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RESUMO

Campomanesia xanthocarpa Berg € conhecida popularmente pelas denominagdes de
gabiroba, gavirova, guabiroba, guabiroba do mato e guabiroba do campo. E uma planta
aromatica pertencente a familia Myrtaceae. Segundo a cultura popular a Gabiroba ¢
utilizada na forma de decocto para o tratamento do reumatismo, leucorréia e outros
males. A madeira e as folhas sdo usadas como lenha no processo de torrefagdo da erva-
mate, devido ao seu aroma agradavel.

Os objetivos deste trabalho sio analisar a estrutura anatomica das folhas de
Campomanesia xanthocarpa Berg a fim de contribuir para a sua melhor caracterizagio e
auxiliar no controle de qualidade. Localizar as secregdes celulares através de testes
histoquimicos. Analisar qualitativamente a composigdo quimica das folhas. Extrair,
isolar, caracterizar e dosar os principais metabolitos secundarios presentes. Extrair, por
hidrodestilagdo e por solvente organico, o Oleo essencial das folhas e realizar a analise
cromatografica para determinagdo dos compostos majoritarios.

A extra¢do do Oleo essencial foi realizada através de hidrodestilagdo, empregando-se o
Aparelho de Clevenger, modificado (USP, XXIII, 1995) e a analise dos componentes
quimicos presentes através de diversos processos fitoquimicos. Os extratos
hidroalcodlico e aquoso foram obtidos por maceragio das folhas rasuradas. Os
resultados obtidos na abordagem fitoquimica foram: glicosideos antocidnicos,
saponinicos, aminogrupos, acidos fixos, taninos, glicosideos flavonicos, esteroides e/ou
triterpendides e um rendimento em 6leo essencial de 0,20%. A analise da composigdo
quimica foi determinada através do Aparelho CG-MS HP5970. Na amostra
TOMOALU.D foram isolados 63 componentes sendo 18 ndo identificados. Na amostra
CAMPOMI1A.D foram isolados 60 componentes ficando 12 sem identificacdo. Na
amostra CAMPOM1.D foram isolados 22 componentes e apenas 1 ndo identificado, e
finalmente na amostra CAMPOMO3.D foram isolados 39 componentes ficando 8 sem
identificagdo. As propriedades fisico-quimicas do oOleo essencial foram realizadas
segundo a Farmacopéia Brasileira IV (1994) e Pharmacopea Helvetica VII (1995). A
CCD realizada em cromatoplacas de silica gel do extrato metandlico demonstrou um
perfil cromatografico indicando a presenga de compostos fendlicos mais precisamente
compostos flavonicos, comparados com padrdes e visualizados com revelador (Reativo
de NEU). A espécie em estudo apresenta composi¢do quimica interessante, o que sugere
a continuidade, visando os aspectos farmacologicos e a identificagio dos demais
metabdlitos isolados.

Palavras-chave: Campomanesia xanthocarpa Berg; Myrtacea, Guabiroba, Oleo
essencial, Cromatografia CG/MS
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ABSTRACT

Campomanesia xanthocarpa Berg it is known popularly by the denominations of
gabiroba, gavirova, guabiroba, guabiroba of the weeds and guabiroba of the field. It is
an aromatical plant of the Myrtaceae family. According to popular culture the Gabiroba
1s used in the form of decocto for the handling of the reumatism, leukorrea and others
diseases. The wood and the leves are used as firewood in the process of toasting of
grass-kills, due to pleasant its aroma. One objectified with this work the extration of the
essential oil and the phytochemical analysis of leves of Campomanesia xanthocarpa
Berg. The extration of the essential oil was carried through hydrodistillation, using
itself the Device of Clevenger (USP, XXIII, 1995), modified and the analysis of the
chemical components gifts through diverse phytochemicals processes. The extracts
hydro-alcoholic and watery had been gotten by maceration of scraps leaves. The results
gotten in the phytochemical boarding had been: anthocians, saponins, aminogroups,
acid fixtures, flavonoids, esteroids and/or triterpenoids and an income in essential oil of
0.20%. The analysis of the chemical composition of the essential oil was determined by
CG and CG-MS (MSD HP5890/5970) and the properties carried through physicist-
chemistries according to Farmacopéia Brasileira IV (1994) and Pharmacopea Helvetica
VII (1995). The CCD carried through in chromatoplacs of silica gel of the metanolic
extract demonstrated a chromatographic profile more necessarily indicating the phenolic
composite presence flavonics composites, compared with visualized standards and with
developer (Reactive of NEU). The results had demonstrated that it has interest in
isolating and identifying the chemical composition of C. xanthocarpa Berg, and suggest
the continuity, aiming at the botanical and pharmacologicals aspects.
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1. INTRODUCAO

O mundo com suas multiplas enfermidades tdo faceis de se contrair € um vasto
hospital, e a Natureza, com sua infinidade de plantas, ¢ uma farmacia em que todo
homem pode encontrar um balsamo para qualquer espécie de dor (BALBACH, ca
1970).

O emprego dos vegetais como alimento, medicamento para a recuperagio ou
conservagdo da nossa saude ou cosmético, se perde na historia do homem na face da
Terra. Os estudos da arqueologia demonstram que ha mais de trés mil anos as ervas
eram utilizadas para esses fins. Muitas foram as fontes que facilitaram a origem do
conhecimento do homem sobre as virtudes das plantas: a inspiragdo, o instinto, o
ensinamento dos animais, as analogias de cor, forma exterior e gosto, este conjunto de
modalidades que constitui o empirismo, sobre o qual, queira-se ou ndo, se estabelece
sempre a medicina (BALBACH, ca 1970; TESKE e TRENTINI, 1995).

Cada vegetal, em esséncia, deve ser alimento ¢ medicamento. A distingdo entre
as substincias alimenticias, medicamentosas e toxicas existe somente em relagdo a dose
e finalidade que sdo empregadas. A questdo se reduz a um oportunismo cientifico, que
somente a observagdo pode aconselhar. Dizemos que a maioria das plantas venenosas o
¢ devido a dose e as manipulagdes que sofrem nos laboratérios, de onde se extraem e
aumentam, de maneira poderosa, seus principios ativos (MORGAN, 1979).

A botinica médica atravessou um longo periodo de crise. Esta crise ndo adveio
do desuso a que o publico pudesse té-la relegado, mas pelo desaprego, pela ignordncia e
pela conveniéncia com que uma grande parte da classe médica a tratavam como
curandeirismo ou charlatanismo. Mas, bastaria langar um olhar sobre os antigos livros
de medicina para convencer-se do imenso arsenal de medicamentos simples e eficazes
que o reino vegetal fornecia a nossos pais (MORGAN, 1979).

Em todos os paises, tanto desenvolvidos como em desenvolvimento, as plantas
medicinais sdo utilizadas. Nos primeiros, as plantas ndo s6 constituem matérias-primas
para a produgdo industrial de derivados quimicos puros, mas, como nos paises em
desenvolvimento, fazem parte de extratos ou compostos fitoterapicos utilizados no
tratamento das mais diversas enfermidades (TESKE e TRENTINI, 1995).

Hoje, porém, gragas ao progresso das investigagdes cientificas, a medicina

vegetal se acha elevada a dignidade de Fitoterapia (BALBACH, ca 1970).



A EMBRAPA em 1995, encaminhou ao Laboratério de Fitoquimica, do
Departamento de Farmacia, da Universidade Federal do Parana, as folhas de uma planta
ndo identificada, que segundo eles estavam sendo usadas na adultera¢do da erva mate
(llex paraguariensis St. Hilaire, familia Aquifoliaceae), pois vinham misturadas, em
sacos, com as folhas de mate.

As folhas foram identificadas como pertencentes a Campomanesia xanthocarpa
Berg que €é uma planta aromatica da familia AMyrtaceae.

Em pesquisa bibliografica descobriu-se que as folhas encerram matéria gomosa,
amarela e amarga, clorofila e acido tanico, sendo utilizadas como adstringentes, uteis
contra a diarréia, o catarro da bexiga e da uretra, contra o reumatismo e leucorréia

(BALBACH, ca 1970; CORREA, 1984; CHERNOVIZ, 1996; LORENZL, 1998).

1.1 OBJETIVOS

Este trabalho tem por objetivos analisar a estrutura anatomica das folhas de
Campomanesia xanthocarpa Berg a fim de contribuir para a sua melhor caracterizagdo e
auxiliar no controle de qualidade. Localizar as secregdes celulares através de testes
histoquimicos. Analisar qualitativamente a composi¢io quimica das folhas. Extrair,
isolar, caracterizar e dosar os principais metabolitos secundarios presentes. Extrair, por
hidrodestilagdo e por solvente organico, o 6leo essencial das folhas e realizar a analise

cromatografica para determinag¢do dos compostos majoritarios.



2. REVISAO DA LITERATURA

A espécie em estudo pertence a divisio Magnoliophyta, classe Magnoliopsida,
subclasse Rosidae, ordem Myrtales, familia Myrtaceae R. Br., género Campomanesia
Ruiz et Pav., espécie Campomanesia xanthocarpa Berg (MARTIUS, 1906; INDEX
KEWENSIS, 1960-; CRONQUIST, 1988).

A familia Myrtaceae ¢ constituida por cerca de 3.000 espécies subordinadas a
aproximadamente 100 géneros. Estdo distribuidas nos tropicos, subtropicos,
principalmente na Austrélia e na América do Sul. Raras espécies ocorrem nas regides
temperadas (GOLA, NEGRI e CAPPELLETTI, 1965; BARROSO, 1984; JOLY, 1993;
TAKHTAJAN, 1997).

A familia Myrtaceae ¢ constituida por plantas lenhosas, arbustivas ou arboreas,
com cortex que pode ou ndo se esfoliar. As folhas geralmente apresentam mesofilo
isobilateral ou centrico, particularmente nas folhas laminares e nas cilindricas. Folhas
simples, sem estipulas, oposta ou alterna, e as vezes oposta cruzada, de bordo inteiro,
peninérveas, geralmente com nervura marginal, glabras ou pilosas, com indumento de
p€los simples, unicelulares ou raramente, escamosos. O mesofilo é composto de
parénquima lacunoso, contendo fibras esclerenquimaticas e cistdlitos. Estomatos
usualmente ocorrem em ambas as superficies das folhas que apresenta estrutura
isobilateral ou centrada. Glandulas aromaticas, que se situam internamente a epiderme
das folhas, conferem a esse 6rgdo um pontilhado transparente. Essas glandulas, que
contém taninos ou oOleos, também ocorrem nas flores, frutos e sementes, conferindo
aroma caracteristico as diversas espécies. As flores sdo actinomorfas e hermafroditas,
heteroclamideas, de simetria radial, muitas vezes com receptaculo bem desenvolvido,
com as sépalas e pétalas em numero 4-5, pétalas brancas, ou as vezes vermelhas,
efémeras, pequenas, raramente de tamanho reduzido ou abortado, tem estames
numerosos, com filetes em geral brancos relativamente compridos, reunidos em grupos,
raramente em numero definido; ovario ¢ semi-infero até infero, raramente supero, com
muitos dvulos; 2, 5 ou muitos carpelos concrescidos com o talamo, com um so6 estilete €
de um ou muitos rudimentos seminais. Os frutos sdo muito variados, podendo ser: baga,
drupa, capsula, aquénio, pixidio, seco e indeiscente; € as sementes, em geral carecem de
albimem (MACVAUGH, 1963; METCALFE e CHALK, 1965; GOLA, NEGRI e
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CAPPELLETTI, 1965; KAUSEL, 1966; SCHULTZ, 1968; JOLY, 1993; AGAREZ,
RIZZINI e PEREIRA, 1994).

O género Campomanesia conta com 26 espécies, sendo 24 descritas no Brasil
(LANDRUM, 1986; MARCHIORI € SOBRAL,1997).

A distribuigdo do gé€nero Campomanesia é desde o nordeste Argentino até
Trinidad e da costa Brasileira até os Andes, Peru, Equador ¢ Colombia (LANDRUM,
1986).

A espécie C. xanthocarpa ¢ uma arvore de 4-20m de altura, com caule de 30-
60cm de didmetro, geralmente tortuoso com caneluras e casca descamante, fissuras
leves, estreitas e pouco profundas, esgalhamento tortuoso e copa arredondada densa.
Folhas opostas, verde-claras na face adaxial, longo-pecioladas (6-11mm), ovadas ou
ovado-oblongas, acuminadas ou agudas, cartaceas, opacas, diafanas quando jovens,
pelucido-punctuadas, pubescente na axila das nervuras da face abaxial, aromatica.
Flores axilares, dispostas em pedunculos opostos, solitarios, unifloros. Fruto baga
glabra, amarela (1-2 cm de diametro) (LEGRAND, 1938; LEGRAND E KLEIN, 1977,
CORREA, 1984; LANDRUM, 1986).

Alguns autores, como LANDRUM (1986) ¢ LORENZI (1998) incluem a
Campomanesia littoralis Legrand, como sinonimia de Campomanesia xanthocarpa
Berg, mas MARCHIORI e SOBRAL (1997) relatam que, embora sob a denominagio de
variedades distintas, os habitos de ambas sdo diferentes, por isso optaram por manté-las
separadas; assim como Campomanesia malifolia Berg, citada na obra de LEGRAND
(1961) e MATTOS (1983), é considerada distinta de Campomanesia xanthocarpa Berg,

No Brasil, esta espécie ocorre no Espirito Santo, Minas Gerais, Sdo Paulo,
Parana, Santa Catarina, ¢ Rio Grande do Sul, principalmente no planalto do Sul do
Brasil. E encontrada também no Paraguai, no extremo norte do Uruguai, no nordeste da
Argentina até a provincia de Tucuman (LEGRAND, 1961; LEGRAND E KLEIN, 1977,
LANDRUM, 1986; MARCHIORI E SOBRAL, 1997, LORENZI, 1998).

No Parana, proximo a Curitiba, a espécie se desenvolve na floresta ombrofila
mista (Floresta com Araucarias) (LANDRUM, 1986), sendo menos freqiiente na
floresta ombrofila densa da encosta atlantica do Sul do Brasil (LEGRAND E KLEIN,
1977; LORENZI, 1998)

C. xanthocarpa floresce durante os meses de setembro, outubro € novembro e
frutifica a partir de outubro (LEGRAND E KLEIN, 1977; JOLY, 1993, LORENZI,



1998). Produz anualmente grande quantidade de sementes que sdo amplamente
disseminadas pela avifauna (LORENZI, 1998).

BARROSO (1984) afirma que o nome do género Campomanesia Ruiz et Pav.
foi dado em homenagem a P. Rodrigues de Campomanes, explorador espanhol.
Segundo LEGRAND E KLEIN (1977) xanthocarpa deriva do grego xanthos = amarelo
e carpos = fruta, significando fruta amarela; o nome vernacular deriva do tupi guavi ou
guabi = para comer, ou fruta e roba = amarga, significando fruta amarga. Segundo
CORREA (1984) guabirobeira do tupi gua-bir-oba ¢ o sufixo portugués eira.

C. xanthocarpa apresenta copa piramidal densa bastante decorativa, podendo ser
empregada no paisagismo em geral, cujo Ginico inconveniente para logradouros publicos
¢ a sujeira provocada pela queda dos frutos (LORENZI, 1998).

A madeira dessa espécie ¢ branca, bastante resistente, utilizada para
instrumentos de musica, cabo de ferramentas e tabuado em geral; a lenha, gragas ao seu
aroma agradavel, € utilizada para a secagem e torrefagdo da erva-mate (LEGRAND E
KLEIN, 1977, CORREA, 1984).

SCHMEDA-HIRSCHMANN (1995) em seu estudo sobre plantas de uso
medicinal no combate a problemas digestivos, antihipertensivas, redug@o do colesterol e
acido trico, cita a espécie C. xanthocarpa; obtendo resultados favoraveis quanto a
composi¢do de flavondides (myricitrim (myricetin 3-O-rhamnoside) e rutin (quercetin
3-O-rhamnoside)). Menciona que esta espécie em particular ndo € utilizada comumente
na medicina corrente do Paraguai.

LIMBERGER, et al. (2001) em seu estudo sobre a composigdo quimica dos
6leos essenciais das espécies de Campomanesia, trabalhando com a C. xanthocarpa
obteve um rendimento de 0,2% de Oleo essencial, cuja composi¢do rica em
sesquiterpenos, dentre eles o spathulenol (9,9%), globulol (6,2%), epi-globulol (2,0%);
o monoterpeno identificado foi o linalol (17,2%).

As flores sdo muito visitadas pelas abelhas. Os frutos, cuja polpa ¢ agradavel e
aromatica, com alto teor vitaminico, gozam de apre¢o das criangas ¢ mais ainda de

varios animais domésticos e selvagens; sendo consumidos in natura e usados para
preparo de licores (CORREA, 1984; CHERNOVIZ, 1996, LORENZI, 1998).



2.1 OLEOS VOLATEIS

Oleos volateis sdo definidos pela International Standard Organization — ISO como
produtos obtidos de partes de plantas através de destilagdo por arraste com vapor
d’4agua, bem como os produtos obtidos por expressdo dos pericarpos de frutos citricos
(Rutaceae). De forma geral, sdo misturas complexas de substincias volateis, lipofilicas,
geralmente odoriferas e liquidas. Também podem ser chamadas de o6leos essenciais,
Oleos etéreos ou esséncias. Essas denominagdes derivam de algumas de suas
caracteristicas fisico-quimicas, como, por exemplo, a de serem geralmente liquidos de
aparéncia oleosa a temperatura ambiente, advindo dai, a designagéo de 6leo. Entretanto,
sua principal caracteristica ¢ a volatilidade, diferindo-se, assim, dos 6leos fixos, mistura
de substincias lipidicas, obtidas geralmente de sementes. Outra caracteristica
importante ¢ o aroma agradavel e intenso da maioria dos 6leos volateis, sendo, por isso,
também chamados de esséncias. Eles também sdo soluveis em solventes organicos
apolares, como éter, recebendo, por isso, a denominagdo de 6leos etéreos ou, em latim
aetheroleum. Em agua, os oOleos volateis apresentam solubilidade limitada, mas
suficiente para aromatizar as solugdes aquosas, que sdo denominadas hidrolatos
(SIMOES et al. 1999).

Outras caracteristicas importantes para a identificagdo e controle de qualidade
dos oleos sdo o sabor, que ¢ geralmente acre (acido) e picante; a cor, que varia de
incolor ao ligeiramente amarela quando recém extraidos. Sdo poucos os oOleos que
apresentam coloragdo. S3o instaveis, principalmente, na presenca de ar, luz, calor,
umidade e metais. S3o opticamente ativos (SIMOES et al. 1999).

Os constituintes do 6leo variam desde hidrocarbonetos terpénicos, alcoois
simples e terpénicos, aldeidos, cetonas, fendis, ésteres, éteres, oOxidos, peroxidos,
furanos, 4cidos organicos, lactonas, cumarinas, até compostos com enxofre. Na mistura
tais compostos apresentam-se em diferentes concentragdes, normalmente, um deles € o
composto majoritario, existindo outros em menores teores € alguns em baixissimas
quantidades - tragos.(SIMOES et al. 1999).

Os oleos volateis podem ocorrer em estruturas secretoras especializadas, tais
como em pélos glandulares (Lamiaceae = Labiadas), células parenquimaticas
diferenciadas (Lauraceae, Piperaceac, Poaceae); canais oleiferos (Apiaceac =

Umbeliferas, Compostas = Asteraceae) ou em bolsas lisigenas (constituidas pela



dissolugdo da membrana entre as células formando um espago para o acumulo da
substincia secretada), esquizogenas (constituidas pela separagdo e afastamento das
células, deixando entre si um espago intercelular) (Myrtaceae) ou esquizolisigenas
(Pinaceae, Rutaceae, Burseraceae) (SIMOES et al. 1999; BRUNETON, 1991;
RAWITSCHER, 1972).

Os odleos volateis podem estar estocados em certos Orgdos, tais como nas flores
(laranjeira, bergamoteira), folhas (capim-limdo, eucalipto, louro) ou ainda nas cascas
dos caules (canelas), madeira (sdndalo, pau-rosa), raizes (vetiver), rizomas (curcuma,
gengibre), frutos (anis-estrelado, funcho, erva-doce) ou sementes (noz-moscada).
Embora todos os drgdos de uma planta possam acumular 6leos volateis, sua composi¢do
pode variar segundo a localiza¢do. Por exemplo, o 6leo das cascas de canela é rico em
aldeido cindmico, enquanto que os das folhas e das raizes desse mesmo vegetal sdo
ricos em eugenol e cinfora respectivamente (SIMOES et al. 1999; BRUNETON, 1991;
RAWITSCHER, 1972).

Cabe lembrar que a composi¢do quimica de um o6leo volatil, extraido do mesmo
orgio de uma mesma espécie vegetal, pode variar significativamente, de acordo com a
época de coleta, condi¢Ses climaticas e de solo (SIMOES et al. 1999).

As substdncias odoriferas em plantas foram consideradas por muito tempo como
“desperdicio fisiologico”, ou mesmo produtos de desintoxicagdo, como eram vistos os
produtos do metabolismo secundario. Atualmente, considera-se a existéncia de fungGes
ecologicas especialmente como inibidores da germinagdo; na protegdo contra
predadores, na atrag@o de polinizadores, na protecdo contra a perda de 4gua e aumento
da temperatura, entre outras. As abelhas e borboletas sdo insetos freqiientemente
atraidos por aromas de diversas flores. Planta com polinizagdo noturna ou crepuscular
possuem aromas particularmente intensos, pois nesses horarios, o estimulo atrativo
visual torna-se impraticavel, podem atrair morcegos ¢ mariposas (BRUNETON, 1991;
SIMOES et al. 1999).

Efeitos alelopaticos tém sido registrados para terpenos volateis tais como 1,8-
cineol e canfora (Salvia leucophylla Greene) € a-tujona e isotujona (Artemisia
californica Less.), entre outros, como responsaveis pelo efeito inibitdrio que estas
plantas causam em outras, impedindo seu crescimento (SIMOES et al. 1999).

Existem trabalhos demonstrando que a toxicidade de alguns componentes dos

6leos volatil constitui uma protegio contra predadores e infestantes. Mentol e mentona,



por exemplo, s3o inibidores de crescimento de varios tipos de larvas. Também existem
evidéncias de que alguns insetos utilizam dleos volateis seqiiestrados de plantas para
defenderem-se de seus predadores. Assim, os vapores de certas substincias como
citronelal (utilizada por formigas) e a-pineno (utilizado por cupins) podem causar
irritagdo suficiente em um predador para fazé-lo desistir de um ataque. Certos
himenopteros, por exemplo, seqiiestram, sem alteragdo quimica, a- € B-pineno, entre
outros componentes, de Pinus sylvestris L. (uma conifera européia), dessa forma, as
larvas desses insetos se defendem de predadores como as formigas (HARBORNE, 1993;
SIMOES et al. 1999).

Pode-se confundir a atividade de um 6leo essencial, com a da planta da qual este
oleo procede. Esta superposigdo dista muito de ser possivel em todos os casos: a agdo
colerética atribuida ao alecrim pode estar relacionada com a presenga de acidos
fendlicos, enquanto que o 6leo essencial € anti-séptico (BRUNETON, 1991).

Os efeitos dos monoterpenos e dos sesquiterpenos, isoladamente, ja sdo
conhecidos, mas o resultado dificilmente se pode dizer da esséncia, mistura complexa e
variavel (BRUNETON, 1991).

O poder anti-séptico do 6leo se manifesta frente a variadas bactérias patogenas e
inclusive certas cepas antibiorresistentes. Alguns 6leos essenciais, também sdo ativos
frente a fungos inferiores responsaveis por micoses, € inclusive, frente a leveduras
(Candida). As doses ativas, em geral sdo baixas e as que se determinam por
experimentagdo in vitro sdo diretamente transportados para uso por via externa ou, a
fortiori, como conservador. As espécies mais anti-sépticas sdo: canela, tomilho, lavanda
e eucalipto. Compostos como o citral, geraniol, linalol ou timol sdo respectivamente 5,2;
7,1; 5 e 20 vezes mais anti-séptico que o fenol (BRUNETON, 1991).

Produtos como a esséncia de terebintina, utilizados por via externa, provocam
aumento da microcirculagdo, rubefagdo importante, sensagio de calor € em certos casos,
ligeira agdo anestésica local: isto € o que se pretendia antigamente com os ungiientos.
Na atualidade, todavia sio numerosas as pomadas, cremes e géis a base de oleos
essenciais, destinados a aliviar torcicolos, agulhadas, distensdes e outras dores
articulares ou musculares (BRUNETON, 1991).

Os ¢leos essenciais administrados por via interna, desencadeiam fendmenos de
irritagdo a diferentes niveis. O eucalipto € o pinho estimulam as células de muco €

aumentam os movimentos do epitélio ciliado no nivel da arvore brénquica. De maneira



analoga, alguns 6leos essenciais podem, a nivel renal, produzir vasodilata¢o, causando
um efeito diurético: € o caso do zimbro. Os 6leos essenciais com anetol, (umbeliferas,
mentas ou verbena), se mostram eficazes para diminuir ou suprimir os espasmos
gatrointestinais. Esses, freqiientemente intensificam a secregfo gastrica, pelo que s3o
classificados como digestivos e estomaquicos, com todas as conseqiiéncias que podem
derivar desta eupepsia: melhora de determinadas insonias e de transtornos
psicossomaticos diversos. Esse fato pode explicar o freqiiente emprego dos mesmos
tanto pela medicina popular como pelas medicinas oficiais. Alguns dleos essenciais
apresentam tropismo neurovegetativo e exercem agdo neurosedante (lavanda, melissa)
(BRUNETON, 1991).

Sobre o aspecto de toxicidade dos dleos essenciais este conhecimento ¢ muito
importante devido ao desenvolvimento de certas praticas como a aromaterapia (definida
como o tratamento das enfermidades pelas esséncias das plantas). A conotagdo “produto
natural” (exemplo: a medicina pelas flores) destinada as ess€ncias € o antiincio de que
muitas sdo expedidas ao publico, fora do setor farmac€utico, portanto, sem nenhum
controle sério, levam a utilizagdio as vezes abusiva, a uma automedicagdo perigosa
(BRUNETON, 1991).

Os dados de que se dispde sobre a toxicidade cronica das esséncias, sdo muito
fragmentados, ndo se tem estudado seus possiveis efeitos secundarios, nem tdo pouco se
tem demonstrado a auséncia de efeitos cancerigenos ou teratogénicos. A toxicidade
aguda esta mais estudada (BRUNETON, 1991).

Oleos essenciais como tujona (tanaceto = Tanacetum vulgare L., Compositae;
tuya = Thuya occidentalis L., Cupresaceae; certas variedades de salvia = Salvia
officinalis L., Lamiaceae), ou com (-)-pinocanfona (hisopo, Hyssopus officinalis L.,
Lamiaceae) sdo toxicas. Estas cetonas monoterpénicas, sdo psicoanalépticas que,
ingeridas, em doses demasiado elevadas, desencadeiam crises epileptiformes e
tetaniformes, transtornos psiquicos e sensoriais. A esséncia de hisopo tem causado, nos
ultimos anos, hospitalizagdes conseqiientes de automedicagdes abusivas. A intoxicagdo
estd dominada por crises epileptiformes. Tem-se demonstrado no animal, que doses
baixas, mas repetidas, desencadeiam da mesma forma contragdes miocronicas
(BRUNETON, 1991).

O mentol também apresenta toxicidade apenas dois gramas podem ser mortais

para um adulto; em uma crianga, gotas nasais de mentol, podem induzir espasmos da
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glote com conseqilente risco de asfixia reflexa. S3o igualmente toxicos, o cis-anetol
(convulsdes), a esséncia de Sabina (hemorragias uterinas), a esséncia de zimbro
(hematirias) (BRUNETON, 1991).

Os métodos de identificagdo dos constituintes dos Oleos essenciais sdo métodos
cromatograficos: cromatografia em camada delgada - CCD e cromatografia gasosa -
CG. A CCD utiliza solventes como benzeno, diclorometano, ou misturas de benzeno-
acetato de etila, benzeno-diclorometano. A revelagio se efetua com aldeidos aromaticos
(vanilina, anisaldeido) em meio sulftirico (BRUNETON, 1991).

Em farmécia sdo empregados ao natural (infusdo), ou em forma de preparagdes
galénicas. Alguns dos dleos essenciais possuem interesse medicamentoso, outros, a
grande maioria, servem essencialmente para a aromatizagio de especialidades
(BRUNETON, 1991).

Em perfumaria os oOleos essenciais, esséncias concretas (ou simplesmente
concretas) se obtém por extragdo de vegetais frescos com ajuda de solventes. Resinoides
se obtém por extragdo com ajuda de solventes, a partir de substincias vegetais
dessecadas, resinas, gomo-resinas e balsamos (BRUNETON, 1991).

Em alimentagdo se utiliza ao natural (espécies e aromatizantes), 6leos essenciais,
concretas, resindides € também mais recentemente formas hidrossolubilizadas
(BRUNETON, 1991).

Em diversas industrias, sobretudo quimicas, os produtos isolados sdo matérias
primas basicas para a sintese de principios ativos terapéuticos, vitaminas, intermediarios
e “cheiros” adquiridos a bom prego (BRUNETON, 1991).

Na atualidade, o mercado das plantas com esséncia e dos produtos que delas se
obtém, ¢ importante, pois ndo a atinge diretamente a industria do medicamento. A
perfumaria e a industria agro-alimenticia s3o os principais consumidores (BRUNETON,
1991).
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2.2 FLAVONOIDES

Os flavondides estdo entre os compostos naturais mais disseminados em plantas,
estando registrados mais de dois mil deles, tanto em estado livre quanto como
glicosideos. Esses compostos sdo responsaveis em sua maioria pela coloragio de
numerosas flores e de alguns frutos (BRUNETON, 1991; ROBBERS, SPEEDIE e
TYLER, 1997).

A estrutura quimica dos flavonoides baseia-se num esqueleto de carbono Ce-Cs-
Cs, com um anel de cromano ostentando um segundo anel aromatico na posigio 2, 3, ou
4. As principais categorias estruturais gerais sdo as flavonas, as flavanonas, os
flavondis, as antocianidinas e as isoflavonas. Em alguns casos, o anel heterociclico de
seis membros € substituido por um anel de cinco membros (auronas) ou aparece numa
forma isomérica de cadeia aberta (chalconas). Além dos derivados glicosilados, também
ocorrem derivados metilados, acilados, prenilados ou sulfatados (ROBBERS, SPEEDIE
e TYLER, 1997).

Os flavonodides se encontram amplamente distribuidos no reino vegetal,
geralmente na forma solivel de heterosideos. Ausentes nas Algas, mas presentes nas
Bridfitas. Encontram-se em Fetos e Gimnospermas, mas sua variedade estrutural é
pequena. Sdo amplamente representados nas Angiospermas, onde a sua variedade
estrutural ¢ maxima (BRUNETON, 1991).

Provavelmente sintetizados ao nivel dos plastidios citoplasmaticos, os
flavonoides se acumulam no suco vacuolar. Encontram-se no mesofilo e na epiderme
das folhas, na cuticula dos frutos, e também em outros 6rgéos. Encontra-se no vinho, em
cereais e ocasionalmente em corantes alimentares. Esses metabolitos possuem
preferéncia por 6rgios jovens (BRUNETON, 1991; SIMOES et al. 1999).

Foram atribuidas diferentes fungdes na natureza a varios flavonéides: compostos
antimicrobianos, produtos de estresse de metabdlitos ou moléculas sinalizadoras
(ROBBERS, SPEEDIE e TYLER, 1997).

O emprego de flavondides em terapéutica € vasto e ainda empirico, uma vez que
a pratica de uso ¢ mais antiga que o desenvolvimento de andlises farmacoldgicas
modernas. Embora alguns resultados tenham mostrado que os flavondides podem
apresentar efeito mutagénico, em geral sio considerados como benéficos. Alguns

medicamentos contém flavonoides, indicados, em particular, para o tratamento de
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doengas circulatorias, hipertensio e agindo como cofator da vitamina C. Outras
pesquisas sugerem que alguns flavondides possuem agdo anticancerosa consideravel,
podendo ser agentes antivirais, anti-hemorragicos entre outros abordados (SIMOES et
al. 1999).

A grande abundincia e a diversidade dos flavondides sugere que sejam
importantes para as plantas superiores. Contudo nfo esta claro que também o sejam para
o homem. De fato, podemos sugerir que os seres humanos ingerem muitos gramas de
flavonoides diariamente. Entretanto, ndo ha, até o momento, comprovagdo evidente de
que esses metabolitos sejam imprescindiveis & alimentagdo humana (SIMOES et al.
1999).

A propriedade mais importante atribuida aos flavondides é a propriedade
“vitaminica P”. Apesar de a natureza vitaminica destes compostos serem duvidosas
(pelo que € preferivel sem duvida designar-lhe com o qualificativo de “fator vitaminico
P” ou por “fator P””). Deve-se salientar que alguns organismos como FDA (Food and
Drug Administration), ndo reconhecem nenhuma atividade para os flavondides. Ainda
que os tratados de farmacologia, ndo atribuam apenas valor terapéutico, sem divida se
prescrevem amplamente € sdo numerosos os clinicos que admitem seu efeito benéfico
em diversas patologias circulatérias (BRUNETON, 1991).

Historicamente, a nogdo de fator P, se deve a seguinte observagdo: certas
manifestagdes hemorragicas do escorbuto, curadas administrando suco de limdo, ndo
cedem por administragdo unica de acido ascorbico. Este ndo pode atuar mais que na
presenga de um fator “P” ou “C2”, a citrina. Se bem que esta experi€ncia inicial nfo se
tem podido reproduzir, as propriedades do fator P sdo atribuidas a diversos polifendis:
flavonoides, antocianosideos, oligdmeros flavonicos. A experiéncia demonstra que
todos estes compostos sdo capazes de diminuir a permeabilidade dos capilares e reforgar
sua resisténcia (BRUNETON, 1991).

A espectroscopia no ultravioleta ¢ a principal técnica tanto para a detecg@do
quanto para o monitoramento da pureza de derivados flavonicos durante os processos de
isolamento. Possuem espectros de absor¢do caracteristicos no ultravioleta, determinados
pelo nucleo comum da benzopirona, com dois maximos de absorgdo: um ocorrendo
entre 240-285 nm (banda II) e outro entre 300-400 nm (banda I) (SIMOES et al. 1999).

Em geral, outras técnicas espectroscopicas, tais como infravermelho ¢

ressonincia magnética nuclear, sdo reservadas para compostos puros. A espectrometria
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de massas ¢ importante para a determinagdo do peso molecular e, quando associada a
cromatografia gasosa, constitui-se em um importante método de identificagdo, podendo

ser util também durante o processo de screening (SIMOES et al. 1999).
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3. MATERIAL E METODOS

A coleta do material para o estudo botinico, fitoquimico e preparagdo de

exsicata de herbario (UPCB sob n° 41954) foi realizada no Campus do Centro

Politécnico, da Universidade Federal do Parana, municipio de Curitiba, Parana, Brasil.

3.1 ESTUDOS BOTANICOS

Para o estudo anatdmico foram feitas secgbes a mdo livre e preparacdo de
ldminas semipermanentes. Essas foram efetuadas de acordo com a metodologia de
SASS (1951) e BERLYN e MIKSCHE (1976). As folhas foram seccionadas utilizando-
se 1sopor como suporte (QUINTAS, 1963).

As folhas de Campomanesia xanthocarpa Berg utilizadas para se executar esta
técnica, foram, coletadas a partir do 4° nd, fixadas em F.A.A (JOHANSEN, 1940 e
FERREIRA et al. 1985), sendo depois, conservadas em etanol 70% (v/v).

Para corar o material utilizou-se o corante Fucsina Basica em solug@o aquosa € o
Azul de Astra em solugdo aquosa (ROESER et al. 1980).

Para a montagem das ldminas semipermanentes, colocou-se uma gota de
glicerina a 40% (PURVIS, COLLIOR e WALLS, 1964). Cobriram-se as sec¢des com
laminula, efetuando-se a lutagem com esmalte de unhas incolor (BECAK e PAULETE,
1976).

Outra coloragdo utilizada foi o Azul de Toluidina 0,05% em solugdo aquosa
(O’BRIEN e MCCULLY, 1981).

Para os testes microquimicos utilizou-se Sudam III, para lipideos (SASS, 1951);
azul de metileno, para mucilagem (SAKAI, 1973); glicerina iodada, para amido
(BERLYN e MIKSCHE, 1976); cloreto férrico, para taninos (JOHANSEN, 1940).

Utilizou-se a técnica de dissociagdo de tecidos para analise de venaggo foliar, de
acordo com FRANKLIN (1946).

A técnica utilizada para a preparagdo de 1dminas permanentes, em parafina, foi a
proposta por JOHANSEN (1940), FOSTER (1949) e SASS (1951). As secgdes foram
efetuadas em micrétomo com navalha de ago do tipo “C”, na espessura de 10

micrOmetros. Para a montagem das liminas utilizou-se o adesivo proposto por



15

BISSING (1979). Os corantes utilizados foram Fucsina Basica (lignina) e Azul de Astra
1% (celulose) (ROESER et al. 1980).

A técnica de inclusio em historesina — GMA - Glicol Metacrilato
(comercializado com o nome de JB4 (Polysciences/ USA) utilizada, foi proposta por
FEDER e O’BRIEN (1968) e GUERREIRO (1995), e de acordo com as especificagdes
do fabricante. Para a microtomizagdo do material, utilizou-se um micrétomo rotatorio
com navalha de ago tipo “C”; a espessura para as secgdes foi de 10 micrometros. O
material foi fixado segundo KARNOVSKY (1965). A coloragdo utilizada foi solugdo
aquosa de Azul de Toluidina 0,05% (O’BRIEN ¢ MCCULLY, 1981). Outra coloragdo
utilizada foi a combinagdo de Fucsina Basica com Azul de Astra (BRITO e ALQUINI,
1996).

As fotomicrografias foram feitas em Microscopio Fotonico Zeiss, acoplado a
maquina fotogréfica e o filme utilizado foi Kodak ASA100.

A técnica de microscopia eletronica de varredura utilizada foi a proposta por
HADDAD (1989). O material foi submetido ao ponto critico no equipamento BALZER
CPD-010, a fim de retirar todo o alcool e substitui-lo por CO,, desidratando por
completo o material. Apos, efetuou-se a metalizagdio com ouro em equipamento
BALZER SCD-030. As eletromicrografias foram efetuadas em Microscopio Eletronico
de Varredura modelo PHILIPS SEM-505. O filme utilizado foi Kodak VP120.
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3.2 ESTUDOS FITOQUIMICOS

Na investigagdo fitoquimica, o material utilizado compreende as folhas de C.
xanthocarpa Berg. ApOs a coleta das folhas verdes (tanto de sol, quanto de sombra),
estas foram secas e estabilizadas na estufa de ar quente com temperatura controlada por
termostato (40° C), do Curso de Farmacia, da Universidade Federal Parana. Apds secas
e estabilizadas, as folhas foram fragmentadas para aumentar a superficie de contato da
planta com os solventes usados na marcha fitoquimica, e acondicionadas em recipientes

apropriados, ao abrigo da luz e umidade.

3.2.1 Marcha Sistematica Fitoquimica Segundo MOREIRA (1979), MATOS (1988)
Modificada por NAKASHIMA (1993)

3.2.1.1 Preparo do extrato hidroalcoolico a 20% (m/v)

O extrato hidroalcodlico foi preparado pesando-se 20g de folhas secas e
estabilizadas e colocadas em etanol a 70% (v/v) pelo método de maceragéo, por um
periodo de 7 dias. Com este extrato procederam-se as observagdes organolépticas (cor,
odor, sabor), a determinag¢do do pH e as pesquisas fitoquimicas.

A pesquisa fitoquimica consistiu em determinar os principais grupos quimicos
constituintes dos metabolitos secundarios dos vegetais e que podem ser isolados por este
tipo de extragdo sendo eles os glicosideos flavonicos (Reagdio de Shinoda ou da
Cianidina), esteroides e/ou triterpendides (Reagdo de Liebermann-Bouchardt),
alcaloides (utilizando-se os Reativos Gerais para Alcaldides - Reativos de Mayer,
Dragendorff, Bertrand e Bouchardat),; aminogrupo (Reagdo de Ninhidrina (Hidrato de
Tricetohidrindeno) segundo Fanny e col.); glicosideos antraquindnicos (Reagdo de
Borntrieger) e cumarinas.

Ainda com este extrato procedeu-se a determinagéio do Residuo Seco.
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3.2.1.2 Preparo do extrato aquoso a 20% (m/v)

O extrato aquoso foi preparado pesando-se 20g de folhas secas e estabilizadas e
colocadas em agua deionizada (q.s.p. 100ml) pelo método de maceragido, em banho-
maria a 60°C, por 2 horas. Com este extrato procederam-se as observagdes
organolépticas (cor, odor, sabor), determinag@o do pH e as pesquisas fitoquimicas que
foram efetuadas no prazo maximo de 24 horas, pois apos este periodo as substincias
isoladas sofrem oxidag#o.

A pesquisa fitoquimica consistiu em determinar os principais grupos quimicos
constituintes dos metabolitos secundarios dos vegetais, que podem ser isolados por este
tipo de extragdo sendo eles os glicosideos antocidnicos; glicosideos saponinicos;
glicosideos cianogenéticos; taninos (Reagdes com Sais de Ferro — Cloreto Férrico 1% e
Sulfato de Ferro Amoniacal, desenvolvimento de coloragdo azul, verde, cinza, marrom
ou precipitado indica a presenga de taninos; Reagdo com Solugdo de Gelatina 2,5% -
obtengdo de precipitado indica presenga de taninos; Acetato de Chumbo 10%; Reagédo
de Formol Cloridrico - Reagdo de Stanishy); aminogrupo (Reagdo de Ninhidrina
(Hidrato de Tricetohidrindeno) segundo Fanny e col); 4cidos fixos (Reagente de Nessler
segundo MORITA e ASSUMPCAO (1972)); e 4acidos volateis (através de papel
indicador de pH suspenso em um tubo de ensaio contendo o extrato com adi¢io de
acido sulfurico, € colocado no banho-maria).

Ainda com este extrato procedeu-se a determinagdo do Residuo Seco.

3.2.2 Extragio do Oleo Essencial

Para extragdo do o6leo essencial foram utilizadas folhas secas, estabilizadas e
fragmentadas, e folhas frescas e fragmentadas. Estes materiais foram submetidos a
hidrodestilagio em aparelho de Clevenger (USP, XXIII, 1993), modificado por
WASICKY e OKUDA (1963), anotando-se o rendimento bruto apds funcionamento
ininterrupto do aparelho por um periodo de 6 horas.

As determinagdes das analises fisico-quimicas do dleo essencial seguiram as
metodologias especificas. A densidade foi determinada segundo a FARMACOPEIA
BRASILEIRA IV (1994). O indice de refragido foi determinado no Refratometro de
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ABBE, segundo a FARMACOPEIA BRASILEIRA IV (1994). A solubilidade foi
determinada segundo a PHARMACOPEA HELVETICA (1995).

No procedimento de coleta do dleo essencial, destilado pelo Clevenger, muitas
vezes ndo se consegue retirar apenas o dleo, arrastando-se um pouco de dgua, sendo
eliminada utilizando-se de sulfato de sodio anidro segundo ADAMS (1995) e
AMAREGO e PERRIN (1996).

3.2.3 Extragdo dos Componentes por Solvente Organico (Concreto) (BRUNETON,
1991)

A extragdo do o6leo essencial por solvente organico foi de forma sucessiva sobre
a planta, carregando todos os componentes apolares até o esgotamento total. O solvente
utilizado foi concentrado em rotavapor ¢ o residuo final obtido foi submetido a extragéo

por hidrodestilagao.

3.2.3.1 Extragdo total por n-hexano

Partindo-se de 880g de planta seca, estabilizada e reduzida a fragmentos,
procedeu-se a extragdo por maceragdo com n-hexano. As trocas do solvente foram
efetuadas a cada 48 horas e o final ou esgotamento total verificado pela auséncia de

pontos em cromatografia em camada delgada (CCD).

3.2.3.2 Extragdo total por metanol

ApOs a extragdo por maceragdo com n-hexano as folhas foram colocados em
banho-maria (70°C) para evaporar o excesso de n-hexano. A seguir, as folhas, isentas de
n-hexano, foram colocadas em maceragdio com metanol, com trocas sucessivas a cada
48 horas e o final ou esgotamento total, verificado pela auséncia de reagdo positiva
através da Reagdo de Shinoda.

Com o extrato metandlico procedeu-se a CCD para compostos fenolicos.
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3.2.3.3 Extragdo por partigdo liquido-liquido

O método de extragdo por partigio baseou-se em extragdes com diferentes
solventes formando um gradiente de polaridade crescente.

Do extrato metandlico total obtido procedeu-se a concentragio parcial do
solvente, metanol, em rotavapor, € posteriormente a evaporagio total do solvente em
banho-maria. A dissolugdo do extrato seco obtido foi com agua quente. Filtrou-se a
quente e com o filtrado (fragdo aquosa) procedeu-se a extragdo liquido/liquido.

Todo procedimento foi acompanhado por CCD com o objetivo de verificar em
que fragdo os compostos fendlicos seriam extraidos e a determinagdo do esgotamento
total.

A fragdo aquosa foi transferida para um funil de separagdo e agitada com o n-
hexano, o primeiro liquido extrator. Separou-se a fragdo hexanica, acondicionou-se em
um frasco previamente tarado e evaporou-se a secura no banho-maria.

Apoés a extragdo a fragdo aquosa foi colocada em banho-maria (65°C) para a
evaporagio total do solvente utilizado (n-hexano).

A fragdo aquosa isenta de n-hexano foi transferida novamente para um funil de
separagdo e tratada com cloroférmio, segundo liquido extrator. A fragdo cloroférmica
foi recolhida em frasco previamente tarado, levada a secura em banho-maria.

Novamente, apos a extragdo, a fragdo aquosa foi colocada em banho-maria
(65°C) para a evaporagio total do solvente utilizado (cloroformio).

As extragdes subseqiientes foram com acetato de etila e n-butanol, efetuando-se
os mesmos procedimentos descritos para a primeira € segunda extragdo.

A fragdo aquosa restante foi transferida para um frasco previamente tarado,
levada a secura em banho-maria.

Cada uma das fragdes obtidas foi corretamente identificada, pesada e guardada
em frasco bem fechado. Com estas fragdes foram preparadas CCD em fases moveis
diferentes em fungdo da polaridade de cada liquido extrator, junto com padroes

auténticos.
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3.2.4 Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

A técnica de cromatografia em camada delgada (CCD) foi aplicada em todos os
extratos obtidos, com diferentes fases moveis para os dleos essenciais, esteroides e

triterpenoides, flavonoides e taninos.

As placas utilizadas foram preparadas em vidro com silica gel G. Utilizou-se
ainda cromatoplacas de silica gel 60F254, 0,2mm, da marca Merck®, placas de
poliamida 11F254, da marca Merck®, e placas de celulose 5552, 0,1mm, da marca
Merck® (MERCK, 1996).

Frente a grande quantidade de fases fixas e moveis que sdo utilizadas nos
processos de analise cromatografica selecionou-se algumas, para a utilizagdo neste
trabalho, que sdo descritas na TABELA 01 segundo GUENTHER (1950); STAHL
(1969); MABRY (1970) e WAGNER (1996).

TABELA 01 - FASES E REVELADORES UTILIZADOS

Continua
FASE FIXA | FASE MOVEL | REVELADOR
Poliamida Acetona / Agua NEU
1:1
Silica Gel G Acetato de Etila / Metanol / Agua NEU
100 :13,5:10
Silica Gel G Acetona / Butanol / Agua NEU
10:10:5
Celulose Acido Acético 5% Amonia
Celulose Acido Acético 10% Amonia
Celulose Acido Acético 15% Amonia
Celulose Acido Acético 20% Amoénia
Celulose Acido Acético 25% Amonia
Celulose Acido Acético 40% Amonia
Silica Gel G Butanol / Acetato de Etila/ Agua NEU
4:1:5

Fase superior *
Fase inferior

Silica Gel G Butanol / Agua / Metanol NEU
70:20:5 )
Silica Gel G Cloroférmio / Acetona / Acido Formico NEU
7:2:1
Silica Gel G Cloroférmio / Acetona / Acido Férmico NEU

70:17:9
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Conclusio
FASE FIXA | FASE MOVEL ] REVELADOR
SilicaGel G Cloroférmio / Acetona / Acido Férmico NEU
75:16,5:1 ,
Silica Gel G Cloroformio / Etanol / Agua NEU
4:1:5
Fase superior ¢ Fase inferior *
Silica Gel G Cloroférmio / Metanol NEU
7:3
Silica Gel G Cloroférmio / Metanol NEU
85:15
Silica Gel G Cloroférmio / Metanol NEU
90:1
Silica Gel G Cloroférmio / Metanol NEU
92:8
Silica Gel G Cloroformio / Metanol NEU
98:2
Silica Gel G Cloroférmio / Metanol / Agua NEU
5:25:4
Silica Gel G Clorof6rmio / Metanol / Acido Férmico NEU
80:2:1
Silica Gel G Cloroférmio / Metanol / Agua NEU
65:25:4
Poliamida Cloroférmio / Metanol / Butan-2-one NEU
12:2:1
Poliamida Isopropanol / Agua NEU
3:2
Poliamida Metanol / Acido Acético / Agua NEU
90:5: 5
Poliamida Metanol / Agua NEU
4:1
Silica Gel G n — Hexano / Acetato de Etila Vanilina sulfurica
85:15
Silica Gel G n — Hexano / Acetato de Etila Vanilina sulfurica
93:7
Silica Gel G n — Hexano / Acetato de Etila / Eter Vanilina sulftrica
85:15:0,5
Silica Gel G n — Hexano / Acetato Etila Vanilina sulftirica
85: 15
Silica Gel G Tolueno / Acetato de Etila Vanilina sulfurica
90 :1
Silica Gel G Tolueno / Acetato de Etila Vanilina sulfurica
93:7
Silica Gel G Tolueno / Acetato de Etila / Acido Acético Vanilina sulfurica
18:2:1

* NEU = Narturstoff
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Tendo-se selecionado as fases e reveladores procedeu-se aos testes das fragdes

obtidas durante os métodos de extragdo (TABELA 02).

TABELA 02 — FASES, REVELADORES E FRACOES TESTADAS

; Continua
FASE MOVEL REVELADQOR | FRACOES TESTADAS
Acetona / Agua NEU Todas do F3MeOH
1:1
Acetato de Etila / Metanol / NEU Todas do F3MeOH
Agua
100:13,5:10
Acetona / Butanol / Agua NEU F2EtOH pl fresca, F2H,0, F2EtOH,
10:10:5 F2MeOH, F3, F3EtOH pl fresca, F3
EtOH, F3H,0, F3MeOH, F4’, F4,
F4EtOH, F4EtOH pl fresca, F4H,0,
F4MeOH, residuo da retirada do F1
Todas do F3MeOH
Acido Acético 5% Amonia F3MeOH, F4MeOH, F5MeOH
Todas do F3AMeOH
Acido Acético 10% Amonia F3H,0, F3EtOH pl fresca, F3EtOH,

F3MeOH, F4’, F4, F4 residuo do BuOH
em MeOH, F4H,0, F4EtOH pl fresca,
F4EtOH, FAMeOH, F5, F5SH,0, FSEtOH
pl fresca, FSEtOH,F5MeOH, F6
Todas do F3MeOH

Acido Acético 15%

Amonia

F3MeOH, F4AMeOH,
F5MeOH
Todas do F3MeOH

Acido Acético 20%

Amonia

F3H,0, F3EtOH pl fresca, F3EtOH,
F3MeOH, F4’, F4, F4 residuo do BuOH
em MeOH, F4H,0, F4EtOH pl fresca,
F4EtOH, F4AMeOH
Todas do F3AMeOH

Acido Acético 25%

Amonia

F3H,0, F3EtOH pl fresca, F3EtOH,
F3MeOH, F4’, F4, F4 residuo do BuOH
em MeOH, F4H,0, F4EtOH pl fresca,
F4EtOH, F4AMeOH
Todas do F3AMeOH

Acido Acético 40%

Amonia

Todas do F3AMeOH

Butanol / Acetato de Etila /
Agua
4:1:5
Fase superior *
Fase inferior

F2, F3, F3EtOH, F3H,0, F3EtOH pl
fresca, F3AMeOH
F4, F4°, FAEtOH, F4H,0, F4EtOH pl
fresca, FAMeOH
F5H,0, F5EtOH, F6, FSEtOH pl fresca,
F5MeOH
‘Todas do F3MeOH
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Continuagio
FASE MOVEL REVELADOR | FRACOES TESTADAS
Butanol / Agua / Metanol NEU F3, F3EtOH pl fresca, F3 EtOH, F3H,0,
70:20:5 F4EtOH, F5, F4H,0
Butanol / Etanol / Agua NEU Residuo da retirada do F1 em n-hexano, F2, F3,
40:10:50 F4, F4°, F5, EtOH pl. fresca ressuspendido em

Fase superior *
Fase inferior

EtOH, papel de filtro n-Hexano em MeOH,
papel de filtro MeOH em MeOH, papel de filtro
n-hexano em EtOH, residuo do MeOH
dissolvido em agua quente
F2EtOH pl fresca, F2H,0, F2EtOH, F2MeOH,
F3, F3EtOH pl fresca, F3EtOH, F3H,0,
F3MeOH, F4’, F4, FAEtOH, F4EtOH pl fresca,
F4H,0, FAMeOH, F4BuOH em MeOH, F6, F5,
F5EtOH, F5EtOH pl fresca, FSH,0, F5MeOH
F1- EtOH, F1- H,0, F1- EtOH pl. fresca, F1
(91,3-91,35), F1- MeOH,

n-hexano
Todas do F3MeOH
Cloroférmio / Acetona / NEU
Acido Férmico
7:2:1
Cloroférmio / Acetona / NEU Papel de filtro MeOH em MeOH,
Acido Férmico F1MeOH, F2MeOH, F3MeOH, F4MeOH,
70:17:9 F5MeOH
Cloroférmio / Acetona / NEU F1MeOH, F2MeOH, F3MeOH, F4MeOH,
Acido Férmico F5MeOH
75:16,5:1 Todas do F3MeOH
Cloroférmio / Etanol / Agua NEU F3, F3EtOH, F3H,0, F3EtOH pl fresca,
4:1:5 F3MeOH
Fase superior e Fase inferior F4, F4’, FAEtOH, F4H,0, F4EtOH pl
* fresca, FAMeOH
F5H,0, F5EtOH, F6, FSEtOH pl fresca,
F5MeOH
Todas do F3MeOH
Cloroférmio / Metanol NEU F1, F2,F3, F4’, F5
7:3
Cloroformio / Metanol NEU F1, F2, F3, F4’, F5
85:15 Todas do F3AMeOH
Cloroférmio / Metanol NEU Todas do F3MeOH
90 :1
Cloroférmio / Metanol NEU F1, F2, F3, F4’, F5
92:8 Todas do F3MeOH
Cloroférmio / Metanol NEU F1, F2,F3,F4’ F5
98:2 Todas do F3MeOH
Cloroférmio / Metanol / Agua|  NEU Todas do F3MeOH
5:25:4
Cloroférmio / Metanol / NEU

Acido Foérmico
80:2:1
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Continuagio
FASE MOVEL REVELADOR FRACOES TESTADAS
Cloroformio / Metanol / Agua NEU F1- EtOH, F1- H,O, F1- EtOH pl. fresca,
65:25:4 F1 (91,3-91,35), F1- MeOH,
n-hexano, F2EtOH pl fresca, F2H,0,
F2EtOH, F2MeOH, F3, F3EtOH pl fresca,
F3 EtOH, F3H,0, F3MeOH, F4’, F4,
F4EtOH, F4EtOH pl fresca, F4H,0,
F4MeOH, F4BuOH em MeOH, F6, F5,
F5EtOH, F5EtOH pl fresca, FSH,0,
F5MeOH
EtOH pl. fresca ressuspendido em EtOH,
papel de filtro n-Hexano em MeOH, papel
de filtro MeOH em MeOH, papel de filtro
n-hexano em EtOH, residuo do MeOH
dissolvido em 4gua quente
Cloroférmio / Metanol / NEU Todas do F3MeOH
Butan-2-one
12:2:1
Isopropanol / Agua NEU Todas do F3MeOH
3:2
Metanol / Acido Acético / NEU Todas do F3MeOH
Agua
90:5:5
Metanol / Agua NEU Todas do F3MeOH
4:1
n— Hexano / Acetato de Etila| Vanilina | Fragdes de coleta do dleo essencial (n-hexano,
85:15 sulfiirica éter etilico, etanol) e residuo etanol
F1- EtOH, F1- H,O, F1- EtOH pl. fresca, F1
(91,3-91,35), F1- MeOH,
n-hexano
n— Hexano / Acetato de Etila| Vanilina F1, F2,F3,F4’, FS
93:7 sulfirica F1H,0, F2H,0
Todas do F3MeOH
n— Hexano / Acetato de Etila| Vanilina | F1- EtOH, F1- H,O, F1- EtOH pl. fresca,
/ Eter sulfurica F1(91,3-91,35), F1 MeOH, n-hexano
85:15:0,5 Todas do F3MeOH
n — Hexano / Acetato Etila Vanilina | F1- EtOH, F1- H;O, F1- EtOH pl. fresca,
85:15 sulfirica F1(91,3-91,35), F1 — MeOH,
n-Hexano
Tolueno / Acetato de Etila Vanilina F2EtOH pl fresca, F2H,0, F2EtOH,
90 :1 sulfurica F2MeOH, F3, F3EtOH pl fresca, F3 EtOH,

F3H,0, F3MeOH, F4’, F4, FAEtOH, FAEtOH
pl fresca, F4H,0, FAMeOH, residuo da
retirada do F1
Todas do F3AMeOH
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Conclusio
FASE MOVEL REVELADOR FRAC()ES TESTADAS
Tolueno / Acetato de Etila Vanilina | Frages de coleta do 6leo essencial (n-hexano,
93:7 sulfirica éter etilico, etanol) e residuo etanol

F2EtOH pl fresca, F2H,0, F2EtOH,
F2MeOH, F3, F3EtOH pl fresca, F3 EtOH,
F3H,0, F3MeOH, F4’, F4, FAEtOH, FAEtOH
pl fresca, F4H,0, FAMeOH, residuo da
retirada do F1
F1, F2, F3,F4, F4’, F5
F1- EtOH, F1- H;O, F1- EtOH pl. fresca, F1
(91,3-91,35), F1- MeOH,

n-hexano
Toluenp / Acetato de Etila / Vanilina F3, F3EtOH pl fresca, F3 EtOH, F3H,0,
Acido Acético sulfarica F3MeOH, F4°, F4, FAEtOH, F4EtOH pl
18:2:1 fresca, F4H,0, F4AMeOH

* NEU = Narturstoff

3.2.4.1 Reveladores para as Cromatoplacas (GUENTHER, 1950; STAHL, 1969;
MABRY, 1970 e WAGNER, 1996)

Para os compostos fendlicos foi utilizado como revelador o Reativo de NEU
(Narturstoff) (nebuliza-se a placa e observa-se na camara de luz ultravioleta (U.V.) a
365 nm).

Para os esteroides e terpenos foram utilizados como reveladores o anisaldeido
sulfurico (nebuliza-se a placa e deixa-se na estufa a 110°C durante 5 a 10 minutos); e
vanilina sulfurica (nebuliza-se a placa e deixa-se na estufa a 100°C durante 5 a 10

minutos).

3.2.5 Cromatografia Gasosa Acoplada a um Detector de Massas - CGMS (CIOLA,
1973; PACHALY, 1983; SILVERSTEIN, BASSLER ¢ MORRIL, 1987; COLLINS,
BRAGA e BONATO, 1990)

Injetaram-se as amostras de Oleo essencial das folhas de C. xanthocarpa no
cromatografo a gias HPS890A acoplado ao detector de massas HP5970 Series e
Computador Vectra XM série 4/5/133 com biblioteca Wiley-Windows.

Injetou-se a amostra associada a um padrdo de 25 alcanos com tempos de

reten¢do conhecidos. Obteve-se o cromatograma e a pesquisa a partir dos 20 mais
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provaveis dos dados do Wiley-Windows para os componentes, foram calculados os
indices de retengdo e retengdo relativa através de equagdo de Van Der Dool e Kovatz,
que comparado com os dados da literatura e espectros de massas, tornou possivel a

identificagdio de uma série de compostos dos dleos essenciais (ADAMS,1995).

3.2.6 Equipamentos Utilizados

- Espectrofotometro ultravioleta Shimadzu UV1601 com impressora Citizen 200
GX;

- cromatografo a gas HP5890A com coluna capilar de metil silicona do tipo
PONA, com 50m X 02mm X 0,5um de filme liquido, com injetor do tipo
Split/splitless. FID, He, H e AR sintético.

- camara de luz ultravioleta de 254 e 360 nm;

- evaporador rotatério com valvula para vacuo, modelo Fisatom acoplado a um
banho-maria;

- balanga Mettler;

- balanga analitica Mettler;

- deionizador de agua, modelo Permution,;

- banho-maria Etica equipamentos cientificos S.A.;

- estufa Soc. Fabbe Ltda & Fanem Ltda.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 ESTUDOS BOTANICOS
4.1.1 Caracteres Morfologicos

Campomanesia xanthocarpa Berg ¢ uma arvore de aproximadamente 5Sm de
altura (FIGURA 02).

Caule de coloragdo acinzentada, tortuoso, com caneluras e casca descamante,
fissuras leves, estreitas e pouco profund<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>