENCIAIS DE FOLHAS E

FLORES DE S. brasiliensis
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4.3 — Caracterizacdo dos 6leos essenciais de folhas e flores de S. brasiliensis

Para caracterizar isoladamente os 6leos essenciais das folhas e flores de S.
brasiliensis, foram utilizados materiais coletados no més de setembro, ja que a
floracdo da espécie ocorre apenas neste més. No entanto, amostras de folhas também
foram coletadas em outras épocas do ano, para avaliar o efeito da sazonalidade sobre o

rendimento e composi¢do quimica do 6leo.
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FIGURA 11. SESQUITERPENOS IDENTIFICADOS NOS OLEOS ESSENCIAIS DE FOLHAS E

FLORES DE S. brasiliensis
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4.3.1 — Caracterizacao do 6leo essencial das folhas de S. brasiliensis

Amostras das folhas de S. brasiliensis foram coletadas no més de setembro,
submetidas a extracdo por hidrodestilagdo e o Oleo essencial assim obtido foi

caracterizado por CG/DIC (Figura 12). Os cromatogramas do 0leo essencial das folhas
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revelaram a presenca de 31 picos, dos quais 18 foram caracterizados e identificados,
representando 90,06% da &rea total do cromatograma. O limoneno foi identificado
como o principal componente (24,67%) e 0 a-santaleno apresentou a menor
abundancia relativa, de 0,94%. A Tabela 2 apresenta os compostos identificados, suas
respectivas abundancias relativas, tempos de retencédo e indices de Kovatz, conforme

0s parametros analiticos citados acima.

FIGURA 12. CROMATOGRAMA DO OLEO ESSENCIAL EXTRAIDO DAS FOLHAS DE S.

brasiliensis QUE FORAM COLETADAS EM SETEMBRO DE 2006
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Os oleos essenciais das folhas de S. brasiliensis apresentaram uma densidade

relativa de 0,8546, enquanto que o indice de refracdo foi de 1,487. Segundo Simdes et
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al. (2003), tais valores se encontram dentro dos intervalos que caracterizam 0leos

essenciais em geral, que é de 0,69 a 1,118 para a densidade relativa e de 1,450 a 1,590

para o indice de refracéo.

TABELA 2. ANALISES DE CG/EM E CG/DIC DO OLEO ESSENCIAL EXTRAIDO DAS

FOLHAS DE S. brasiliensis COLETADAS EM SETEMBRO DE 2006

Ndmero do Tempo de Indice\ de indice de _
Pico Retencao Kovatz Kovats * Nome da Substéncia Teor (%)
(min) Calculado
1 8,65 939 939 a-Pineno 1,33
2 10,63 980 976 Sabineno 3,16
3 10,83 984 980 S-Pineno 11,81
4 11,36 993 991 Mirceno 10,90
5 12,99 1030 1026 p-Cimeno 5,93
6 13,18 1034 1031 Limoneno 24,67
7 14,00 1052 1050 (E)-p-Ocimeno 2,13
8 20,40 1185 1182 Isomentol 6,77
9 29,65 1391 1390 S-Cubebeno 1,04
10 30,91 1421 1420 a-Santaleno 0,94
11 33,45 1482 1480 D-Germacreno 1,23
12 33,79 1491 1491 Valenceno 5,40
13 34,08 1496 1494 Biciclogermacreno 2,34
14 34,97 1521 1524 &Cadineno 1,33
15 37,29 1580 1590 Viridiflorol 3,40
16 37,97 1596 1595 Guaiol 2,80
17 39,44 1637 1641 EPI-a-Murolol 2,66
18 40,28 1660 1653 a-Cadinol 2,22

*Fonte: ADAMS (1995)
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O espectro no infravermelho com transformada de Fourier (IVTF) do oleo
essencial de folhas de S. brasiliensis encontra-se na Figura 13 (ANEXO 2). Sabe-se
que a composicdo do 6leo essencial das folhas de S. brasiliensis € predominantemente
composta por varios mono- e sesquiterpenos, sendo alguns deles oxigenados (Figuras
10 e 11). Portanto, estas substancias se caracterizam pela presenca de ligacdes duplas
isoladas ou, em alguns casos, conjugadas, além de funcdes oxigenadas como alcoois
primarios, secundarios e tercidrios. Tais atribuicbes estruturais puderam ser
confirmadas nos espectros no IVTF, através da identificacdo das seguintes bandas:
deformagdes axiais de =C-H em 3090 cm™; deformagdes axiais simétricas e
assimétricas de C=C-C=C em 1640 e 1606 cm™, respectivamente; deformacdes
angulares de C-H no plano em 1400 cm™; deformacdes axiais de C-O de &lcoois
secundarios e terciarios em 1105 e 1157 cm?, respectivamente; e deformacdes

angulares de C-H fora do plano em 990 e 892 cm™ (SILVERSTEIN et al, 1994).

FIGURA 13. ESPECTRO NO INFRAVERMELHO COM TRANSFORMADA DE FOURIER, DO
OLEO ESSENCIAL DAS FOLHAS DE S. brasiliensis COLETADAS EM

SETEMBRO DE 2006
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4.3.2 — Caracterizacdo do 6leo essencial obtido a partir das flores de S. brasiliensis

Para o 6leo essencial obtido das flores de S. brasiliensis coletadas em setembro
de 2006, o cromatograma obtido (Figura 14) apresentou 55 picos, dos quais 20 foram
caracterizados e, destes, apenas 3 ndo foram identificados, representando 5,64% da
area total do cromatograma. As 20 substancias caracterizadas apresentaram uma

abundancia relativa de 89,94%.

FIGURA 14. CROMATOGRAMA DO OLEO ESSENCIAL EXTRAIDO DAS FLORES DE S.

brasiliensis QUE FORAM COLETADAS EM SETEMBRO DE 2006
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De acordo com a Tabela 3, o sabineno foi identificado como o principal

componente (16,65%) do oleo essencial das flores, enquanto que o teor de limoneno
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caiu para 12,84%, o [-pineno passou a ser o segundo componente em abundancia

relativa (14,01%) e o B-cubebeno foi o composto identificado em menor teor (0,51%).

TABELA 3. ANALISES DE CG/EM E CG/DIC DO OLEO ESSENCIAL EXTRAIDO DAS

FLORES DE S. brasiliensis COLETADAS EM SETEMBRO DE 2006

Nimero do Tempode Indice de indice de _
Pico Retencdo Kovatz Kovitz * Nome da Substancia Teor(%)
(min) Calculado
1 7,27 905 -- -- 3,95
2 8,93 945 939 a-Pineno 2,10
3 10,62 980 976 Sabineno 16,65
4 10,83 984 980 S-Pineno 14,01
5 11,37 993 991 Mirceno 3,27
6 13,18 1034 1031 Limoneno 12,84
7 14,00 1052 1050 (E)-p-Ocimeno 3,94
8 14,54 1063 1062 y-Terpineno 12,02
9 15,83 1088 1088 Terpinoleno 4,94
10 18,09 1137 1136 Cis -p-diidro-terpineol 1,14
11 20,37 1184 1177 Terpinen-4-ol 1,59
12 25,75 1301 - -- 1,15
13 29,58 1389 1390 S-Cubebeno 0,51
14 30,90 1421 1420 a-Santaleno 1,14
15 32,75 1466 - -- 0,54
16 33,46 1483 1480 D-Germacreno 2,26
17 34,06 1496 1494 Biciclogermacreno 0,82
18 34,95 1519 1524 o-Cadineno 3,77
19 37,29 1581 1590 Viridiflorol 2,25
20 39,23 1632 1627 Cubenol 1,05

*Fonte: ADAMS, 1995.
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Os oOleos essenciais das flores de S. brasiliensis (Figura 15) apresentaram
praticamente o mesmo perfil espectral por IVTF, confirmando a presenca de mono- e
sesquiterpenos em sua composicao. Percebe-se, no entanto, uma pequena inversdo nas
bandas localizadas em 1595 e 1606 cm™, o que é provavelmente decorrente da
predominancia de compostos ciclicos no 6leo essencial das flores de S. brasiliensis

(SILVERSTEIN et al, 1994).

FIGURA 15. ESPECTROS NO INFRAVERMELHO COM TRANSFORMADA DE FOURIER DOS

OLEOS ESSENCIAIS DAS FOLHAS E FLORES DE S. brasiliensis
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As propriedades fisico-quimicas do 6leo essencial das flores também ficaram
dentro dos intervalos esperados e bem proximo ao Oleo essencial das folhas. A

densidade relativa foi 0,8548, enquanto que o indice de refracdo foi de 1,475.
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4.4 — Efeito de sazonalidade sobre o 6leo essencial obtido a partir das folhas de S.

brasiliensis coletadas trimestralmente

Amostras de 0leo essencial, obtidas a partir de coletas trimestrais das folhas de
S. brasiliensis no periodo de um ano, foram caracterizadas individualmente através de
CG/EM e CGI/DIC. As coletas foram realizadas nos meses de junho, setembro,
dezembro e marc¢o, sendo que setembro correspondeu ao més de floracdo da espécie.
Além da analise cromatografica, também foram determinadas as principais
propriedades fisicas dos 6leos essenciais (densidade relativa e indice de refracdo) e o

perfil espectral das diferentes amostras por IVTF.

A analise da composicdo quimica dos Oleos essenciais de S. brasiliensis foi
realizada por cromatografia de fase gasosa empregando, para analise quantitativa, um
detector de ionizacdo de chama (CG/DIC). A Figura 16 apresenta 0s cromatogramas
obtidos através desta andlise, onde se vé claramente a presenca de dois conjuntos de

picos.

Os monoterpenos, que sdo compostos volateis de baixa massa molar, sdo
detectados com um tempo de retencdo maximo de 30 minutos. Por outro lado, os
sesquiterpenos, cuja massa molar é maior, comecam a ser detectados a partir de
aproximadamente 35 minutos. Tanto 0s monoterpenos quanto 0s sesquiterpenos estao
presentes em todos cromatogramas. Porém, houve uma variacgdo significativa entre as
suas respectivas abundancias relativas e, em alguns casos, um ndmero maior de picos
foi detectado, provavelmente em decorréncia da época em que a coleta da planta foi

realizada.
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FIGURA 16. PERFIL CROMATOGRAFICO DAS AMOSTRAS DE OLEO ESSENCIAL DAS

FOLHAS DE S. brasiliensis COLETADAS TRIMESTRALMENTE
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Nos meses de junho e dezembro de 2006 e marco de 2007, o perfil
cromatogréafico dos 6leos essenciais foi bastante semelhante. No entanto, ao avaliar a
abundancia relativa de monoterpenos, monoterpenos oxigenados, sesquiterpenos e
sesquiterpenos oxigenados (Figura 17), percebe-se uma variagdo principalmente em
relacdo aos compostos oxigenados. Na coleta de setembro de 2006, que é 0 més do
inicio da floracdo da espécie de S. brasiliensis, o grupo de sesquiterpenos apresentou
uma abundéncia relativa inferior, e a presenca de compostos oxigenados aumentou
significativamente, chegando praticamente a se igualar aos sesquiterpenos do més de
dezembro. Por outro lado, no cromatograma obtido a partir do Oleo essencial das
flores, observa-se que 0os monoterpenos estdo presentes em uma abundéncia relativa

maior do que a dos sesquiterpenos e dos compostos oxigenados.
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FIGURA 17. AVALIACAO DA ABUNDANCIA RELATIVA DE MONOTERPENOS (EM AZUL),
MONOTERPENOS OXIGENADOS (EM BORDO), SESQUITERPENOS (EM

AMARELO) E SESQUITERPENOS OXIGENADOS (EM VERDE)
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A Tabela 4 apresenta a abundéncia relativa de cada substancia identificada para
os 0leos essenciais de folhas e flores de S. brasiliensis coletado trimestralmente. O teor
de cada substéncia variou consideravelmente no decorrer do ano. Algumas das
substancias identificadas foram detectadas apenas no 6leo da flor (y-terpineno, cubenol
e n-tetracosano), enquanto que outras foram comuns as amostras do 6leo essencial das
folhas e das flores de S. brasiliensis, como B-pineno, mirceno, limoneno, (E)-B-

ocimeno, D-germacreno, biciclogermacreno e d-cadineno.
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TABELA 4. ABUNDANCIA RELATIVA DAS SUBSTANCIAS IDENTIFICADAS NO OLEO

ESSENCIAL DAS FOLHAS E FLORES DE S. brasiliensis

Abundancia Relativa (%)

. Folhas Flores

Substancias
Junho, Setembro, Dezembro, Marco,  Setembro,
2006 2006 2006 2007 2006

a-Pineno 1,72 1,33 * * 2,10
Sabineno 2,92 3,16 * * 16,65
S-Pineno 10,66 11,81 7,73 6,82 14,01
Mirceno 4,99 10,90 5,72 1,57 3,27
p-Cimeno * 5,93 * * *
Limoneno 18,92 24,67 12,14 14,84 12,84
(2)-p-Ocimeno 1,12 * * 4,97 *
(E)--Ocimeno 12,21 2,13 3,50 16,46 3,94
y~Terpineno * * * * 12,02
Terpinoleno 2,92 * * 3,27 4,94
Cis-p-diidro-Terpineol * * 14,63 * 1,14
Terpinen-4-ol 1,38 * 1,85 * 1,59
Isomentol * 6,77 * 1,97 *
S-Cubebeno * 1,04 * * 0,51
S-Elemeno 5,85 * 3,55 1,44 *
(E)-Cariofileno 2,49 * * * *
a-Santaleno * 0,94 1,06 6,46 1,14
a-Humuleno 0,96 * * * *
D-Germacreno 10,58 1,23 8,11 5,09 2,26
Valenceno * 5,40 * * *
Biciclogermacreno 9,11 2,34 1,28 1,99 0,82
o-Cadineno 1,55 1,33 4,06 8,00 3,77
Viridiflorol * 3,40 1,68 * 2,25
Guaiol * 2,80 9,08 5,13 *
Cubenol * * * * 1,05
EPI-a-Murolol * 2,66 * * *
a-Cadinol 1,38 2,22 5,97 2,47 *
Na&o identificadas - - 3,97 13,72 341

* Substancias ausentes ou ndo contabilizadas
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Os espectros no IVTF, obtidos a partir do Oleo essencial de folhas de S.
brasiliensis coletadas trimestralmente (Figura 18, ANEXO 2), também apresentaram
perfis bastante semelhantes entre si. Conforme discutido anteriormente (Figuras 10 e
11), as atribuicBes do espectro confirmam que o 6leo essencial das folhas de S.
brasiliensis € predominantemente formado por mono- e sesquiterpenos, e que a

sazonalidade néo exerce qualquer efeito sobre esta composic¢do quimica.

FIGURA 18. ESPECTROS NO INFRAVERMELHO COM TRANSFORMADA DE FOURIER
(IVTF), GERADOS A PARTIR DOS OLEOS ESSENCIAIS DE FOLHAS DE S.

brasiliensis COLETADAS TRIMESTRALMENTE
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Para fechar o estudo de sazonalidade do Oleo essencial de folhas de S.
brasiliensis, uma nova coleta de matéria-prima foi realizada em junho de 2007
buscando avaliar se o seu 0leo essencial seria equivalente ao obtido em junho de 2006,

ou seja, na mesma época do ano. O perfil cromatografico desta nova amostra de 0leo
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essencial (Figura 19) foi bastante semelhante ao observado para o periodo de junho de
2006, revelando que a composicdo quimica do Gleo essencial das folhas cumpre um
ciclo anual e que, provavelmente estd associado as alteracBes decorrentes das

diferentes estacdes do ano.

FIGURA 19. CROMATOGRAMA DO OLEO ESSENCIAL EXTRAIDO DAS FOLHAS DE S.

brasiliensis QUE FORAM COLETADAS EM JUNHO DE 2007
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4.5 — Andlise do 6leo essencial das folhas e do caule de diferentes espécimes de S.
brasiliensis
Além das amostras coletadas trimestralmente, foram analisados, ainda, os 6leos

essenciais das folhas de trés espécimes diferentes de S. brasiliensis e, também, do
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caule de um espéecime coletado em junho de 2007. O caule foi avaliado para verificar o
seu contetdo em o6leos essenciais e a natureza quimica deste 6leo em relagcdo ao
extraido das folhas e flores. A extracdo obtida a partir do caule apresentou um
rendimento de 0,02%, enquanto que a extragdo de folhas resultou em um rendimento

médio de 0,03% para a época em que a coleta foi realizada (junho de 2007).

O cromatograma obtido (Figura 20) demonstrou que o 6leo obtido a partir do
caule de S. brasiliensis, assim como o de folhas e flores, apresenta 0s mesmos grupos
de monoterpenos e sesquiterpenos. Portanto, dependendo dos objetivos do processo,
seria possivel proceder a extracdo da planta inteira, sem a necessidade da separacao
das folhas e/ou flores. No entanto, a composi¢do quimica do 6leo essencial do caule,
aparentemente mais complexa pelo nimero de picos observados no cromatograma,
ndo foi investigada em detalhe neste estudo, podendo, portanto, apresentar diferencas

significativas em relacdo ao 6leo essencial de outras regides da planta.

Como as coletas de S. brasiliensis nem sempre foram realizadas no mesmo
local, os resultados apresentados até entdo se referem a espécie, e ndo a espécimes
tratados isoladamente. A composicdo de 6leos essenciais de uma planta é determinada
geneticamente e, normalmente, é especifica para um determinado 6rgao e caracteristica
para seu estadgio de desenvolvimento. No entanto, as condicdes ambientais também
podem causar mudancas significativas. A ocorréncia de quimiotipos ou ragas quimicas é
frequente em plantas ricas em 6leo essencial (SIMOES et al., 2003). Os quimiotipos
seriam idénticos botanicamente, mas diferem quimicamente. Portanto, para garantir a
confiabilidade dos resultados obtidos nos estudos de sazonalidade, e permitir uma

avaliagdo ainda que preliminar de variagGes genéticas na espécie de S. brasiliensis,
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fez-se a extracdo e a subseqiiente analise comparativa dos 6leos essenciais das folhas
de espécimes diferentes. Estes espécimes foram coletados na mesma época do ano
(jJunho de 2007), seguindo os seguintes critérios: trés exemplares de porte
relativamente equivalente, dois deles em uma mesma &rea e outro em &rea a cerca de
10 km de distancia, para evidenciar diferencas que pudessem ser atribuidas a fatores

geneéticos.

FIGURA 20. CROMATOGRAMA DO OLEO ESSENCIAL EXTRAIDO DO CAULE DE S.

brasiliensis
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A Figura 21 demonstra que o Oleo essencial dos trés espécimes de S.
brasiliensis apresenta 0 mesmo perfil cromatogréfico. Esta semelhanca sugere que a
producédo de Oleos essenciais por esta espécie ndo sofre grande influéncia devido ao
local de coleta e ao nimero de espécimes processados. No entanto, é importante
ressaltar que esta conclusdo é véalida apenas para amostras coletadas na regido dos

campos gerais do Estado do Parana.

FIGURA 21. CROMATOGRAMA DO OLEO ESSENCIAL EXTRAIDO DAS FOLHAS DE TRES

ESPECIMES DE S. brasiliensis
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Avaliando os resultados obtidos em todas as anélises, percebe-se que, dentre as
vinte e sete substancias identificadas, sete s&o comuns a todas as amostras: S-pineno,
mirceno, limoneno, (E)-£-ocimeno, D-germacreno, biciclogermacreno e &-cadineno.

Em paralelo, estes foram 0s compostos que apresentaram maior abundancia relativa
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em todas as amostras de Oleos essenciais. Tratam-se, portanto, de compostos
insaturados e/ou oxigenados cuja importancia esta relacionada a rota biossintética de
metabdlitos secundarios da planta. Esta composicdo sugere que sdo susceptiveis a

oxidagdes, ciclizagdes, isomerizacgdes, racemizacdes e rearranjos.

Comparando a composi¢do quimica do 6leo essencial de S. brasiliensis com
aquela disponivel na literatura para o 6leo essencial de outras espécies deste mesmo
género, nota-se uma pequena semelhanca com o 6leo essencial de S. graveolens (PEREZ
et al., 1999). Seis componentes em comum foram identificados nos 0Oleos essenciais
destas duas espécies: a-pineno, p-cimeno, sabineno, a-terpineno, terpinoleno e terpinen-
4-ol. Por outro lado, o 6leo essencial de S. brasiliensis ndo apresentou nenhuma
semelhanca quimica com aquele isolado de S. grisebachii por outros autores (TEIBLER

etal., 2001).

4.6 — Avaliacdo do armazenamento das folhas sobre a composicdo do Oleo

essencial

Com o objetivo de avaliar a susceptibilidade da matéria-prima ao armazenamento,
foram realizadas extracOes de folhas de S. brasiliensis que foram secas ao ar livre e,

também, de folhas que foram congeladas por um periodo de uma semana.

As folhas que foram congeladas por uma semana apresentaram O mesmo
rendimento que as folhas verdes e frescas. O 0Oleo essencial resultante desta extracéo
foi analisado por CG/DIC e o seu perfil cromatografico (Figura 22) foi semelhante ao

do 6leo essencial das folhas verdes e frescas coletadas no mesmo periodo (margo de



o1

2007), exceto por um aparente aumento na proporcao relativa de sesquiterpenos. O
congelamento é uma técnica de conservagdo bastante utilizada para alimentos. Em
geral, o desenvolvimento de microorganismos € inibido e o processo de deterioracdo é

retardado, fazendo com que o alimento mantenha as suas propriedades por mais tempo

(ZHENGFU et al., 2007).

FIGURA 22. CROMATOGRAMA DO OLEO ESSENCIAL EXTRAIDO DAS FOLHAS

CONGELADAS DE S. brasiliensis
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As folhas secas ao ar livre, quando submetidas a hidrodestilagcdo, néo
apresentaram nenhum teor mensuravel de 6leo essencial. Pelas extracfes realizadas,

sabe-se que a concentracdo de Oleo essencial nas folhas verdes e frescas de S.
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brasiliensis € baixa; além disso, 0s compostos presentes (a maioria monoterpenos) séo
bastante volateis. Com a secagem ao ar das folhas, é provavel que estes compostos

tenham sido parcialmente perdidos por volatilizacéo.

Para a espécie de S. brasiliensis, o congelamento se revelou como uma boa
alternativa para 0 armazenamento da matéria-prima, pois tal procedimento néo
interferiu no rendimento do 6leo essencial das folhas e nem na sua composicdo

quimica, conforme demonstrado pela analise cromatogréafica.

4.7 — Extrator em larga escala

A extracdo do oOleo essencial em maiores quantidades foi tentativamente
realizada em um novo equipamento, construido especialmente para este fim. Na
realizacdo dos primeiros testes, ndo houve uma separacdo adequada entre o vapor
condensado e o Oleo essencial, cuja emulsdo foi submetida a uma extracdo com
solvente organico (pentano, 3 x 50 mL) para recuperar o 6leo essencial disperso em
agua. As fases organicas foram entdo combinadas e concentradas em evaporador
rotativo sob temperatura ambiente, de onde foi possivel obter uma recuperagéo parcial
do oleo essencial, atil apenas para uma avaliagdo qualitativa do processo. O 0leo
essencial resultante das extragdes foi analisado por CG/DIC e o perfil cromatografico,
registrado na Figura 23, apresentou-se equivalente ao verificado anteriormente para 0s
6leos essenciais extraidos em Clevenger convencional. No entanto, a concentragéo foi
bem menos significativa do que a observada nas andlises anteriores. Como o0

procedimento de injecdo foi mantido constante em todas as andlises, este resultado
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sugere que o processo de extracdo gerou perdas de massa ou causou alguma

contaminacdo residual do 6leo essencial.

FIGURA 23. CROMATOGRAMA DA FASE ORGANICA OBTIDA DA PRIMEIRA EXTRACAO

EM LARGA ESCALA
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Para contornar os problemas descritos acima, eventualmente provenientes da
ma eficiéncia térmica do extrator, o sistema foi provido de um reostato para melhor
controle da temperatura de extracdo, e de um banho termostatizado, para melhorar a
eficiéncia do condensador. Feito isto, dois novos experimentos de extracdo foram
conduzidos, mas, apesar das adaptacOes realizadas no sistema, persistiu a dificuldade

de se visualizar a separacdo entre 0 0leo essencial e o hidrolato. Essa dificuldade na
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separacdo pode ser conseqliéncia de uma temperatura de extracdo muito elevada,
fazendo com que as moléculas do 6leo essencial fiquem dispersas na agua, formando

uma solucéo coloidal.

Das extracOes realizadas em Clevenger convencional, sabe-se que a quantidade
de oleo essencial presente na espécie de S. brasiliensis € pequena (0,03%). Portanto,
para que houvesse suficiente acimulo de 6éleo essencial nos recipientes de coleta, cujo
didmetro interno é relativamente grande (aproximadamente 7 cm), seria necessario
proceder a extracdo de varias bateladas sequenciais de matéria-prima, o que ndo foi
possivel por dificuldades encontradas na coleta. Sendo assim, os hidrolatos obtidos,
ainda na forma de emulséo, foram novamente submetidos ao procedimento de extracao
com solvente para recuperacdo do 6leo essencial e o rendimento obtido foi de 0,024%,
ou seja, 20% inferior ao observado em Clevenger convencional. Para avaliar a
integridade do Oleo essencial isolado, o mesmo foi avaliado por CG/DIC e o

cromatograma resultante encontra-se registrado na Figura 24.

Comparando os cromatogramas das Figuras 21 e 22, fica evidente que nao
houve alteracdo no perfil cromatografico dos oOleos essenciais extraidos das folhas
verdes e frescas de S. brasiliensis e que os ajustes realizados no equipamento foram de
extrema importancia para o acimulo de quantidades aprecidveis de 6leo essencial nos
recipientes de coleta. Por outro lado, as Figuras 21 e 22, demonstram que o 0leo
essencial derivado do extrator é quimicamente equivalente ao produto derivado da
extracdo em Clevenger convencional. Portanto, conclui-se que o sistema instalado em
nosso laboratorio ndo é apropriado para o processamento de matérias-primas cujo teor

de oleo seja muito baixo, mas que, mediante a extracdo com solventes organicos (n-
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pentano), é possivel recuperar um Gleo cuja composicdo ndo apresenta qualquer
alteracdo quimica em relacdo a extragdo em Clevenger. Portanto, o extrator proposto
neste trabalho mostrou-se adequado para a extracdo de Oleos essenciais,
particularmente para situacGes em que o isolamento de grandes quantidades de dleo
seja necessario, ja que a quantidade de matéria-prima utilizada é pelo menos cinco
vezes maior do que a empregada em Clevenger convencional, onde o volume do baldo

determina a quantidade de massa verde empregada no processo.

FIGURA 24. CROMATOGRAMA OBTIDO DO OLEO ESSENCIAL DAS FOLHAS DE S.

brasiliensis DA EXTRACAO EM LARGA ESCALA
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4.8 — Ensaios Biologicos - Atividade Antimicrobiana e Antifiingica

Os resultados obtidos (Tabela 5) em ensaios de atividade bioldgica
demonstraram que os 6leos essenciais das flores de S. brasiliensis ndo apresentaram

qualquer atividade antimicrobiana, para os organismos testados.

TABELA 5. ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DO OLEO ESSENCIAL DAS FOLHAS E

FLORES DE S. brasiliensis

Concentracdo Minima Inibit6ria, CMI (uL/mL)

Oleo essencial de S. brasiliensis
Microorganismos Folhas Drogas de

Flores Referéncias
06/06 09/06 12/06 03/07 09/06

B. subtilis « « « . . 20?
ATCC 5061

C. albicans « « « . . 50"
ATCC 10231

E. faecium « « « « « 202
CCT 5079

E. hirae a
ATCC 10541 700 . i . i 120
E. coli « « . * . 40°
ATCC 11775

M. luteus * * * * * 50°
ATCC 4698

P. aeruginosa « « « « « 1058
ATCC 13388

R. equi « « « « a
ATCC 6939 >00 40
S. choleraesuis « « « « « 60°
ATCC 10708

S. aureus « « . . . 202
ATCC 6538

S. epidermides « « « « « 40°
ATCC 12228

* >1,0 mg/mL; * Cloranfenicol; ° Nistatina
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Os dleos essenciais das folhas de S. brasiliensis também ndo apresentaram
atividade antifingica mensuravel, visto que ndo apresentaram inibicdo contra o fungo
(Candida albicans) presente nos testes. Por outro lado, este 0leo essencial forneceu

resultados positivos para pelo menos duas das bactérias avaliadas no estudo.

A mistura de componentes presentes no 6leo essencial, coletado das folhas de S.
brasiliensis em junho de 2006, apresentou atividade contra um microrganismo
patogénico ao trato gastrointestinal (Enterococcus hirae), enquanto que a amostra
obtida em setembro de 2006 apresentou atividade contra Rhodococcus equi, que € um

microorganismo patogénico ao trato respiratério.

Analisando os resultados derivados das folhas de S. brasiliensis coletadas em
junho e setembro de 2006, percebe-se que, na amostra de setembro, a abundéncia
relativa de sesquiterpenos corresponde a praticamente a metade daquela do més de
junho. Alguns compostos como o D-germacreno e o biciclogermacreno, tiveram uma
reducdo expressiva nos teores, passando de 10,58 para 1,23 e 9,11 para 2,34,
respectivamente. Outros compostos, como p-cimeno, S-cubebeno, valenceno e epi-a-
murulol foram detectados apenas na amostra de setembro. Estas variagdes observadas
podem estar relacionadas a atividade antimicrobiana frente a diferentes
microrganismos (Enterococcus hirae e Rhodococcus equi). De uma forma geral, 0s
resultados obtidos nestes ensaios caracterizam o 0leo essencial de S. brasiliensis como

de atividade biologica fraca frente aos 11 microrganismos envolvidos no ensaio.
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5 — CONSIDERACOES FINAIS

As extracOes realizadas das folhas e flores de S. brasiliensis, permitiram avaliar
a composicdo quimica dos 0Oleos, suas propriedades fisicas e a atividade biologica. No
decorrer do trabalho, as coletas das folhas de S. brasiliensis realizadas trimestralmente
demonstraram que o rendimento e a composicdo quimica do Oleo essencial sdo
afetados principalmente pelo periodo de floracdo da espécie. A caracterizacdo dos
6leos essenciais obtidos dos diferentes 6rgdos da planta (folhas, flores e caules)
demonstrou a presenga de um grupo de mono e sesquiterpenos. No decorrer do ano, 0
6leo essencial das folhas sofreu algumas variacdes, principalmente em relagdo aos
compostos oxigenados. O 6leo obtido a partir das flores de S. brasiliensis apresentou,
predominantemente, monoterpenos nao oxigenados e, das vinte e sete substancias
identificadas nas diferentes amostras de Oleo, sete foram comuns a todas elas (5
pineno, mirceno, limoneno, (E)- p-ocimeno, D-germacreno, biciclogermacreno e &

cadineno).

As propriedades fisicas (densidade relativa e indice de refracdo) dos Oleos
essenciais de folhas e flores de S. brasiliensis mostraram-se equivalentes aos valores
esperados para 6leos desta natureza. Por outro lado, os espectros no infravermelho dos
6leos essenciais de folhas e flores de S. brasiliensis diferiram muito pouco entre si,

apresentando perfis espectrais tipicos de alcenos.

Os ensaios biologicos realizados demonstraram que o0s 6leos essenciais de
folhas e flores de S. brasiliensis apresentam baixa atividade bacteriana. No entanto, as
bactérias as quais o0 6leo demonstrou atividade sdo patogénicas a dois sistemas de

extrema importancia para o organismo humano. A atividade demonstrada a bactéria E.
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hirae vem confirmar o uso da planta pela cultura popular para problemas
gastrointestinais. Vale ressaltar que o nimero de microorganismos testado nestes
ensaios foi relativamente limitado e que apenas um fungo foi utilizado como

referéncia.

O projeto de construcdo de um extrator em larga escala foi executado e
instalado no laboratério. Varios testes e ajustes foram necessarios para se obter o
maximo de eficiéncia do equipamento e os resultados obtidos foram satisfatorios.
Mesmo tendo sido necessaria extracdo do hidrolato com solvente para recuperacédo do
6leo essencial, sua composicdo quimica ndo variou em relacdo ao observado para
amostras extraidas em escala de bancada. Portanto, o extrator proposto neste trabalho
mostrou-se eficiente para a extracdo de 6leos essenciais e apresenta grande vantagem
sobre o Clevenger convencional, uma vez que a massa verde utilizada chega a ser pelo
menos cinco vezes maior. Além disso, o desenho do extrator permite a separacdo das
fracdes leve e pesada do 6leo, o que podera ser Util para a investigacdo de outros tipos

de matérias-primas que apresentem esta peculiaridade.



60

6 —- REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ADAMS, R.P., ldentification of Essential Oil Components by Gas
Chromatography/Mass Spectrometry, Illinois: Allured, 1995. 469p.

BERLYN, G.P.; MIKSCHE, J.P.P., Botanical Microtechnique and Citochemistry,
lowa: State University Press, 1976

BERNARD, T.; DELMAS, W.; GASSET,A., Process for extracting essential oils
from aromatic plants using 1,1.2-trichloro-1,2,2-trifluoroethane, Toulouse:
Institute National Polytecnique de Toulouse, 1987. 26 p.

BRITO, J.F.A.; ALQUINI, Y., Arquivos de Biologia e Tecnologia, v.39, p.949-951,
1996

BUCHBAUER, G.L.; JAGER, W.; JIROVETZ, L.; DIETRICH, H.; PLANK, C.,
Journal of Essential Oil Research, v.53, p.311-313, 1993

CARNEY, T.P. Laboratory fractional destillation, New York: The Macmillan
Company, 359p., 1949.

COCKING, T.T.; MIDDLETON, G. An improved method for the estimation of the
essential oil content of drugs. Journal Pharmacia Pharmacology London, v.5,
p.521, 1932

COLLINS, C. H.; BRAGA, G. L.; BONATO, P. S., Introducdo a Meétodos
Cromatogréficos, Campinas: UNICAMP, 1997. 279p.

CVEIIE, J. H.; ROHMER, M., Phytochemistry, v. 53, p. 21-28, 2000.

DIAS, B.F.S., A implementacdo da convencdo sobre diversidade bioldgica no
Brasil: desafios e oportunidades, Campinas: André Tosello, 1996. p.10

DOBSON, A.P., Conservation and Biodiversity, New York: Scientific American
Library, 1996, p.12

ELOFF, J.N., Journal of Ethnopharmacology, v. 60, p. 1-8, 1998

FOSTER, A.S., Practical Plant Anatomy, New York: Van Nostrand, 1949




61

GARCIA, E.S.; SILVA, A.C.P.; GILBERT, B.; CORREA, C.B.V.; CAVALHEIRO,
M.V.S.; SANTOS, R.R.; TOMASINI, T., Fitoterapicos, Campinas: André
Tosello, 1996. p.17

GOTTLIEB, O.R.; BORIN, M.R.; DE, M.B., Ciéncia e Cultura, v.49, n.5/6, p.315-
332, 1997

GUENTHER, E., The Essential Oils, 3 ed. New York: D. Van Nostrand Company,
1959

KLITZKE, C. F.; TRIGO, J. R. Biochemical Systematics and Ecology, v. 28, p. 313-
318, 2000

MACEDO, M. E.; CONSOLLI, L. A.; GRANDI, T. S.; ANJOS, A. M.; OLIVEIRA, A.
B. MENDES, N. M.; QUEIROZ, R. O.; ZANI, C.L., Mem. Inst. Oswaldo Cruz,
v. 92, p. 565-570, 1997

MALONE, M. H., Pharmacological approaches to natural product, screening and
evalution. In: New Products and Plant Drugs with Pharmacological, Biological
or_Therapeutical Activity, WAGNER, H.; WOLF, P. (eds.). Springer-Verlag,
Berlin, 1977. p.24-53

MARTINS, R.E.; CASTRO, M.; CASTELLANI, D.C.; DIAS, J.E. Plantas
Medicinais, 2 ed. Vigosa: Universidade Federal de Vigosa, 1998.

McLAFFERTY, F.W.; TURECEK, F., Interpretation of Mass Spectra, 4.ed. New
York: University Science Books, 1993. 371p.

MENDEZ, M.C.: RIET-CORREA, F.: SCHILD, A.L. Brazilian Journal of
Veterinary Research, Rio de Janeiro, v.7, p. 51-56, 1987

MENDEZ, M.C.; RIET-CORREA, F.: SCHILD, A.L.. MARTZ, W. Brazilian
Journal of Veterinary Research, Rio de Janeiro, v.10, p.63-69, 1990

NAKAJIMA, J.N.;: SEMIR, J.. Revista Brasileira de Botanica, Sdo Paulo, v.24, n°.4,
p.471-478, 2001

OLIVEIRA, S.J.; GONCALVES, D.; MARCONDES, A.A., Caracterizacdo quimica
por GC-MS-MSD de alguns componentes do extrato de Michelia champaca Linn.
obtido com gases liquifeitos no estado subcritico como uma alternativa a
utilizagda da extracdo via arraste por vapor. Apresentado no_Colacro VII - 7%




62

Latin-American _Congress on Chromatography and Related Techniques, p.
287, 1998

PEREZ, C.: AGNESE, A. M.; CABRERA, J. L. Journal of Ethnopharmacology, V.
66, p. 91-96, 1999

PERRY, R.H.; GREEN, D.W.; MALONEY, J.O. Perry’s Chemical Engineer’s
Handbook, 72 ed. New York: McGrall-Hill , 1997

QUEIROZ. S. C. N.; COLLINS, C. H.; JARDIM, I. C. S. F. Quimica Nova, v.24,
n°.1, p.68 - 76, 2001

ROMERO, A.; ZEINSTEGER, P.; TEIBLER, P.; MONTENEGRO, M.; RUIZ, R;
RIOS, E.: PEREZ, O. A. Comunicaciones Cientificas y Tecnoldgicas, v.17, 2003

ROSSATO, M.; SANTOS, A. C. A;; SERAFINI, L. A.; AGOSTINI,F.; PANSERA,M.
R.; WASUM, R.; BARBIERI, R. L. Quimica Nova, v.29, n®.2, p.200-202, 2006

SILVERSTEIN, R. M.; BASSLER, G. C.; MORRIL, T. C. Identificacdo
Espectrométrica de Compostos Organicos, 5% ed. Rio de Janeiro: Editora
Guanabara Koogan S. A., 1994. 387p.

SIMOES, C.M.O.; SCHENKEL, E.P.; GOSMANN, G.; MELLO, J.C.P.; MENTZ
L.A.: PETROVICK, P.R. Farmacognosia: da planta ao medicamento, 5% ed.
Porto Alegre: Universidade Federal do Rio Grande do Sul e Universidade Federal
de Santa Catarina, 2003

SUTTER, L.E.D.N.; SILVA, M.F.F.; CASSEL, E. Extracdo supercritica, uma nova
tecnologia industrial. Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, v.14, p.3-10, 1994

TEIBLER, P. G.: RIOS, E.; ZEINTEGER, P. A.: PEREZ, O. A. de; CASTELLANOS,
M. G.; LEIVA, L.; JORGE, N. L..GOMEZ, M. E.. Acta Toxicologica Argentina,
v.9, n®.2, 2001

TOMA, W.; TRIGO, J. R.; PAULA, A. C. B.; BRITO, A. R. M. S.. Journal of
Ethno-Pharmacology, v.95, p.345-351, 2004

WASICKY, R., Revista da Faculdade de Farmacia e Bioguimica, Sao Paulo, v.1,
p.77-81, 1963




63

WASICKY, R.O.; AKISUE, G., Revista da Faculdade de Farmacia e Bioguimica,
Séo Paulo, v.2, p.7, 1969

ZHENGFU W.; HAN W.; GUANGHUA Z.; XIAOJUN L.; FANG C.; JIHONG W,;
XIAOSONG H., Journal of Food Engineering, v. 79, n. 2, p. 502-510, 2007



http://www.sciencedirect.com/science/journal/02608774
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=PublicationURL&_tockey=%23TOC%235088%232007%23999209997%23636332%23FLA%23&_cdi=5088&_pubType=J&view=c&_auth=y&_acct=C000036719&_version=1&_urlVersion=0&_userid=684709&md5=bc676df73101a9a42c7fdbf58ed3a70a

64

ANEXOS 1

ESPECTROS DE MASSAS DOS PRINCIPAIS COMPONENTES DOS
OLEOS ESSENCIAIS DE S. brasiliensis
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(E)-Cariofileno
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o H‘ H‘ ‘ ! ‘\ | il i ||
sb 75 100 135 130 175 200
DB5-1594 KI-1480 GERMACRENE D
CAS# 23986-74-5 MF CiS H24 FW 204 L0102
CN 1,6-Cyclodecadiene, 1-methy!-5-methylene- 8-(1-
methylethyl)-, {S-(E,E)]- (9CI)
SYNONYMS: Germacra-1(10),4(15),5-triene, (-)-.
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Valencene
Fixed |Spact1
Range IBP 161 (6275=100%) folha28-08 26-03-07 .SMS 33.792 min. Scan: 4842 Chan: 1 ton: 744 us RIC: 108138
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DB3-1624 KI-1491 VALENCENE
CAS# 4630-07-3 MF C15 H24 FW 204 L0415 )\
CN  Naphthalene, 1,2,3,5.6,7,8.8a-octahydro-1,8a-dimethyl-7-(1-

methylethenyl)-, [1R-(1.aipha.,7.beta.,8a.alpha.)] (9CI)
SYNONYMS: Eremophila-1(10), 11-diene, 4.beta.H,5 alpha.-.
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Biciclogermacreno

Scan 5100 from c:\meus documentos\graciela\senecio 06-07-06 .sms

Spect 1
BP 121 (32221=100%) senecio 06-07-06 .sms 33.550 min. Scan: 5100 Chan: 1 lon: 213 us RIC: 380396 BC
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DB5-1632 KI-1494 BICYCLOGERMACRENE

CAS# 24703-35-3 MF C15 H24 FW 204 L0470

CN Bicyclo[8.1.0Jundeca-2,6-diene, 3,7,11,1 1-tetramethyl-,
(1R*2E,6E,108%)- (9CI)

SYNONYMS: None known.
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Delta-Cadineno

Scan 5250 from c:\meus documentos\graciela\senecio 06-07-06 .sms
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Spect 1
BP 204 (5437=100%) senecio 06-07-06 .sms

A L L _ ] 1, il B I T .
DB5-1700 KI-1524 CADINENE <DELTA->
CAS# 483-76-1 MF C15 H24 FW 204 L0100
CN Naphthalene, 1,2,3,5,6,8a-hexahydro- 4,7-dimethyl-1-(1-
methylethyl)-, (1S-cis)-(9CI)
SYNONYMS: Cadina-1{10),4-diene.
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Viridiflorol
::::0 2:“:; :5419-1005)10!!1:22-00 26-03-07 .SMS 37.282 min. Scan: 5404 Chan: 1 fon: 885 us RIC: 116383
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sb 75 %) 135 130 s

DB5-1859 KI-1590 VIRIDIFLOROL

CAS# 552-2-3 MF C15H26 O FW 222 L0434

CN  1H-Cycloprop(e]azulen-4-ol, decahydro-1,1,4,7-
tetramethyl-, [1aR-(1a.alpha.,4.beta.,4a.beta.,
7.alpha.,7a.beta.,7b.alpha.)]-(9CI)

SYNONYMS: Himbaccol.
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Guaiol

Fixed Spect 1
Range |BP 40 (3317=100%) folha28-09 25-03-07 .SMS 37.975 min. Scan: 5512 Chan: 1 lon: 1766 us RIC: 52528
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DB5-1873 KI-1595 GUAIOL
CAS# 489-86-1 MF CISH26 0 FwW222 L0392
CN  5-Azulenemethanol, 1,2,3,4,5,6,7,8-octahydro-.alpha.,
.alpha. 3,8-tetramethyl-, [3S~(3.alpha., 5 alpha.,8 alpha.)]-(9CI) _/.(
SYNONYMS: Champaca camphor. Champacol. Guai-1(5)-en- "o
11-o0l Guaiac alcohol.
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Cubenol
Fixed [Spectq
Range |BP 40 (2522=100%) fiotfazenda14-12-08 25-03-07 .SMS 39.232 min. Scan: 5714 Chan: 1 lon: 2695 us RIC: 31385
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DBS-1977 Ki-1642 CUBENOL ] oo
CAS#21284-22-0 MF CISH260 FW222 10366
CN  4a(2H)-Naphthalenol, 1,3,4,5,6,8a-hexahydro- 4,7-dimethyl- 4
1-(1-methylethyl)-, [1S-(1.aipha.,4.beta., 4a beta. 8a alpha.)]- /\“

(9CD)
SYNONYMS: 10.beta. H-Cadin-4-en-1-ol.
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EPI-o-Murulol
Fixed {Speci?
Aanen [P0 CE1P-190R) eika2t.00 28 00 07 SMS 39.936 mir. Sean: 5745 Chan: 1 lon: 1887 us RIC: 47333
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DB5-1976 Ki-1641 MUUROLOL <EPI-ALPHA->

CAS# 19912-62-0 MF CISH260 Fw222 LOI28

CN 1-Naphtha]enol,!,2,3,4,43,7,S,Sa-octahydro—l, 6-dimethyl-4-
(1-methylethyl)-, [1S-(1.aipha.,4 alpha.,4a.alpha 8 alpha,}]-

SYNONYMS: 1 beta.,10.beta. H-Cadin-4-en-10-ol. Muuroloi,

tau-.
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a-Cadinol

Scan 6117 from c:\meus documentos\graciela\senecio 06-07-06 .sms

Spect 1

BP 204 (4171=100%) senecio 06-07-06 .sms 39.874 min. Scan: 6117 Chan: 1 lon: 1219 us RIC: 64130 BC
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DB5-2003 KI-1653 CADINOL <ALPHA-> oH

(1-methylethyl)-, [IR-(1.alpha., 4.beta.,4a.beta.,8a.alpha.)]-
(9CI)
SYNONYMS: Cadin-4-en-10-ol.

CAS# 481-34-5 MF CISH260 FWwW222 L0126
CN 1-Naphthalenol, 1,2,3,4,4a,7,8,8a-octahydro- 1,6-dimethyl-4-
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ANEXO 2

ESPECTROS NO INFRAVERMELHO COM TRANSFORMADA DE FOURIER
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Espectro gerado a partir do 6leo essencial das folhas de S. brasiliensis coletado em junho de 2006.
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Espectro gerado a partir do éleo essencial das folhas de S. brasiliensis coletado em setembro de 2006.
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95
Espectro gerado a partir do 6leo essencial das folhas de S. brasiliensis coletado em dezembro de 2006.
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Espectro gerado a partir do éleo essencial das folhas de S. brasiliensis coletado em marco de 2007.
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Espectro gerado a partir do éleo essencial das flores de S. brasiliensis coletado em setembro de 2006.
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