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RESUMO

OLIVEIRA, JULIANA DANTAS. Instituto Federal de Educacdo Ciéncia e Tecnologia
Goiano, campus Rio Verde — GO, julho de 2015. Melhor tempo de hidrodestilacéo,
atividade antioxidante, teor e composi¢do quimico do 6leo essencial das folhas de C.
adamantium submetidas a secagem.

Orientadora: Dra Cassia Cristina Fernandes Alves.

Co-orientadora: Dra Cristiane de Melo Cazal.

Campomanesia adamantium conhecida popularmente por gabiroba ou
guabiroba, é uma espécie frutifera nativa do cerrado. As folhas de C. adamantium sao
popularmente utilizadas, por meio de infusdo, como agente antidiarreico, depurativo do
figado, anti-inflamatério, anti-pirético, antisséptico das vias urinarias. A composi¢do
quimica dos Oleos essenciais extraidos de plantas de uma mesma espécie pode ter
alteracdo nas proporcgdes de seus constituintes por interferéncia de fatores extrativos,
ambientais, genéticos e ontogenéticos. O proposito neste estudo foi determinar alguns
fatores que influenciam o teor e composicdo quimica do Oleo essencial, extraido pelo
método de hidrodestilacdo, das folhas de C. adamantium, como o tempo de
hidrodestilagdo, secagem artificial e natural, e também verificar a atividade antioxidante
do 6leo essencial das folhas de C. adamantium coletas na regido do Cerrado. As
analises quimicas foram feitas utilizando-se um cromatografo gasoso acoplado a
espectrometro de massa e 0s constituintes quimicos dos o6leos essenciais foram
identificados através da comparacdo dos seus espectros de massas com banco de dados
do equipamento e, também, pela comparacao dos indices de retencdo com a literatura. A
atividade antioxidante foi avaliada perante o consumo do radical estavel DPPH. Ao
avaliar o efeito do tempo de hidrodestilacdo sobre o teor e composicdo quimica do 6leo
essencial das folhas de C. adamantium apresentaram diferencas significativas nos
diferentes tempos de hidrodestilacdo testados. A partir de duas horas de hidrodestilagdo
0 teor do O6leo essencial estabilizou-se. Foram identificados o0s sesquiterpenos
oxigenados espatulenol e o éxido cariofileno como compostos majoritarios nos cinco
tempos de hidrodestilacdo. Houve variacbes das quantidades relativas para o0s
constituintes majoritarios espatulenol, oxido carifileno, germancreno B e cariofileno.

No estudo para avaliar a influéncia de dois métodos e oito tempos de secagem das
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folhas do C. adamantium sobre o teor e composicdo quimica do Oleo essencial
verificou-se que houve interacdo do efeito dos métodos com os tempos de secagem. O
melhor tempo de secagem dependera do propdsito para o qual o Oleo essencial serd
utilizado, portanto pode extrair o 6leo essencial do material vegetal in natura como
também até 16° dia de secagem. Como foi observado, ndo ocorreram grandes alteracfes
no Gleo essencial nos diferentes métodos de secagem utilizados. Foram identificados 35
e 34 compostos no bleo essencial das folhas de C. adamantium submetidas a secagem a
estufa e a sombra respectivamente, sendo o espatulenol, oxido cariofileno e o
germacreno B 0s componentes majoritarios em todas as amostras. A secagem
influenciou aumentando a quantidade relativa apresentada pelos sesquiterpenos
germacreno B e B-copaeno e também na diminuicdo do espatulenol e do Oxido
cariofileno no 16° dia de secagem. Na avaliacdo da composicdo quimica e atividade
antioxidante do 6leo essencial das folhas de C. adamantium coletadas na regido do
Cerrado, o0 0leo essencial apresentou como constituintes majoritarios os sesquiterpenos
germacreno B e B — cariofileno, sobre a atividade sua capacidade sequestradora de
radicais livres é baixa quando comparada a um antioxidante de outros 6leos essenciais
como o cravo-da-india, a extrato de G. biloba, porém pode ser considerada melhor do
que o encontrado em outros Gleos essenciais como o ho-sho, indicando um potencial

uso em produtos alimenticios.

PALAVRAS-CHAVES: 6leo essencial, secagem, atividade antioxidante.



OLIVEIRA, JULIANA DANTAS. Instituto Federal de Educacdo Ciéncia e Tecnologia
Goiano, campus Rio Verde — GO, julho de 2015. Best time of hydrodistillation,
antioxidant activity, content and chemical composition of the essential oil of C.
adamantium leaves submitted to drying.

Orientadora: Dra Céssia Crstina Fernandes Alves.

Co-orientadora: Dra Cristiane de Melo Cazal.

ABSTRACT

Campomanesia adamantium popularly known as gabiroba or guabiroba, is a
native fruit species of the savannah. The leaves of C. adamantium are popularly used by
infusion, as antidiarrheal agent, liver cleanser, anti-inflammatory, antipyretic, antiseptic
urinary tract. The chemical composition of essential oils extracted from plants of the
same species may have changes in the proportions of its constituents by interference
from extractive factors, environmental, genetic and ontogenetic. The purpose of this
study was to determine some factors that influence the content and chemical
composition of essential oil, extracted by hydrodistillation method, the leaves of C.
adamantium, as the time hydrodistillation, artificial drying and natural, and also check
the antioxidant activity of essential oil from the leaves of C. adamantium collections in
the Cerrado region. The chemical analyzes were made using a gas chromatograph
coupled to a mass spectrometer and chemical constituents of essential oils were
identified by comparison of their mass spectra with the equipment database and also by
comparing retention indices with the literature. The antioxidant activity was evaluated
before the consumption of the stable radical DPPH. To evaluate the effect of
hydrodistillation time on the content of essential oil chemical composition of C.
adamantium leaves showed significant differences in the different tested
hydrodistillation times. From two hours of hydrodistillation essential oil content is
stabilized. The oxygenated sesquiterpenes spathulenol were identified and
caryophyllene oxide as major compounds in the five hydrodistillation times. There were
variations in the relative amounts for spathulenol major constituents, carifileno oxide,
germancreno B and caryophyllene. In the study to assess the influence of two methods
to eight drying times of C. adamantium sheets on the content and composition of the
essential oil it was found that there was an interaction effect with the methods of drying
times. The best drying time will depend on the purpose for which the essential oil is

used, so can extract the essential oil of the plant material in nature but also to 16th day
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of drying. As noted, there were no major changes in the essential oil in different drying
methods. They identified 35 and 34 compounds in the essential oil of C. adamantium
sheets subjected to the drying oven and shadow respectively, and spathulenol,
caryophyllene oxide and germacrene B the major components in all samples. Drying
influenced by increasing the relative amount presented by sesquiterpenes germacrene B
and B-copaene and also in reducing the spathulenol and caryophyllene oxide on the 16th
day of drying. In assessing the chemical composition and antioxidant activity of the
essential oil of C. adamantium leaves collected in the Cerrado region, the essential oil
presented as major constituents the germacrene sesquiterpenes B and f - caryophyllene,
on their activity scavenging capacity of free radicals is low compared to an antioxidant
other essential oils like clove India, G. biloba extract, but it can be considered better
than that found in other essential oils like ho-sho, indicating a potential use in food

products .

KEYWORDS: essential oil, drying, antioxidant activity.



1. INTRODUCAO

1.1 Familia Myrtaceae

A familia Myrtaceae apresenta cerca de 5600 espécies, distribuidas em 132
géneros (GOVAERTS et al., 2012) com ocorréncia na Australia, sudeste da Asia e
América, com baixa representatividade na Africa (WILSON et al., 2001). Pertence a
ordem Myrtales, que apresenta ao todo 14 familias e aproximadamente 9000 espécies,
sendo que 2/3 das espécies dessa ordem pertencem a familia Myrtaceae (JUDD, 2009).
As espécies de Myrtaceae (Figura 1) sdo plantas arbustivas ou arbdreas que possuem
diversas alturas, variando desde pequenos arbustos até grandes arvores. Géneros
conhecidos na flora brasileira sdo: Psidium, Myrcia, Eugenia e Campomanesia
(CERQUEIRA et al., 2009; CONCEICAO e ARAGAO, 2010).

Segundo JORGE et al. (2000) a familia Myrtaceae é uma das mais
caracteristicas da flora brasileira, apresentando potencial e significativo interesse
econémico para o Brasil. Possuem plantas importantes, tanto de ocorréncia na flora
espontanea como cultivada, incluindo plantas ornamentais como Callistemon,
Melaleuca, Myrtus; produtoras de madeira; 6leos essenciais como o Eucalyptus; além
de frutiferas como Psidium — goiaba; Campomanesia — gabiroba; Eugenia —
grumixama, pitanga, uvaia; Myrciaria — jabuticaba; Syzygium — jambo, jamboldo.
Dentre as espécies usadas na medicina popular, podemos citar a goiabeira (Psydium
guajava L.); Estudos comprovam que seus frutos e principalmente as folhas sdo ricos
em taninos, onde o cha de suas folhas e brotos é muito utilizado pela popula¢do como
antidiarreico.

Em estudos com espécies da familia Myrtaceae foram encontradas substancias
com atividade anti-inflamatéria relevante, efeito relacionado a presenca de
sesquiterpenos (MENEZES et al., 1997). Muitas espécies sdo empregadas em distirbios
gastrointestinais, estados hemorragicos e doengas infecciosas. As partes mais usadas séo
as folhas e cascas, além dos frutos, comumente consumidos na alimentagéo (CRUZ et
al., 2004).



Segundo SALVADOR (2015) diversas atividades bioldgicas foram relatadas
em varias espécies da familia Myrtaceae, como hipoglicemiante na myrcia (Myrcia
bella Cambess) e no jameldo (Syzygium cumini L. Skells); antibacteriana na murta

(Myrtus communis L.).

-

Figura 1: Caracteristicas de algumas Myrtaceae brasileiras. A = cortex esfoliante; B =
canais oleiferos presentes em folhas; C = folhas opostas; D — F = tipos de
inflorescéncia; G = fruto carnoso do tipo baga.

Fonte: OLIVEIRA, 2009.

1.2 Campomanesia adamantium

A Campomanesia adamantium (Cambess.) O. Berg (guavira, gabiroba ou
guabiroba, Figura 2) é um arbusto deciduo de 0,5-1,5 m de altura; possui folhas
subcoriaceas de 3 a 10 cm de comprimento; as flores sdo solitarias formadas de
setembro a outubro e os frutos de 2,0 a 2,5 cm de didmetro que amadurecem de
novembro a dezembro (LORENZI et al., 2006). O tronco é tortuoso e ramificado desde

a base, tem casca amarelada e descamante em placas finas. As folhas sdo simples,



opostas, oblongas (mais longa que larga), glabrescentes (com quase nenhum pelo na
folha madura) no caso de C. adamantium com medidas que variam de 4,5 a 6,8 cm de
comprimento por 1,5 a 2,3 cm de largura (GOGOSZ et al., 2010).

Figura 2: C. adamantium. Pode ser observada a caracteristica arbustiva desta espécie e a
forma e coloragéo dos frutos (A) folhas (B), flores (C).
Fonte: KUHLMANN, 2012.

A C. adamantium se destaca por diversos usos, como: alimentar, medicinal e
para pasto apicola, (VIEIRA et al., 2006), na alimentacdo humana, seu fruto pode ser
ingerido in natura, ou na forma de doces, sorvetes, geleias, licores, aguardentes e sucos
(GOGOSZ et al., 2010).

Quanto ao uso medicinal, as folhas e os frutos se destacam por apresentarem
substancias que sdo utilizadas como anti-inflamatorias, antidiarreicas e antissépticas das
vias urinarias (PIVA, 2002). Embora sua frutificacdo seja expressiva, a maioria desses



frutos ndo é coletada, sendo consumidos por diversas espécies de passaros e mamiferos
(SANTOS et al., 2010).

Apesar de sua importancia econdmica e cultural, poucos sdo o0s estudos
quimicos encontrados com a espéecie C. adamantium. Anélise dos 6leos essenciais das
folhas, frutos e flores apresentou baixo teor do 6leo essencial com a presenca de mono e
sesquiterpenos (VALLILO et al., 2006a,b; COUTINHO et al., 2008). COUTINHO
(2008) estudou as folhas de C. adamantium, que se mostraram ricas em flavanonas e

chalconas.

1.3 Metabolismo especial e 6leo essencial

Metabolismo é o conjunto de reagBes quimicas que continuamente estdo
ocorrendo no organismo. Essas reacGes visam, primariamente, ao aproveitamento de
nutrientes para satisfazer as exigéncias fundamentais das células (SIMOES e GUERRA,
2004). Nas plantas, ha trés grandes grupos de metabolitos especiais: terpenos,
compostos fendlicos e alcaldides. A Figura 3 mostra as principais rotas do metabolismo
secundario. Os terpenos sdao derivados do isopreno, produzidos a partir do &cido
mevaldnico ou do piruvato e 3-fosfoglicerato. Os compostos fendlicos sdo derivados do
acido chiquimico ou do éacido mevalbnico. Ja os alcaldides sdo derivados de
aminoacidos, tais como os aminoacidos aromaticos (triptofano, tirosina), derivados do
acido chiquimico, ou podem ter sua biossintese mediada por aminodacidos alifaticos
(TAIZ e ZEIGER, 2004).

Os oleos essenciais variam desde hidrocarbonetos terpénicos, alcoois simples e
terpénicos, aldeidos, cetonas, fenois, esteres, éteres, 6xidos, peroxidos, furanos, &cidos
organicos, lactonas, cumarinas, e até compostos com enxofre. A maior parte dos 6leos
essenciais é constituida de terpenoides, derivados de unidades de isopreno, enquanto a
minoria é de fenilpropanodides, formados a partir do &cido chiquimico (SIMOES et al.,
2004).

Segundo BUSATO et al (2014) a International Standard Organization (ISO
9235:1997) os Oleos essenciais sdo produtos obtidos de partes de plantas através de
destilacdo por arraste a vapor, bem como os produtos obtidos por processamento

mecanico dos pericarpos dos frutos citricos. As principais caracteristicas de um 6leo



essencial sdo sua fragréncia e suas atividades antimicrobianas e antioxidantes, portanto,
é largamente utilizado em industrias de perfume, industrias farmacéuticas, indudstrias de
cosméticos, dentre outras (SILVEIRA et al., 2012).
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Figura 3: Principais rotas do metabolismo secundario.
Fonte: SIMOES, 2001.

Os teores e a composicdo quimica dos constituintes volateis presentes nas
plantas medicinais e aromaticas depende de varios fatores, como solo, clima, método e
tempo de extracdo e até mesmo o processamento pos-colheita que € dado ao material
vegetal. Em relacdo ao processamento pds-colheita, o que mais interfere no teor desse

principio ativo é a secagem (CORREA et al., 2006).

1.4. Secagem de plantas produtoras de 6leos essenciais

A secagem diminui a velocidade de deterioragdo do material, por meio da
reducdo no teor de agua, reduzindo a agdo das enzimas, possibilitando a conservacao
das plantas por maior tempo. Com a reducdo da quantidade de &gua, aumenta-se,
também, a quantidade de principios ativos em relacdo a massa seca (SILVA e CASALI,

2000). A secagem de plantas medicinais pode ser realizada de forma natural ou



artificial. A secagem natural pode ser feita a sombra ou sob o sol. Mas para muitas
plantas medicinais e aromaticas a secagem ao sol é totalmente desaconselhada, visto
que o processo de foto decomposicdo ocorre intensamente, degradando os componentes
quimicos e ocasionando alteracGes de odor, cor e sabor (MARTINS et al., 2003).

De acordo CORREA et al. (2004) o processo de secagem permite a
conservagdo das plantas, mantendo sua qualidade fisica e quimica por mais tempo. No
caso de plantas produtoras de 6leo essencial, a secagem deve ser criteriosa em razdo da
volatilidade dos Gleos essenciais. Por isso, a definicdo de metodologias de secagem
mais apropriadas para cada espécie € necessaria, visando assegurar os teores de
substancias ativas.

Assim, estudos especificos relacionados a influéncia das praticas agronémicas
na qualidade final das plantas medicinais, aromaticas e condimentares tém sido cada vez
mais imprescindiveis para o estabelecimento de boas praticas nos sistemas produtivos
destas espécies vegetais, de modo que propiciem a producao abundante e homogénea de
matéria-prima de qualidade (IKUTA, 1993).

1.5 Atividade antioxidante

Os antioxidantes sdo compostos que funcionam como blogqueadores dos
processos dxido-redutores desencadeados pelos radicais livres. Frequentemente, o termo
“antioxidante” é implicitamente restrito aos compostos inibidores da lipoperoxidacéo.
Entretanto, podem ser definidos mais amplamente como substancias que, quando
presentes em baixas concentracdes (comparadas a outras que oxidam um substrato),
previnem significativamente sua oxidacdo (HALLIWEL e GUTTERIDGE, 2000).

Diferentes metodologias tém sido desenvolvidas para obter uma medicao, seja
qualitativa ou quantitativa, da capacidade antioxidante de diversos compostos, tanto em
teste in vitro quanto testes in vivo utilizando culturas celulares. Dentre os teste in vitro
existentes, a capacidade de varredura do radical DPPH (1,1-difenil 2-picrilhidrazil) vem
sendo cada vez mais utilizada (SPADA et al., 2008; DANI et al.2009; SCOLA et al.,
2010). O DPPH ¢ um radical livre estavel que pode ser reduzido por um antioxidante,
resultando na perda de coloragédo que é determinada em 517 nm (YAMAGUCH]I et al.,
1998; ESPIN et al., 2000; FUKUMOTO e MAZZA, 2000)

Em muitos estudos tém sido demonstrado o potencial dos 6leos essenciais

como antioxidantes de origem vegetal. VARDAR-UNLU et al. (2003) demonstraram a



atividade antioxidante do 6leo essencial de Thymus pectinatus. EBRAHIMABADI et al.
(2010) demonstraram a atividade antioxidante do 6leo essencial de Stachys inflata e dos
constituintes majoritarios linalol e a-terpineol.

MORAIS et al. (2006) encontraram para 0s Oleos essenciais de algumas
espécies de Croton do nordeste do Brasil atividades maiores que dos antioxidantes BHT
e a- tocoferol. No trabalho realizado por EMINAGAOGLU et al. (2007), os 6leos
essenciais de Satureja spicigera C. Koch Boiss e Satureja cuneifélia Tem demonstrou
atividades antioxidantes maiores que aquelas apresentadas pelos compostos
antioxidantes BHT e acido ascorbico, reafirmando que plantas produtoras de
metabdlitos especiais apresentam propriedades antioxidantes no retardamento dos

processos de peroxidacao lipidica em alimentos e na neutralizacao de radicais livres.

OBJETIVO

Analisar o efeito do tempo de hidrodestilacdo e da secagem natural e artificial
das folhas de C. adamantium sobre o teor e composi¢do quimica do 6leo essencial e

avaliar a atividade antioxidante do 6leo essencial.
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CAPITULO |

Teor e composicdo quimica do Oleo essencial de Campomanesia
adamantium (Cambess.) O. Berg extraido das folhas submetidas a
diferentes tempos de hidrodestilacao.

RESUMO

A Campomanesia adamantium é uma especie frutifera nativa do Cerrado que
se destaca pela utilizacdo na alimentagdo, medicinal e como pasto apicola. A
composicdo quimica dos Oleos essenciais obtidos de plantas de uma mesma espécie
pode sofrer variacdo nas proporcbes de seus constituintes por influéncia de fatores
extrativos, ambientais, genéticos e ontogenéticos. Neste sentido, o presente trabalho
teve como objetivo identificar a influencia do tempo de hidrodestilagcdo sobre o teor e a
composicdo quimica do o6leo essencial das folhas de C. adamantium. Os tratamentos
constituiram-se de cinco tempos de extracdo (1, 2, 3, 4 e 5 horas) utilizando clevenger
com cinco repeticdes, sendo o delineamento inteiramente casualizado. Foi observado
que ap6s duas horas de hidrodestilacdo o teor de 6leo essencial permaneceu constante.
Em relacdo aos constituintes quimicos do ¢éleo essencial ocorreu variagdo das
propor¢bes dos compostos em todos os tempos de hidrodestilacdo testados, o0s
compostos sesquiterpenos oxigenados espatulenol e Oxido cariofileno foram

majoritarios nos cinco tempos de hidrodestilagéo.

Palavras-chave: Oleo essencial, tempo de hidrodestilacdo, Campomanesia

adamantium.
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CHAPTER |
Content and essential oil chemical composition Campomanesia

adamantium (Cambess.) O.Berg extracted from the leaves submitted to

different times of hydrodistillation.

ABSTRACT

The Campomanesia adamantium is a native fruit species from the Cerrado
which stands out for use in food, medicinal and as bee pasture. The chemical
composition of the essential oils obtained from plants of the same species may suffer
variation in the proportions of its constituents under the influence of extractive factors,
environmental, genetic and ontogenetic. In this sense, this study aimed to identify the
influence of hydrodistillation time on content and chemical composition of the essential
oil from the leaves of C. adamantium. The treatments consisted of five extraction times
(1, 2, 3, 4 and 5 hours) using Clevenger with five replications in a completely
randomized design. It was observed that after two hours of hydrodistillation essential oil
content remained constant. Regarding the chemical constituents of essential oil was
variation in the proportions of the compounds tested at all times hydrodistillation, the
compounds oxygenated sesquiterpenes spathulenol and caryophyllene oxide were
majority hydrodistillation of the five times.

Keywords:  Essential  oil, hydrodistillation  time, special = metabolites.
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1. INTRODUCAO

Campomanesia adamantium conhecida popularmente por gabiroba ou
guabiroba, é uma espécie frutifera nativa do cerrado. E um arbusto deciduo de 0,5 - 1,5
metros de altura, a floragdo ocorre entre setembro e outubro e a frutificagdo entre
novembro e dezembro (LORENZI et al., 2006). Essa espécie pertence a familia
Myrtaceae, composta por mais de 100 géneros e 3.600 espécies (DURIGAN, G. et al,
2004). Os frutos sdo 6timos alimentos, sendo saborosos, suculentos, acidos e levemente
adocicados, e sdo utilizados “in natura”, na induastria de alimentos e como flavorizantes
na inddstria de bebidas, em licores, sucos, doces e sorvetes. As folhas e frutos de
Campomanesia adamantium possuem propriedades medicinais, como anti-inflamatdria,
antidiarreica e antisséptica das vias urinarias, além de utilizadas no tratamento da gripe
e regularizando as fungdes intestinais (PIVA, 2002).

Grande parte dos estudos encontrados na literatura referentes a espécie C.
adamantium esta associada a identificacdo dos compostos quimicos de 6leo essencial e
extratos das folhas e frutos e também a farmacologia, que investiga espécies vegetais
que oferecem grandes avangos no tratamento de doencas, sendo poucos aqueles que
relatam os fatores que podem influenciar o teor e composi¢do quimica do 6leo essencial
da gabiroba, por exemplo, o trabalho de VALLILO et al. (2006) que analisou a
composicdo quimica do Oleo essencial dos frutos e das folhas, da espécie C.
adamantium, porém ndo foi encontrado na literatura trabalhos relacionados ao melhor
tempo de hidrodestilacdo para a espécie.

Segundo a International Standard Organization (ISO) os 6leos essenciais sdo
definidos como os produtos obtidos de partes de plantas através de destilacdo por arraste
a vapor d’agua, bem como 0s produtos obtidos por prensagem dos pericarpos de frutos
citricos (BIZZO et al., 2009; ANDRADE, 2013; SANTANA, 2013).

Farmacologia, boténica, microbiologia, fitopatologia, alimentos sdo algumas
areas em que os Oleos essenciais podem ser aplicados. A composi¢do quimica do 6leo
essencial de uma planta depende de uma série de parametros, tais como condigdes
ambientais, estacdo de coleta, procedimento de extracdo, condicdes de armazenamento
das plantas coletadas até a extracao, etc (SEVERO et al. 2009).

COUTINHO et al. (2008a) realizaram estudos sobre a C. adamantium para

determinar os compostos fendlicos e atividade antioxidante das folhas, e o valores
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encontrados para compostos fenolicos podem contribuir diretamente a acéo antioxidante
dos extrato das folhas.

Em outro estudo realizado, determinou-se composicdo quimica dos compostos
volateis das folhas e frutos de C. adamantium (COUTINHO et al. 2008b). Identificacéo
de terpenos no 6leo essencial de frutos de C. adamantium (VALLILO et al. 2006,
avaliacdo do potencial citotoxico e atividade antioxidante dos extratos hexanicos
(RAMOS et al. 2007). Segundo OLIVEIRA et al. (2012) alguns aspectos influenciam a
producdo de 6leos essenciais, como fatores genéticos e ambientais, e outros influenciam
o rendimento, como 0 método e o tempo de extracdo, sinalizando a importancia de uma
avaliacdo prévia do tempo de extracdo do 6leo essencial para cada espécie, levando em
consideracdo as particularidades da composicdo quimica do Oleo essencial e dos
métodos de extragdes utilizados, visando obter a otimizagdo do processo.

Com base nessas informacdes, 0 objetivo deste estudo foi avaliar o efeito do
tempo de hidrodestilacdo sobre o teor e composicdo quimica do 6leo essencial de C.

adamantium.

2. MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no Laboratério de Quimica de Produtos Naturais
do Instituto Federal de Educacédo, Ciéncia e Tecnologia Goiano — IF Goiano — Campus
Rio Verde.

2.1 Coleta e sele¢do manual

As folhas de C. adamantium foram coletadas de varias plantas na regido de Rio
Verde nas propriedades da Universidade de Rio Verde, nas coordenadas 17°47°14,8”, W
50°57°59,1” e uma altitude de 769 m, entre as 07 e 08 horas da manha em 10 de outubro
de 2014. O material vegetal foi identificado de acordo com o Voucher HJ 6561 no
Herbéario Jataiense Professor Germano Guarin Neto. Apds a coleta as folhas foram
levadas ao Laboratério de Quimica de Produtos Naturais para a extracdo do oleo

essencial.
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2.2 Obtencdo do 6leo essencial

A extracdo do 0Oleo essencial das folhas in natura de gabiroba foi realizada pelo
método de hidrodestilacdo utilizando clevenger. Foram realizadas extracfes em 5
tempos: 1, 2, 3, 4 e 5 horas a partir da ebulicdo, em quintuplicata. Apos os diferentes
tempos de hidrodestilagdo o 6leo essencial foi extraido da fase aquosa utilizando uma
particdo com solvente orgénico (diclorometano) com trés sucessivas repeticoes de 10
mL, ficando em repouso por 10 minutos em cada repeticao para garantir a separacdo das
fases. Foi utilizado o sulfato de sddio anidro para retirar os resquicios de agua da
mistura obtida 6leo essencial/diclorometano, que, posteriormente foi filtrado. Apds a
completa evaporagdo do diclorometano, o 6leo essencial obtido teve a sua massa aferida
em balanca analitica e foi armazenado a temperatura de -4°C até 0 momento da analise
em CG-EM.

2.3 Analise quimica do 6leo essencial

As analises quimicas foram realizadas no Departamento de Quimica da
Universidade Federal de S&o Carlos, S&o Carlos — SP, Brasil, utilizando-se um
cromatégrafo gasoso acoplado a espectrébmetro de massa (GC for MASS
SPECTROMETER - TQ8030) da Shimadzu. O instrumento foi operado sob as
seguintes condigdes: coluna capilar, modelo DB-5 (30,0 m x 0,25 mm x 0,25 pm) foi
utilizada com as seguintes caracteristicas operacionais: injetor a 220 °C, detector a 240
°C, injec¢ao split (1/20), volume de injeccao 1 pl de solucao , rampa 60 °C em 300 °C, 3
°C/min. Os constituintes quimicos dos 6leos essenciais foram identificados através da
comparacdo dos seus espectros de massa com banco de dados (11 lib. Nist) do
equipamento e, também, pela comparacdo dos indices de retencdo com a literatura
(ADAMS, 2007). Os indices de retencédo (IR) foram determinados utilizando uma curva
de calibracdo de uma série de padrBes de n-alcanos (C10-C29), injetados nas mesmas

condicBes cromatograficas das amostras.

2.4 Andlise estatistica
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O delineamento experimental foi inteiramente casualizado (DIC), testando
cinco tempos de hidrodestilacdo (1, 2, 3, 4, 5 horas), com cinco repeticdes. Os
resultados foram analisados estatisticamente por meio da analise de variancia (F <0,05)
e as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de significancia usando programa
ASSISTAT verséo 7.7 beta.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na avaliacdo da influéncia do tempo de hidrodestilacdo sobre o teor e
composic¢do quimica do 6leo essencial das folhas de C. adamantium foram realizados
varias extragdes em tempos distintos, no intuito de obter informacBGes sobre o
comportamento desta espécie coletada em época e local determinado em relacdo ao
tempo de hidrodestilacao.

A Figura 1 mostra o teor do 6leo essencial das folhas de C. adamantium em
relacdo ao tempo de hidrodestilagéo.
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Tempo de hidrodestilagdo (Hs)

Figura 1. Teores de dleo essencial de 100g de folhas frescas de C. adamantium obtidos
com diferentes tempos de hidrodestilacdo. CV = 19,07

E possivel observar que com uma 1 hora (60 minutos) de extracdo o teor de
6leo essencial foi de 0,18%, o qual diferiu estatisticamente dos demais tempos de
hidrodestilacdo, sendo a menor quantidade extraida. Com 2 horas (120 minutos),
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obteve-se um teor de 0,31% e a partir deste tempo de hidrodestilacdo a quantidade de
Oleo essencial ndo diferiu estatisticamente: 3h (0,29%), 4h (0,30%), 5h (0,32%).
Resultados semelhantes foram encontrados por OLIVEIRA et al. (2012) que, ap6s 60
min de hidrodestilagdo em aparelho clevenger obteve-se um teor de dleo essencial de
menta de 0,5 mL e com estabilizacdo do volume extraido.

O tempo de hidrodestilacdo no qual foi obtido o maior teor de 6leo essencial
das folhas de Campomanesia adamantium ficou préximo dos resultados encontrados
por EHLERT et al. (2006) para outras espécies medicinais: 130 minutos de extracdo
para Cymbopogon citratus, 150 minutos para as espécies Cymbopogon winterianus,
Aristolochia sp, Hyptis pectinata e Hyptis fruticosa, 160 minutos para Lippia sidoides e
230 minutos para Eucalyptus globulus.

A variacdo da composicdo quimica dos 6leos essenciais extraidos das folhas de
C. adamantium submetidas a diferentes tempos de hidrodestilagdo é apresentada na
Tabela 1.

Tabela 1. Composicdo quimica do Oleo essencial das folhas de C. adamantium
submetidas a cinco tempos de hidrodestilacéo.

Tempos de hidrodestilagéo

Compostos IR
1 2 3 4 5
Monoterpenos hidrocarbonados (%)
a-Pineno 926 - 0,35 - - -
B-Pineno 954 0,28 2,30 1,59 0,50 1,08
o-Cimeno 088 0,15 - 0,24 0,06 -
D-Limoneno 991 0,48 - 0,51 0,19 0,51

Monoterpenos oxigenados (%)

Eucaliptol 994 0,25 - 0,25 0,08 -
Linalol 1053 4,00 4,09 3,16 3,16 1,52
Fenchol 1067 0,22 - - 0,15 -
L-Pinocarveol 1091 0,10 - - - -
Camphol 1118 0,51 - 0,40 0,30 -
Terpinen-4-ol 1130 0,29 - 0,15 0,18 0,77
a-Terpineol 1144 1,76 1,55 1,42 1,21 -

Mirtenol 1150 0,15 - - - -
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Sesquiterpenos hidrocarbonados (%)

a.-Copaeno 1339 1,35 1,02 1,03 1,09 1,46
B-Elemeno 1356 0,37 - 0,98 0,92 0,72
a-Gurjuneno 1374 0,16 - - 0,18 -
B -Cariofileno 1384 8,92 8,23 5,80 6,01 15,72
Isoledeno 1394 0,20 - - 0,33 0,26
3,7(11)-Selinadieno 1400 0,05 - - - -
Aromadendreno 1404 2,65 2,67 3,77 3,96 2,17
Humuleno 1419 2,18 1,70 1,47 1,49 2,91
Alloaromadendreno 1427 2,15 2,07 2,37 2,26 1,64
vy —Muuroleno 1443 0,75 - 0,83 0,99 1,14
-copaeno 1447 1,78 4,52 3,18 1,89 4,89
B-Eudesmeno 1453 0,21 - 0,33 0,18 0,17
Germacreno B 1464 5,19 16,80 18,27 9,30 10,85
a-Muuroleno 1467 0,71 0,68 0,72 0,82 1,23
y-Cadineno 1481 0,96 0,87 0,92 1,02 1,23
d-Cadineno 1490 0,94 1,43 1,74 1,42 2,45
Viridifloreno 1504 0,25 - - - -
Guaia-1(10),11-diene 1523 0,07 - - 0,16 -
Sesquiterpenos oxigenados (%)
Epiglobulol 1525 0,28 - - 0,37 0,22
Espatulenol 1544 20,66 16,27 15,04 19,27 11,50
Oxido cariofileno 1550 14,42 10,19 10,03 12,37 12,22
Viridiflorol 1557 3,28 3,75 4,17 4,98 3,52
Guaiol 1559 1,23 1,49 1,81 1,99 1,52
Cubedol 1592 0,46 - - - 0,37
d-cadinol 1605 1,70 2,17 - - -
o cadinol 1617 2,59 2,84 - - -
Monoterpenos 8,19 8,29 7,72 5,83 3,88
Sesquiterpenos 73,51 76,70 72,46 71,00 84,89
Total de compostos 37 16 17 21 20

*|R — Indice de retenc&o.
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As analises quimicas permitiram a identificacdo de trinta e sete constituintes no
oleo essencial das folhas de C. adamantium para o tempo de 1h. Nos demais tempos de
hidrodestilacio & quantidade de compostos diminuiram, de acordo com SIMOES et al.
(2007) os 6leos essenciais podem apresentar uma baixa estabilidade na presenca de luz,
calor, ar e umidade, esses fatores podem ter influenciado na quantidade relativa dos
compostos.

Segundo STEFANELLO et al. (2010), compostos cuja representacdo de area
seja maior que 8% sdo considerados compostos majoritarios, portanto os constituintes
majoritarios em ambos os tempos de hidrodestiliacdo (1, 2, 3, 4, 3 e 5 horas) foram o0s
sesquiterpenos oxigenados espatulenol (11,50 a 20,66%) e o Oxido cariofileno (10,03 a
14,42%), (apéndice C — figura 1) semelhante ao encontrado por LIMBERGER et al
(2001) que, caracterizando quimicamente o Oleo essencial das folhas de algumas
espécies desse género, verificou a predominancia dos sesquiterpenos espatulenol
(27,7%) (apéndice C — figura 2) e do oOxido de B-cariofileno (29,0%) em C.
guazumifolia; o biciclogermacreno (13,6%), o globulol (10,8%) em C. rombea e o {E}-
nerolidol (28,8%) em C. xanthocarpa.

A maior ocorréncia do espatulenol (20,66%) e do 6xido cariofileno (14,42%)
foi na hidrodestilacdo de uma hora, que € justificado pela maior volatilidade sobre a
hidrodifusdo como fator determinante da extracdo de compostos oxigenados (PRINS et
al., 2006) e pelo seu ponto de ebulicdo (THE MERCK INDEX, 1996).

VariacOes das proporcdes relativas também foram constatadas no sesquiterpeno
hidrocarbonado germancreno B (apéndice C — figura 3) , que teve maiores ocorréncias
nos tempos de hidrodestilacdo de 2, 3, 4 e 5 horas. Outro composto que apresentou
variagdes em suas quantidades relativas foi o sesquiterpeno hidrocarbonado cariofileno,
que teve maiores ocorréncias nos tempos de hidrodestilagdo de 1 horas (8,92%), 2 horas
(8,23%) e 5 horas (15,72%).
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4. CONCLUSAO

Nas condi¢bes em que o experimento foi realizado, conclui-se que o teor e a
composicdo quimica do O6leo essencial extraido das folhas de C. adamantium
apresentaram diferencas significativas em relagdo ao tempo de hidrodestilagédo do
material vegetal.

A partir de duas horas de hidrodestilacdo o teor do dleo essencial estabilizou-
se, porém ndo é possivel estabelecer este tempo como o ideal, pois ira depender do
objetivo da aplicacdo do 6leo essencial, uma vez que, 0s constituintes majoritarios
variaram conforme o tempo de hidrodestilacao.

Foram identificados os sesquiterpenos oxigenados espatulenol e o Oxido
cariofileno como compostos majoritarios nos cinco tempos de hidrodestilagdo. Houve
variacOes das quantidades relativas para os constituintes majoritarios espatulenol, 6xido

carifileno, germancreno B e cariofileno.
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CAPITULO Il

Teor e composi¢do quimica do 6leo essencial de folhas de Campomanesia
adamantium (Cambess.) O. Berg submetidas a diferentes métodos de
secagem.

RESUMO

A Campomanesia adamantium constitui uma espécie da familia Myrtaceae, conhecida
por ser uma planta popularmente utilizada, por meio de infusdo, como agente
antidiarreico, depurativo do figado, anti-inflamatério, anti-pirético, entre outros. Os
6leos essenciais constituintes da categoria de principios ativos produzidos por vegetais,
caracterizados por serem separados por destilacdo, pelo arraste a vapor. De modo geral,
sdo misturas complexas de substancias lipofilicas, geralmente odoriferas e liquidas. O
objetivo do presente trabalho foi analisar o teor e a composi¢cdo quimica do Oleo
essencial das folhas de C. adamantium submetidas a dois métodos de secagem (em
estufa com circulacao forcada de ar a 40 ° C e a sombra) em diferentes tempos (0, 0,5, 1,
3, 5, 8, 16 dias). O dleo essencial foi extraido por hidrodestilacdo utilizando Clevenger e
os teores obtidos foram analisados pelo Teste de Tukey a 5% de significancia.
Constatou-se que houve interacdo entre os tempos de secagem dentro de cada método.
Na estufa houve uma reducdo do teor do 6leo essencial nos tratamentos de 1 e 5 dias, ja
na secagem a sombra ocorreu uma diminuicdo nos tratamentos de 0,5 e 1 dia de
secagem. Em relacdo a composicdo quimica, foram identificados na secagem artificial
em estufa e natural a sombra do 6leo essencial de C. adamantium 35 e 34 compostos
respectivamente. Os constituintes espatulenol, cariofileno e germacreno B foram os
compostos majoritarios presentes no 6leo essencial em ambos os métodos e tempos de
secagem. A secagem influenciou aumentando a quantidade relativa dos compostos

germacreno B e B- copaeno e diminuindo do espatulenol e do 6xido cariofileno.

Palavras-chave: Oleo essencial, secagem artificial e natural, hidrodestilag&o.
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CHAPTER II

Essential oil content and chemical composition of leaves Campomanesia
adamantium (Cambess.) O. Berg submitted to different drying methods.

ABSTRACT

The Campomanesia adamantium is a species of family Myrtaceae, known to be
a plant widely used, by infusion as antidiarrheal agent, liver cleanser, anti-
inflammatory, anti-pyretic, among others. The constituents of the essential oils category
of active compounds produced by plants, characterized by being separated by
distillation by steam distillation. In general, they are complex mixtures of lipophilic
substances, usually odoriferous and liquid. The objective of this study was to analyze
the content and chemical composition of the essential oil of C. adamantium leaves
subjected to two drying methods (in an oven with forced air at 40 ° C in the shade) at
different times (0, 0.5, 1, 3, 5, 8, 16 days). The essential oil was extracted by
hydrodistillation using Clevenger and the contents were analyzed by Tukey's test at 5%
significance level. It was found that there was interaction between the drying times
within each method. In the oven there was a reduction of the essential oil content in
treatments 1 and 5 days in drying the shadow already occurred a decrease in treatments
0.5 and 1 day of drying. Regarding the chemical composition, were identified in the
artificial drying in an oven and natural shade of the essential oil of C. adamantium 35
and 34 compounds respectively. The constituents spathulenol, germacrene B and
caryophyllene were the main compounds in the essential oil in both methods and drying
times. Drying influenced by increasing the relative amount of germacrene compounds B
and B- copaene and decreasing spathulenol and caryophyllene oxide.

Keywords: essential oils, artificial and natural drying, hydrodistillation.
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1. INTRODUCAO

Campomanesia adamantium conhecida popularmente por gabiroba ou
guabiroba, pertence a familia Myrtaceae, € uma espécie arbustiva de ramos elipticos
com cerca de 1,5 a 3,0 m de altura e copa desorganizada. Ocorrem no Cerrado, do Sul
ao Sudeste do Brasil, Argentina, Uruguai e Paraguai (VALLILO et al., 2008).

As folhas de C. adamantium sdo popularmente utilizadas, por meio de infuséo,
como agente antidiarreico, depurativo do figado, anti-inflamatorio, anti-pirético,
antisséptico das vias wurinarias e no tratamento da hipertensdo, diabetes,
hipercolesterolemia e doengas reumaticas (YUNES e CALIXTO, 2001; CAMPOS et
al., 2012).

Segundo CORREA et al. (2004) a procura por hébitos mais saudaveis
atualmente tem levado a populacdo a busca de alimentos e medicamentos naturais. Essa
tendéncia promoveu um aumento progressivo na producdo e no consumo de
medicamentos fitoterapicos e produtos afins, como plantas destinadas a chas,
complementos alimentares e “produtos naturais”, nem sempre produzidos e conservados
nas condi¢cbes apropriadas. Isso tem contribuido consequentemente, para um aumento
paralelo de problemas com a qualidade das drogas vegetais.

Na maioria dos casos, a secagem deve ser realizada imediatamente apds a
colheita, minimizando com isso as perdas de substdncias farmacoldgica e
biologicamente ativas que ocorrem devido a degradacdo enzimatica associada a
presenca de agua. Além disso, teores de agua elevados favorecem o desenvolvimento de
microrganismos, comprometendo a qualidade do produto (SILVA e CASALI, 2000).

MACHADO et al. (2013), avaliando o efeito da secagem natural e artificial da
biomassa foliar de Piper hispidinervum sobre a composi¢do quimica do 6leo essencial,
verificaram que o método e o tempo de secagem da biomassa alterou a composicao do
oleo essencial

PIMENTEL et al. (2008) ao estudarem a influéncia da temperatura de secagem
sobre o rendimento e a composi¢do quimica do dleo essencial de Tanaecium nocturnum,
averiguaram que os dados referentes as matérias-primas frescas mostraram que as folhas
apresentaram o maior teor de 6leo essencial (1,55%), seguido do caule (1,02%) e raizes
(0,63%). Em relacdo a secagem, constataram-se perdas significativas para todas as
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partes da planta. Estas reducfes foram de até 91,6% (folhas), 69,6% (caules) e 11,0%
(raiz).

MELO et al. (2004) em reviséo sobre a influéncia da secagem na qualidade de
plantas medicinais, demonstrou como a temperatura do ar de secagem influéncia na
qualidade e composicao dos principios ativos presentes nas plantas, além de romper o
paradigma de que ndo se podem empregar temperaturas superiores a 40°C para ar de
secagem

Baseado nessas informacdes o0 objetivo desse estudo foi avaliar a influéncia de
dois métodos e oito tempos de secagem das folhas do C. adamantium sobre o teor e

composicao quimica do 6leo essencial.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Coleta e identificacdo do material vegetal

As folhas de C. adamantium foram coletadas manualmente na propriedade da
Universidade de Rio Verde, nas coordenadas 17°47°14,8”, W 50°57°59,1” ¢ uma
altitude de 769 m, no periodo entre sete e oito horas da manha no dia 06 de janeiro de
2015 e levadas para o laboratério de Quimica de Produtos Naturais do Instituto Federal
Goiano - Campus Rio Verde, em seguidas as folhas foram homogeneizadas para serem
submetidas a secagem e posteriormente extracdo do 6leo essencial. O material vegetal
foi identificado de acordo com o Voucher HJ 6561 no Herbério Jataiense Professor

Germano Guarim Neto.

2.2 Secagem das folhas de Campomanesia adamantium

As folhas de C. adamantium foram submetidas a dois métodos de secagem:
secagem artificial a 40 °C em estufa com circulagdo forcada de ar e a secagem natural a
sombra. Foram colocadas 100 g das de folhas em papel craft, sendo trés repeticdes, em

seguida colocadas em estufa de circulagdo forcada de ar a 40°C e a sombra nas bancadas
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do laboratdrio, protegidas do sol e chuva. Os tempos de secagem foram: 0; 0,25; 0,50;
1; 3; 5; 8 e 16 dias, os tempos foram determinados a partir de um teste prévio realizado
para verificar quantos dias levam para estabilizar a umidade das folhas, foram extraidos
0leo essencial das folhas de C. adamantium submetidas aos dois métodos de secagem e
em todos os tempos, utilizando o método de hidrodestilagao.

2.3 Obtencdo do 06leo essencial

A extracdo do Oleo essencial das 100 g de folhas em triplicata de C.
adamantium submetidas a diferentes tempos de secagem a sombra e em estufa foi
através do método de hidrodestilacdo, utilizando aparelho clevenger, durante duas horas
a partir da ebulicdo. O 6leo essencial foi extraido da fase aquosa utilizando uma particédo
com solvente organico (diclorometano). Utilizou o sulfato de so6dio anidro para retirar
0s resquicios de &gua da mistura obtida Oleo essencial/diclorometano, que,
posteriormente foi filtrado. Apos a volatilizagdo do diclorometano, transferiu-se o dleo
para um frasco, devidamente pesado, e ap6s a completa evaporacgédo do diclorometano o
0leo essencial obtido teve a sua massa aferida em balanca analitica e foi armazenado em

congelador para posterior analise em CG-EM.

2.4 Anélise quimica do 6leo essencial

As andlises quimicas foram realizadas no Departamento de Quimica da
Universidade Federal de Séo Carlos, S&o Carlos — SP, Brasil, utilizando-se um
cromatografo gasoso acoplado a espectrometro de massa (GC for MASS
SPECTROMETER - TQ8030) da Shimadzu. O instrumento foi operado sob as
seguintes condigdes: coluna capilar, modelo DB-5 (30,0 m x 0,25 mm x 0,25 pum) foi
utilizada com as seguintes caracteristicas operacionais: injetor a 220 °C, detector a 240
°C, injecao split (1/20), volume de injec¢do 1 pl de solugdo , rampa 60 °C em 300 °C, 3
°C/min. Os constituintes quimicos dos 0leos essenciais foram identificados atraves da
comparacdo dos seus espectros de massa com banco de dados (11 lib. Nist) do
equipamento e, também, pela comparacdo dos indices de retencdo com a literatura

(ADAMS, 2007). Os indices de retengdo (IR) foram determinados utilizando uma curva



31

de calibracdo de uma série de padrBes de n-alcanos (C10-C29), injetados nas mesmas

condic¢des cromatogréaficas das amostras.

2.5 Analise estatistica

O delineamento experimental foi inteiramente ao acaso em esquema fatorial
(2x8), sendo dois métodos de secagem e oito tempos de secagem, com trés repeticdes.
Para a analise dos dados foi utilizada a analise de variancia e as médias foram
comparadas pelo teste de Tukey a 5% de significancia usando programa ASSISTAT

versao 7.7 beta.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Teor do 6leo essencial

Os teores de 6leo essencial em relacdo a matéria seca foram calculados em
cada amostra submetida a extracdo, utilizando o teor de umidade final (b.s) obtido apds
a secagem da amostra, gerando assim o valor de massa seca da matéria. Dessa forma, a
massa de Gleo obtida na extracdo foi relacionada a matéria seca da amostra. Os
resultados obtidos em relacdo ao teor de 6leo essencial provenientes da destilagdo por
arraste a vapor, para cada método e tempo de secagem estudados, sdo apresentados na
Tabela 1.

Tabela 1. Teores médios de 6leo essencial (%) das folhas de C. adamantium em funcéo
de dois métodos e oito tempos de secagem.

Tempos de secagem (dias)

0 0,25 0,5 1 3 5 8 16
Estufa 0,5aA 0,49 aA 0,49aA 0,36aC 0,47 aA 0,37 bBC 0,44 aAB 0,47 aA
Sombra 0,47aA 041bABC 0,38bBC 0,35aC 0,40 bABC 0,44 aAB 0,42 aABC 0,48 aA

*Médias seguidas da mesma letra, mindscula na coluna e maitscula na linha, ndo diferem entre si, a 5% de probabilidade pelo
teste de Tukey. CV(%) = 7,33.
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A analise de variancia mostrou o efeito tanto do método como dos tempos de
secagem, bem como da interacdo entre eles, sobre o teor de 6leo essencial extraido.
Apesar de ndo diferir estatisticamente o teor do 6leo in natura da maioria dos tempos de
secagem, o maior teor do dleo essencial das folhas de C. adamantium foi in natura
(0,5%), os tempos que diferiram do teor do Oleo essencial extraido das folhas
submetidas a secagem em estufa foram de o qual foi proximo ao encontrado por
ROCHA (2011) que encontrou um teor de 6leo essencial de 0,64% das folhas in natura
da espécie Campomanesia pubescens.

Tendo como pressuposto que o trabalho em campo realizado por pequenos
produtores seja com as folhas in natura, aplicou-se o tempo 0 (in natura) como
referéncia para comparacdo dos métodos e tempos de secagem. O que diferiu
estatisticamente no teor de dleo essencial das folhas in natura, na secagem em estufa
foram os tratamentos de 1 e 5 dias, j& na secagem a sombra foram os tratamentos de 0,5
e 1 dia de secagem, notando que, esta diferenca foi para um menor teor de dleo
essencial. Os demais tempos de secagem dentro de cada método ndo diferiram entre si.
E possivel que, durante o processo de secagem, tenha ocorrido sintese de 6leo essencial
a partir de precursores acumulados nos tecidos vegetais. A sintese e a degradacdo de
substancias que compdem o 6leo essencial sdo processos bioguimicos dinamicos que
podem ocorrer mesmo apds a morte celular (GOTTLIEB e SALATINO, 1987).

Em relacéo ao teor de dleo essencial, 0 material vegetal pode ser utilizando in
natura bem como apds a secagem, portanto o produtor pode-se extrair o éleo essencial
do material vegetal in natura como também até 16° dia de secagem. Neste caso uma das
vantagens deste tratamento pos-colheita é que, ndo ha a necessidade de extrair o 6leo
essencial do material vegetal no dia em que for realizada a coleta, poiso teor do 6leo
essencial variou pouco durante o processo de secagem.

Nos métodos de secagem das folhas, os tratamentos que diferiram entre si
foram 0,25, 0,50 e 3 dias, sendo que o método em estufa apresentou maior teor de éleo
essencial, apenas com 5 dias de secagem os métodos diferiram e a secagem a sombra
sobressaiu em relacdo a secagem em estufa, nos demais tempos de secagem os métodos
ndo diferiram entre si. Portanto o melhor método de secagem dependerd do propdsito
para o qual o material vegetal sera utilizado, lembrando que, embora a secagem natural
seja um dos processos mais viaveis para a secagem de plantas medicinais para pequenos

produtores, por evitar altos investimentos, porém por ser um processo mais lento, pode
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facilitar a decomposicdo da droga vegetal em funcdo da presenca de enzimas e
proliferacdo microbiana, ja a secagem artificial de produtos naturais possibilita o
controle efetivo do processo e ndo depende das condi¢des climaticas locais. Durante
ambos o0s processos de secagem o material vegetal manteve sua integridade, isto €, ndo
houve proliferagcdo de microrganismos.

No trabalho realizado por SANTOS e INNECCO (2003) onde realizaram a
secagem de folhas de erva-cidreira em duas épocas do ano, periodo seco e chuvoso, e
secagem em secador natural com sete periodos de secagem (0, 2, 4, 6, 8, 12 e 16 dias)
constataram que, nas duas estagdes, o rendimento foi crescente até atingir seu maximo
aos quatro dias de secagem, obtendo-se 12,6 mL.kg™ na estagdo chuvosa e 18,8 mL.kg-
1 na estacdo seca, a partir dai decresceu até o 16° dia, quando os teores de 6leo essencial
foram os menores obtidos: 4,1 e 14,2 mL.kg™" nas estacbes chuvosa e seca,
respectivamente.

Segundo NAGAO et al. (2005) o processo natural e forcada de secagem para
Lippia alba depende das caracteristicas da planta como por exemplo, se é lenhosa ou
herb4dcea bem como para a finalidade do uso. Para CORREA et al. (2004) em
experimento com assa peixe (Vernonia polyanthes) a secagem a temperatura ambiente
apresentou maior teor de éleo essencial.

ROSADO et al., (2011) ao estudar a influéncia do processamento da folha e do
tipo de secagem sobre o teor de Gleo essencial de manjericdo (Ocimum basilicum)
observou que a secagem em estufa apresentou maior teor de 6éleo essencial em relacdo

ao material vegetal submetido a secagem em desumidificador.

3.2 Composicao quimica do 0leo essencial

Nas Tabelas 2 e 3, constam os resultados da analise da composi¢do quimica do
6leo essencial das folhas de C. adamantium submetidas a secagem em estufa e a sombra

respectivamente, e a diferentes tempos de secagem.

Tabela 2. Composi¢do quimica do 6leo essencial das folhas de C. adamantium
submetidas a oito tempos de secagem em estufa.

Compostos IR Tempos de secagem (dias)
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000 025 050 100 3,00 500 800 16,0

Monoterpenos hidrocarbonados (%)

a-pineno 926 - - - - - - - 0,66
B-pineno 954 0,05 - 0,10 0,09 - - - 0,45
0-cimeno 988 0,13 0,08 013 0,12 0,03 - 0,07 0,31
D-limoneno 991 056 037 066 065 025 005 034 214
Monoterpenos oxigenados (%)
Eucaliptol 994 039 009 012 044 004 002 0,06 0,28
Linalol 1053 3,00 354 418 329 366 203 350 3,16
Fenchol 1066 125 084 100 125 09 046 1,01 0,97
Camphol 1118 2,16 1,47 1,74 207 177 1,12 190 1,70
Terpinen-4-ol 1130 052 019 038 047 030 0,16 030 0,28
a-Terpineol 1144 489 3,13 363 483 349 231 346 2,96
Mirtenol 1150 0,13 - - 0,37 - - - -
Sesquiterpenos hidrocarbonados (%)
d-elemeno 1298 0,08 - 0,07 - 0,06 017 0,07 0,09
a-Copaeno 1339 1,19 080 0,77 09 0088 089 083 0,79
B-Elemeno 1356 048 048 069 020 062 124 075 084
a-Gurjuneno 1374 025 0,18 019 019 0,18 0,19 022 0,26
B -Cariofileno 1384 595 6,25 514 588 49 686 559 6,44
Isoledeno 1394 0,15 - - 0,14 - - - 0,14
Aromadendreno 1404 3,76 2,34 252 189 244 314 262 231
a-guaieno 1409 - - 0,09 - 0,10 - - 0,13
Humuleno 1419 1,32 139 129 194 129 160 138 141
Alloaromadendreno 1427 2,12 182 1,75 2227 200 209 194 1,77
v —Muuroleno 1443 083 064 060 064 068 0,72 0,77 0,60
[-copaeno 1447 448 789 545 153 6,20 196 462 8,82
B-Eudesmeno 1453 0,28 023 023 028 028 044 025 0,29
Germacreno B 1464 18,88 23,66 22,31 21,66 21,17 935 18,69 27,23
a-Muuroleno 1467 037 034 033 037 040 057 045 0,27
y-Cadineno 1481 09 0,78 0,76 082 0,76 1,03 083 0,74

o-Cadineno 1490 181 156 157 114 151 116 154 215
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Guaia-1(10),11-diene 1523 0,23 0,71 067 056 066 028 032 0,83
Sesquiterpenos oxigenados (%)

Epiglobulol 1525 0,75 018 021 0,27 0,17 046 031 0,21
Espatulenol 1544 11,63 10,89 11,78 14,94 13,12 21,76 14,72 7,16
Oxido cariofileno 1550 965 848 9,12 1193 8,76 1228 9,70 7,26
Viridiflorol 1557 2,71 260 291 269 269 345 299 238
Guaiol 1559 125 111 123 1,15 125 134 128 1,08
d-cadinol 1605 1,49 167 190 158 182 202 19 1,80
a cadinol 1617 2,11 223 251 244 229 311 254 2,06
Monoterpenos 13,08 9,71 11,94 1358 10,50 6,15 10,64 1291
Sesquiterpenos 72,72 76,23 74,09 7541 74,29 76,11 74,37 77,06
Total de compostos 34 30 33 33 32 30 31 35

*|R — Indice de retencéo.

Tabela 3. Composicdo quimica do Oleo essencial das folhas de C. adamantium
submetidas a oito tempos de secagem a sombra.

Compostos IR Tempos de secagem (dias)
0,00 025 050 1,00 3,00 500 8,00 16,0
Monoterpenos hidrocarbonados (%)
a-pineno 926 - - - - - - - 1,00
B-pineno 954 0,14 015 0,10 0,08 0,04 - 0,18 1,36
0-cimeno 988 0,07 016 0,12 024 009 002 0,17 0,28
D-limoneno 991 057 0,74 050 09 040 018 0,78 2,09
Monoterpenos oxigenados (%)
Eucaliptol 994 033 021 0,17 048 015 0,05 0,17 0,38
Linalol 1053 3,00 4,32 481 428 420 383 447 4,08
Fenchol 1066 1,25 122 1,30 130 1,19 100 1,27 1,12
Camphol 1118 2,16 2,02 223 214 210 188 221 1,79
Terpinen-4-ol 1130 042 042 044 051 043 040 045 044
a-Terpineol 1144 4,84 420 4,76 494 442 374 423 342
Mirtenol 1150 0,20 - - 0,30 0,08 - 0,11 -
Sesquiterpenos hidrocarbonados (%)
d-elemeno 1298 0,10 0,06 0,06 - - 0,08 0,09 0,05
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a-Copaeno 1339 1,19 089 0,72 054 084 093 08 0,83
B-Elemeno 1356 0,67 052 052 030 053 092 062 0,51
a-Gurjuneno 1374 031 0,28 023 0,15 023 0,20 0,31 0,23
[ -Cariofileno 1384 595 490 449 486 4,71 453 455 472
Isoledeno 1394 0,19 0,20 0,13 - - 0,24 023 0,17
Aromadendreno 1404 3,76 299 268 195 2,74 325 290 2,66
a-guaieno 1409 0,12 - 0,12 - 0,12 - - -
Humuleno 1419 132 126 1,17 166 1,18 125 121 1,18
Alloaromadendreno 1427 2,12 197 1,73 192 185 222 189 1,85
v —Muuroleno 1443 083 092 0,78 063 072 091 0,77 0,56
[-copaeno 1447 4,48 565 457 092 511 233 459 8,05
B-Eudesmeno 1453 040 036 034 023 038 041 029 0,28
Germacreno B 1464 18,89 19,29 18,26 18,75 19,38 10,79 17,59 27,86
a-Muuroleno 1467 053 042 036 043 036 042 038 0,37
v-Cadineno 1481 09 082 0,77 053 081 09 079 0,69
d-Cadineno 1490 181 153 153 092 158 112 147 2,02
Guaia-1(10),11-diene 1523 033 033 026 013 10,32 023 027 0,64
Sesquiterpenos oxigenados (%)
Epiglobulol 1525 0,75 037 078 034 071 043 048 0,28
Espatulenol 1544 11,63 1255 11,35 14,27 11,77 20,64 13,72 6,84
Oxido cariofileno 1550 9,65 8,81 10,24 950 987 1134 952 711
Viridiflorol 1557 2,71 2,73 3,19 2,74 29 3,18 294 244
Guaiol 1559 125 127 147 115 144 140 1,40 1,10
d-cadinol 1605 149 164 202 133 177 181 186 161
a cadinol 1617 2,11 2,09 266 247 254 264 248 1,87
Monoterpenos 12,98 13,44 14,43 15,13 13,10 11,10 14,04 15,96
Sesquiterpenos 7354 71,85 70,43 65,72 71,92 72,17 71,20 73,92
Total de compostos 35 33 34 32 33 32 34 34

*|R — Indice de retenc&o.

Foram identificados na secagem artificial em estufa e natural a sombra do 6leo
essencial de C. adamantium 35 e 34 compostos respectivamente, semelhante ao

encontrado por VALLILO et al (2006a), que analisaram a composi¢do quimica dos
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frutos de C. adamantium e encontrou 40 compostos. O 6leo essencial apresentou
predominantemente sesquiterpenos, tendo o espatulenol, 6xido cariofileno, germacreno
B como constituintes majoritarios nos dois métodos e em todos os tempos de secagem.
Segundo STEFANELLO et al. (2010), compostos cuja representacao de area seja maior
que 8% sdo considerados compostos majoritarios, portanto os demais constituintes
foram considerados minoritarios.

Os monoterpenos encontrados no presente estudo, o-pineno, B-pineno, o-
cimeno e D-limoneno foram semelhantes ao encontrado por VALLILO et al
(2006b),que estudou o 6leo essencial dos frutos da C. adamantium e identificou os
monoterpenos o-cimeno, B -careno e do D-limoneno. De acordo com a literatura, p-
pineno geralmente acompanha o o-pineno em menores quantidades nos o6leos
essenciais. Alguns estudos indicam que o B-pineno, juntamente com a-pineno e outros
terpenos, € citotdxico, lipofilico, bactericida, fungicida, inseticida, anticarcinogénico,
pesticida, antioxidante e sedativo (MERCIER et al, 2009).

A quantidade relativa do germacreno B sofreu um aumento, quando as folhas
foram submetidas a secagem, independente do método empregado (artificial ou natural),
0 Mesmo ocorreu com 0 B-copaeno que no 16° dia de secagem teve sua propor¢do
relativa maior em relagdo aos outros tempos de secagem. Por outro lado, o espatulenol e
Oxido cariofileno apresentaram uma menor ocorréncia no 16° dia de secagem, na
secagem em estufa apresentaram 7,16 e 7,26 e a sombra 6,84 e 7,11 respectivamente.
De acordo com RANDUZ et al (2003), 0 aumento ou a reducdo dos compostos pode ser
ocasionado por reagdes de oxidacdo, reducdo e rearranjos durante o processo de
secagem devida a temperatura ou ao longo do tempo de secagem.

No presente trabalho o espatulenol apresentou aumento até o 5° dia de
secagem, semelhante ao encontrado por SILVA et al (2010) que, estudando a influéncia
do processamento pos-colheita e armazenamento sobre a composi¢do quimica do 6leo
essencial de carqueja, verificou que ocorreu um aumento do teor de espatulenol no dleo
essencial com o armazenamento.

O composto espatulenol apresenta atividade bioldgica importante com
propriedades antibacterianas e moderada atividade citotoxica (LIMBERGER et al.,
2004), na literatura é relatado que o Oxido de cariofileno possui atividade
anticarcinogénica (ZHENG et al., 1992). Segundo SANTOS et al (2012) o
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espatulenol e Oxido de cariofileno sdo sesquiterpenos originadas pela mesma rota

metabolica, ndo havendo priorizacao para formagédo de um ou outro metabdlito.

4. CONCLUSAO

Ao avaliar o efeito de dois métodos e oito tempos de secagem das folhas de C.
adamantium sobre o 0leo essencial conclui-se que houve interacdo do efeito dos
métodos com os tempos de secagem. Os teores de 6leo essencial nos tempos de 1 e 5
dias de secagem em estufa diferiram estatisticamente do teor das folhas in natura, ja na
secagem a sombra foram os tratamentos de 0,5 e 1 dia que diferiram estatisticamente do
teor de dleo essencial das folhas in natura, os outros tempos ndo diferiram. Ao analisar
0s métodos de secagem apenas os tempos 0,25, 0,50, 3 e 5 dias diferiram entre si, 0s
demais foram estatisticamente iguais, porém nos tempos 0,25, 0,50, e 3 dias a secagem
em estufa apresentou teores maiores em relacdo a secagem a sombra.

Pode se concluir que o melhor tempo de secagem dependera do propdsito para
o qual o material vegetal sera utilizado, portanto pode-se extrair o 6leo essencial do
material vegetal in natura como também até 16° dia de secagem. Como foi observado,
ndo ocorreram grandes diferencas no teor do 6leo essencial com os métodos de secagem
utilizados.

Foram identificados 35 e 34 compostos no 6leo essencial de C. adamantium
submetidas a secagem em estufa e a sombra respectivamente, sendo o espatulenol,
oxido cariofileno e o0 germacreno B 0s componentes majoritarios em todas as amostras.
Os métodos de secagem influenciaram no aumento da quantidade relativa apresentada
pelos sesquiterpenos germacreno B e B- copaeno e também na diminuicdo da

quantidade relativa do espatulenol e do 6xido cariofileno no 16° dia de secagem.
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CAPITULO 11l

Composigdo quimica e atividade antioxidante do Oleo essencial de folhas
de Campomanesia adamantium (Cambess.) O. Berg coletada em area do
Cerrado.

RESUMO

A espécie Campomanesia adamantium (Cambess.) O. Berg originaria do
Brasil, com grande abundancia na regido do Cerrado, espécie que pertence a familia
Myrtaceae. O interesse comercial das plantas arométicas estd nos 6leos essenciais
produzidos, os quais constituem um dos mais importantes grupos de matérias primas
para as industrias alimenticia, farmacéutica, de perfumaria e afins. Poucas sdo as
informacdes sobre a atividade antioxidante o 6leo essencial da C. adamantium, portanto
0 presente trabalho fundamentado nessas informagdes tem como objetivo estudar a
composicdo quimica do 6leo essencial de C. adamantium coletada na regido do Cerrado
e sua atividade antioxidante. O 6leo essencial das folhas de C. adamantium foi obtido
pelo método de hidrodestilacdo utilizando Clevenger. A atividade antioxidante foi
realizada pela captura de radicais livres com o teste de DPPH. As absorbancias foram
analisadas pelo Teste de Tukey a 5% de significancia. Foram identificados 35
compostos, 0s sesquiterpenos germacreno B e B — cariofileno foram os compostos
majoritarios. E em relagdo a atividade antioxidante, houve diferenca significativa entre
as concentracdes de 6leo essencial testadas, a concentracdo de 100% apresentou maior
atividade antioxidante. O 6leo essencial apresentou atividade sequestradora de radical
livre com ECsy = 2.538 pg/mL, essa concentracdo é baixa se comparada com

antioxidantes comerciais como o 4cido ascorbico (ECsp = 2,15 pg/mL).

Palavras-chave: Oleo essencial, Cerrado, atividade antioxidante.
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CHAPTER Il

Chemical composition and antioxidant activity of the essential oil of leaves
Campomanesia adamantium (Cambess.) O. Berg collected in the Cerrado
area.

ABSTRACT

The species Campomanesia adamantium (Cambess.) O. Berg originating in
Brazil, with great abundance in the Cerrado region, species belonging to the Myrtaceae
family. The commercial interest of herbs is the essential oils produced, which is one of
the most important groups of raw materials for the food, pharmaceutical, perfume and
the like. There is little information on the antioxidant activity the essential oil of C.
adamantium, so this work based on this information aims to study the essential oil
chemical composition of C. adamantium collected in the Cerrado region and its
antioxidant activity. The essential oil from the leaves of C. adamantium was obtained by
hydrodistillation method using Clevenger. The antioxidant activity was carried out by
catching free radicals with the DPPH test. The absorbance were analyzed by the Tukey
test at 5% significance level. They identified 35 compounds, germacrene sesquiterpenes
B and B - caryophyllene were the major compounds. What about the antioxidant
activity, there was a significant difference between the essential oil concentrations
tested, the concentration of 100% showed the highest antioxidant activity. The essential
oil had free radical scavenging activity with EC50 = 2.538 pg/mL, this concentration is

low compared with commercial antioxidants such as ascorbic acid (EC50 = 21,5
Hg/mL)

Keywords: Essential oil, Cerrado, antioxidant activity.
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1. INTRODUCAO

A espécie Campomanesia adamantium (Cambess.) O. Berg originaria do
Brasil, com grande abundancia na regido do Cerrado, espécie que pertence a familia
Myrtaceae. E conhecida popularmente pelos nomes de guavira e guabiroba. As folhas e
os frutos sdo utilizados na medicina popular para desarranjos estomacais e infec¢des do
trato urinario (PIVA, 2002).

De acordo com MORALIS (2009) os metabolitos secundarios representam uma
interface quimica entre as plantas e o ambiente. Os estimulos decorrentes do ambiente,
no qual a planta se encontra, podem redirecionar a rota metabdlica, ocasionando a
biossintese de diferentes compostos. Dentre estes fatores, podem-se ressaltar as
interacdes planta/ microrganismos, planta/ insetos e planta/ planta; idade e estadio de
desenvolvimento, fatores abidticos como luminosidade, temperatura, pluviosidade,
nutricdo, época e horério de coleta, bem como técnicas de colheita e pos - colheita.

Os constituintes majoritarios do dleo essencial das folhas de Campomanesia.
adamantium s&o monoterpenos e sesquiterpenos, dos quais se destacam o (E)-nerolidol
(28,8 %) e o linalol (17,2 %). Porém, essa composic¢do quimica pode variar de acordo
com a época de coleta, clima e solo (MARTINEZ, et al 2011). Foi evidenciada a
atividade antioxidante do extrato de Campomanesia xanthocarpa por métodos in vitro
por meio do mecanismo de neutralizacdo de radicais livres (MARKMAN, 2002).
COUTINHO et al. (2008), analisaram a a¢do antioxidante dos extratos das folhas de C.
adamantium pelo método do DPPH e os extratos apresentaram atividade antioxidante.

RAMOS et al (2007) ao avaliarem o potencial citotoxico e atividade
antioxidante dos extratos hexanicos de C. adamantium verificou que a partir do ensaio
com DPPH, pbde-se observar que a rutina, padrdo utilizado, mostrou um maior
percentual de inibicdo que os extratos hexanicos de C. adamantium, nas concentracfes
usadas no ensaio.

O estudo realizado por COUTINHO et al (2010) para verificar a influéncia da
variacdo sazonal nos teores de flavonoides e atividade antioxidante dos extratos
hexanicos das folhas de C. adamantium coletas do municipio de Bela Vista — MG,
concluiram que a alteracdo na composi¢do quimica das folhas de C.adamantium em
diferentes estagcbes do ano pode ter influenciando no aumento ou decréscimo da

atividade antioxidante.
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Em diversos estudos tém sido evidenciado o potencial dos dleos essenciais
como antioxidantes de origem vegetal. VARDAR-UNLU et al. (2003) demonstraram a
atividade antioxidante do 6leo essencial de Thymus pectinatus. EBRAHIMABADI et al.
(2010) demonstraram a atividade antioxidante do 6leo essencial de Stachys inflata e dos
constituintes majoritarios linalol e a-terpineol. Poucas sdo as informacdes sobre a
atividade antioxidante da C. adamantium, portanto o presente trabalho fundamentado
nessas informacgdes tem como objetivo estudar a composi¢do quimica do 6leo essencial

de C. adamantium coletada na regido do Cerrado e sua atividade antioxidante.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Coleta e identificacdo do material vegetal

As folhas de C. adamantium foram coletadas manualmente no municipio de
Rio Verde, GO, nas coordenadas 17°47°14,8”, W 50°57°59,1” e uma altitude de 769 m,
no periodo entre sete e oito horas da manha dos dias 08 a 12 de janeiro de 2015 e
levadas para o laboratorio de Quimica de Produtos Naturais do Instituto Federal Goiano
- Campus Rio Verde, em seguidas foram submetidas a extracdo do 6leo essencial. O
material vegetal foi identificado de acordo com o Voucher HJ 6561 no Herbério

Jataiense Professor Germano Guarim Neto.

2.2 Obtencdo do 6leo essencial

Foi utilizado o método de destilagdo por arraste com vapor d’agua utilizando
Clevenger. O tempo de extracdo foi de aproximadamente 2 h a partir da ebuli¢cdo. O
oleo essencial foi extraido da fase aquosa utilizando uma particdo com solvente
organico (diclorometano) com trés sucessivas repeti¢cées de 10 mL, ficando em repouso
por 10 minutos em cada repeticdo para garantir a separacdo das fases. Em seguida a
mistura 0leo essencial e diclorometano foram secos com sulfato de sodio anidro. Apds a

volatilizagdo do diclorometano, todas as amostras obtidas nas extragdes realizadas entre
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os dias 08 a 12 de janeiro, foram reunidas, homogeneizadas e armazenadas a

temperatura de -4°C até o momento da analise em CG-EM.

2.3 Analise quimica do 6leo essencial

As andlises quimicas foram realizadas no Departamento de Quimica da
Universidade Federal de Séo Carlos, S&o Carlos — SP, Brasil, utilizando-se um
cromatografo gasoso acoplado a espectrometro de massa (GC for MASS
SPECTROMETER - TQ8030) da Shimadzu. O instrumento foi operado sob as
seguintes condicGes: coluna capilar, modelo DB-5 (30,0 m x 0,25 mm x 0,25 um) foi
utilizada com as seguintes caracteristicas operacionais: injetor a 220 °C, detector a 240
°C, injecéo split (1/20), volume de injecgdo 1 pl de solugdo, rampa 60 °C em 300 °C, 3
°C/min. Os constituintes quimicos dos 6leos essenciais foram identificados através da
comparacdo dos seus espectros de massa com banco de dados (11 lib. Nist) do
equipamento e, também, pela comparacdo dos indices de retencdo com a literatura
(ADAMS, 2007). Os indices de retencdo (IR) foram determinados utilizando uma curva
de calibracdo de uma série de padrbes de n-alcanos (C10-C29), injetados nas mesmas

condigdes cromatograficas das amostras.

2.4 Atividade antioxidante pela captura de radicais livres com o teste de
DPPH.

A atividade antioxidante foi avaliada através do consumo do radical estavel
DPPH (2,2-difenil-1- picril-hidrazil) de acordo com a metodologia desenvolvida por
RUFINO et al (2007). Foi preparada uma solugéo em etanol de DPPH na concentragdo
de 60 puM, a qual foi mantida ao abrido da luz. Paralelamente, foram preparadas
solugdes etanolicas do 6leo essencial nas concentracdes de 100%, e a partir desta
concentracdo foi feita a de 50%, posteriormente 25%, 12,5% e 6,25%. As misturas
reacionais foram preparadas em tubos de ensaio, adicionando-se 1 mL das solucgdes das
amostras a 3 mL da solucdo de DPPH em etanol (60 uM). Apds 60 minutos da jungéo

das solugbes as leituras de absorbancia foram realizadas em espectrofotdmetro
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(AAKER UV- M51) a 515 nm, foi realizada em quintuplicata. Uma curva de calibragdo
da solucdo de DPPH foi construida utilizando solugdes com concentracdes de 10 a 60
UM para os calculos de % da atividade antioxidante. Calculou-se a concentracdo de
6leo essencial necessaria para capturar 50% do radical livre DPPH (ECso pg.mL™) de
acordo com a equacao 1.

y=-ax+hb

(Eq. 1)

Onde:
y = Absorbancia inicial do controle / 2
X = ECs

2.5 Analise estatistica

A anélise estatistica foi realizada pela aplicacdo do método ANOVA (F <0,05)
para o estudo de cinco tratamentos com 5 repeticdes no delineamento inteiramente
casualizado com intuito de constatar se existia diferencas entre os tratamentos. Apos a
analise as médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de significancia usando
programa ASSISTAT versao 7.7 beta.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Composicao quimica do 0leo essencial

Os compostos identificados no 6leo essencial das folhas de C. adamantium,
seus respectivos teores (expressos em % de normalizacdo de areas) e os indices de

retencéo estdo apresentados na Tabela 1.
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Tabela 1. Componentes identificados no dleo essencial das folhas in natura de C.

adamantium coletada em area do Cerrado.

Compostos IR Tempo de retencdo (%)
Monoterpenos hidrocarbonados
a-pineno 926 1,61
B-pineno 954 2,53
0-cimeno 988 0,41
D-limoneno 991 5,38
Monoterpenos oxigenados
Eucaliptol 994 1,26
Linalol 1053 3,67
Fenchol 1066 0,81
Camphol 1118 1,24
Terpinen-4-ol 1130 0,41
a-Terpineol 1144 2,96
Sesquiterpenos hidrocarbonados
d-elemeno 1298 0,07
a-Copaeno 1339 0,74
B-Elemeno 1356 0,41
a-Gurjuneno 1374 0,26
 —Cariofileno 1384 11,31
Isoledeno 1394 0,20
Aromadendreno 1404 2.32
a-guaieno 1409 0,12
Humuleno 1419 1,87
Alloaromadendreno 1427 1,82
vy —Muuroleno 1443 0,61
[-copaeno 1447 5,30
B-Eudesmeno 1453 0,21
Germacreno B 1464 24,62
a-Muuroleno 1467 0,48
y-Cadineno 1481 0,62
6-Cadineno 1490 1,90
Guaia-1(10),11-diene 1523 0,18

Sesquiterpenos Oxigenados

Epiglobulol 1525 0,24
Espatulenol 1544 6,32
Oxido cariofileno 1550 7,19
Viridiflorol 1557 2,23
Guaiol 1559 1,01
d-cadinol 1605 1,20
o cadinol 1617 1,50
Monoterpenos 20,28
Sesquiterpenos 72,73
Total de compostos 35

*|R — Indice de retencéo
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Foram identificados 35 compostos que sdo responsaveis por 93,01% da
constituicdo quimica do Oleo essencial de C. adamantium. O monoterpeno que
apresentou uma maior area relativa foi o D-limoneno (5,38%), 0 sesquiterpeno
germacreno B apresentou-se como composto majoritario (24,62%), seguido pelo
sesquiterpeno P - cariofileno (11,31%), os sesquiterpenos oxigenados que apresentaram
maior area foram o espatulenol (6,32) e o oxido cariofileno (7,19). VALLILO et al
(2006) que ao avaliarem a composi¢do quimica dos frutos de C. adamantium coletadas
no municipio de Assis — SP, identificaram 40 compostos, sendo os hidrocarbonetos
monoterpénicos a-pineno (10,6%), limoneno (10,1%) e PB-(z)-ocimeno (9,2%), dos
sesquiterpenos se destacam o B-cariofileno (7,04%), o ledeno (5,16%) e o globulol
(3,18%). O germacreno B que no presente trabalho demonstrou como composto
majoritario no trabalho realizado por VALLILO et al (2006) apresentou area relativa de
apenas 0,62%.

De acordo com TAVEIRA et al (2003) a biossintese dos 6leos essenciais €
influenciada por fatores climaticos como fotoperiodo, temperatura, umidade,
precipitacdo e intensidade de radiacdo solar, que podem determinar a época ideal de
colheita ou o local de cultivo, onde podera se obter maior quantidade de 6leo essencial e
do principio ativo desejado. O estadio de desenvolvimento da planta também interfere
na producdo de metabdlitos secundarios. Portanto as condicdes ambientais em que
foram coletadas as amostras vegetais podem ter influenciado a composicao quimica do
6leo essencial das folhas de C. adamantium, e explicar a diferenca da composicao
quimica encontrada por VALLILO et al (2006).

Dados na literatura relatam atividade antiproliferativa em células de
adenocarcinoma renal humano e melanoma amelanético (LOIZZO et al 2008), além de
atividades anestésica local (GHELARDINI et al 1999), antibacteriana (SHAFAGHAT
et al 2011), antiviral (DUNKIC et al 2011), antinociceptiva (PINHEIRO et al 2011),
antiartritica (AGARWAL 2003) e, principalmente, anti-inflamatéria de 6leos ou 6leo-
resinas que contém o B — cariofileno como seu principal componente (KOBAYASHI et
al 2011). E o limoneno na sua forma enantiomera (D-limoneno), na terapia de cancer de
mama, pancreas e prostata (CROWELL et al,1996; KAWAMORI et al 1996).

3.2 Atividade antioxidante
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O método do DPPH baseia-se no descoramento de uma solugdo cor violeta de
um radical livre estavel quando da adicdo de substancias que podem ceder um atomo de
hidrogénio (MARKMAN et al 2004), ou seja, baseia-se na transferéncia de elétrons de
um composto antioxidante para um oxidante. Tal metodologia utiliza quantidades
relativamente elevadas de reagentes, padrdes e amostras. Dentre esses, estd 0 DPPH, um
reagente de elevado custo. Além disso, apresentam limitacbes em relacdo ao nimero de
analises simultaneas passiveis de serem realizadas, devido a necessidade de leitura das
absorbancias ap6s tempo determinado (DUARTE et al 2006).

A curva de calibragdo de DPPH foi construida no Microsoft Excel a partir das
absorbancias em 515 nm das solucdes de DPPH e suas respectivas concentracdes. A
equacdo de reta y = 0,0105x — 0,0065 e R* = 0,9996 (APENDICE B) obtida foram
empregadas para o calculo de % DPPH.

As atividades antioxidantes estdo apresentadas na figura 1. Observou-se a

existéncia da variacdo da atividade antioxidante dependendo da concentracéo.
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Figura 1. Porcentagem de atividade antioxidante do oOleo essencial de folhas de C.
adamantium coletadas em Cerrado Goiano. CV = 4,32.

Levando-se em consideracdo a analise estatistica dos dados de atividade
antioxidante em todas as concentracOes testadas, aplicando-se ANOVA e teste de
Tukey, verificou-se que houve diferenca significativa entre os tramentos.

Quando se adiciona o0 antioxidante, é produzida uma diminuicdo da

absorbancia. O DPPH € um radical estdvel e com baixa taxa de deterioracdo e



52

reatividade com a maioria dos compostos. Assim sendo, apenas reagentes redutores
fortes sdo capazes de reagir com estes radicais estaveis em um modo estequiométrico. A
baixa absorbancia indica atividade sequestrante de radicais livres (SANTOS et al,
2007), ou seja, quanto maior a atividade antioxidante menor serd a absorbancia,
portanto o tratamento que apresentou maior atividade antioxidante foi & concentracdo
100%, conforme foram diminuidas as concentracdes de 6leo essencial das amostras
maiores foi a absorbancia e menor foi sua atividade.

O oOleo essencial das folhas de C. adamantium apresentou atividade
sequestradora de radical livre com ECsp = 2.538 pg/mL que é a concentracdo de 6leo
essencial necessaria para causar 50% de atividade antioxidante, essa concentracao é alta
se comparada com antioxidantes comerciais como o acido ascorbico (1Csp=2,15 pg.mL’
) e 0 BHT (ICs¢=5,37 ng.mL™). Quanto maior o consumo de DPPH por uma amostra,
menor seré a sua ECs e maior a sua atividade antioxidante (SOUSA et al, 2007).

O resultado foi diferentes aos reportados por SILVESTRE et al (2010) que ao
avaliar o perfil da composicao quimica e atividade antibacteriana e antioxidante do 6leo
essencial do cravo-da-india (Eugenia caryophyllata Thumb.) encontraram ECs, de
1.118, 7 ug.mL™. J& CANSIAN et al ( 2010) ao estudar a atividade antimicrobriana e
antioxidante do 6leo essencial de ho-sho (Cinnamonum camphora) encontrou um ECsg
de 12.942 pg.mL™.

Segundo MENSOR et al. (2001) 0 ICs; de 38,91 ug.mL™ do extrato vegetal de
Ginkgo biloba L. qualifica-o como um extrato de alta atividade antioxidante, pois
apresenta a mesma magnitude que o ECsy de diversas plantas reconhecidamente
antioxidantes como a erva-mate (llex paraguariensis A. St.-Hil.). Isso demonstra que o
6leo essencial de C. adamantium apresenta uma baixa atividade antioxidante quando
comparado com o extrato de G. biloba.

4. CONCLUSAO

O oleo essencial das folhas de C. adamantium coletas na regido do Cerrado
Goiano apresentou como constituintes majoritarios os sesquiterpenos germacreno B e B
— cariofileno . Na determinagéo da atividade antioxidante do 0leo essencial das folhas

de C. adamantium, pelo método de DPPH, verificou-se que sua capacidade
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sequestradora de radicais livres é baixa quando comparada a um antioxidante de outros
Oleos essenciais como 0 cravo-da-india, a extrato de G. biloba, porém pode ser
considerada melhor do que o encontrado em outros 6leos essenciais como 0 ho-sho,
indicando um potencial uso em produtos alimenticios. A concentracdo que apresentou

maior atividade foi de 100%.
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CONCLUSAO GERAL

No estudo para avaliar o efeito do tempo de hidrodestilacdo sobre o teor e
composicdo quimica do dleo essencial de C. adamantium o teor e a composi¢do quimica
do dleo essencial extraido das folhas de C. adamantium apresentaram diferencas
significativas em relacdo ao tempo de hidrodestilacdo do material vegetal. A partir de
duas horas de hidrodestilagdo o teor do 6leo essencial estabilizou-se, porém nédo é
possivel estabelecer este tempo como o ideal, pois ird depender do objetivo da aplicacdo
do dleo essencial, uma vez que, 0s constituintes majoritarios variaram conforme o
tempo de hidrodestilacdo. Foram identificados o0s sesquiterpenos oxigenados
espatulenol e o éxido cariofileno como compostos majoritarios nos cinco tempos de
hidrodestilagdo. Houve variacbes das quantidades relativas para 0s constituintes
majoritarios espatulenol, 6xido carifileno, germancreno B e cariofileno.

Ao avaliar os métodos e tempos de secagem da C. adamantium sobre o dleo
essencial conclui-se que houve interacdo do efeito dos métodos com os tempos de
secagem. Os tempos de 1 e 5 dias na secagem em estufa diferiram estatisticamente no
teor de Oleo essencial das folhas in natura, ja na secagem a sombra foram o0s
tratamentos de 0,5 e 1 dia de secagem que diferiram estatisticamente do teor de 6leo
essencial das folhas in natura, os outros tempos ndo diferiram. Ao analisar 0s métodos
de secagem apenas os tempos 0,25, 0,50, 3 e 5 dias diferiram entre si, 0os demais foram
estatisticamente iguais, porém nos tempos 0,25, 0,50, e 3 dias a secagem em estufa
apresentou teores maiores do que em relacdo a secagem a sombra. Pode se concluir que
o melhor tempo de secagem dependera do propdsito para o qual o material vegetal sera
utilizado, portanto pode-se extrair o 6leo essencial do material vegetal in natura como
também até 16° dia de secagem. Como foi observado, ndo ocorreram grandes diferencas
no teor do dleo essencial entre os métodos de secagem utilizados.

O oleo essencial das folhas de C. adamantium coletas na regido do Cerrado
Goiano apresentou como constituintes majoritarios os sesquiterpenos germacreno B e B
— cariofileno . Na determinagéo da atividade antioxidante do 0leo essencial das folhas
de C. adamantium, pelo método de DPPH, verificou-se que sua capacidade

sequestradora de radicais livres é baixa quando comparada a um antioxidante de outros
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Oleos essenciais como o cravo-da-india, a extrato de G. biloba, porém pode ser
considerada melhor do que o encontrado em outros 6leos essenciais como o0 ho-sho,
indicando um potencial uso em produtos alimenticios. A concentracdo que apresentou
maior atividade foi de 100%.
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APENDICE
APENDICE A — Cromatograma dos 6leos essenciais de Campomanesia adamantium
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Figura 1A: Cromatograma do 6leo essencial das folhas de C. adamantium submetidas a
1 hora de hidrodestilagdo. 1 Espatulenol; 2 Oxido cariofileno; 3 B-cariofileno.
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Figura 2A: Cromatograma do 6leo essencial das folhas de C. adamantium submetidas a
2 horas de hidrodestilacdo. 1 Espatulenol; 2 Germacreno B; 3 B-cariofileno; 4 Oxido
cariofileno.
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Figura 3A: Cromatograma do 6leo essencial das folhas de C. adamantium submetidas a
3 horas de hidrodestilagdo. 1 Germacreno B; 2 Espatulenol; 3 Oxido cariofileno.




61

- (510,000,000

N o e el — T L e B L B S p s S e e e E B B
50 100 150 200 50 300 350 410 450 500 550 600 650 700 TS0 800

Figura 4A: Cromatograma do 6leo essencial das folhas de C. adamantium submetidas a
4 horas de hidrodestilacdo. 1 Espatulenol; 2 Oxido cariofileno; 3 Germacreno B.
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Figura 5A: Cromatograma do 6leo essencial das folhas de C. adamantium submetidas a
5 horas de hidrodestilagdo. 1 Espatulenol.
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Figura 6A: Cromatograma do 6leo essencial das folhas de C. adamantium submetidas a
secagem em estufa in natura. 1 Germacreno B; 2 Espatulenol; 3 Oxido cariofileno.
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Figura 7A: Cromatograma do 0leo essencial das folhas de C. adamantium submetidas a

secagem em estufa no tempo de 0,25 dias. 1 Germacreno B; 2 Espatulenol; 3 Oxido
cariofileno.




(%10

62

1000000

50 100 150 k] 50 3040 0 400 450 500 550 600 650 Taa TS0

8010
Figura 8A: Cromatograma do 0leo essencial das folhas de C. adamantium submetidas a
secagem em estufa no tempo de 0,50 dias. 1 Germacreno B; 2 Espatulenol; 3 Oxido
cariofileno.
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Figura 9A: Cromatograma do 6leo essencial das folhas de C. adamantium submetidas a
secagem em estufa no tempo de 1 dia. 1 Germacreno B; 2 Espatulenol; 3 Oxido
cariofileno.
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Figura 10A: Cromatograma do 6leo essencial das folhas de C. adamantium submetidas
a secagem em estufa no tempo de 3 dias. 1 Germacreno B; 2 Espatulenol; 3 Oxido
cariofileno.
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Figura 11A: Cromatograma do 6leo essencial das folhas de C. adamantium submetidas
a secagem em estufa no tempo de 5 dias. 1 Espatulenol; 2 Oxido cariofileno; 3
Germacreno B.
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Figura 12A: Cromatograma do 6leo essencial das folhas de C. adamantium submetidas
a secagem em estufa no tempo de 5 dias. 1 Germacreno B; 2 Espatulenol; 3 Oxido
cariofileno.
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Figura 13A: Cromatograma do 6leo essencial das folhas de C. adamantium submetidas
a secagem em estufa no tempo de 5 dias. 1 Germacreno B; 2 B — cariofileno.




64

(410,000,000}

e

wo =0 500 550 600 €50 M0 o om0

Figura 14 A: Cromatograma do 6leo essencial das folhas de C. adamantium submetidas
a sombra em estufa in natura. 1 Germacreno B; 2 Espatulenol; 3 Oxido cariofileno.
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Figura 15 A: Cromatograma do 6leo essencial das folhas de C. adamantium submetidas

a sombra em estufa no tempo de 0,25 dias. 1 Germacreno B; 2 Espatulenol; 3 Oxido
cariofileno.
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Figura 15 A: Cromatograma do 6leo essencial das folhas de C. adamantium submetidas
a sombra em estufa no tempo de 0,50 dias. 1 Germacreno B; 2 Espatulenol; 3 Oxido
cariofileno.
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Figura 16 A: Cromatograma do 6leo essencial das folhas de C. adamantium submetidas
a sombra em estufa no tempo de 1 dia. 1 Germacreno B; 2 Espatulenol; 3 Oxido
cariofileno.
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Figura 17 A: Cromatograma do 6leo essencial das folhas de C. adamantium submetidas
a sombra em estufa no tempo de 3 dias. 1 Germacreno B; 2 Espatulenol; 3 Oxido
cariofileno.
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Figura 18 A: Cromatograma do 6leo essencial das folhas de C. adamantium submetidas
a sombra em estufa no tempo de 5 dias. 1 Espatulenol; 2 Oxido cariofileno; 3
Germacreno B.
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Figura 19 A: Cromatograma do 6leo essencial das folhas de C. adamantium submetidas
a sombra em estufa no tempo de 8 dias. 1 Germacreno B; 2 Espatulenol; 3 Oxido
cariofileno; 3 Germacreno B.
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Figura 20 A: Cromatograma do 06leo essencial das folhas de C. adamantium submetidas
a sombra em estufa no tempo de 16 dias. 1 Germacreno B; 2 [ - copaeno.
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Figura 21 A: Cromatograma do 6leo essencial das folhas de C. adamantium submetidas
in natura coletado em area do cerrado: atividade antioxidante. 1 Germacreno B; 2 § —
copaeno; 3 Espatulenol.



APENDICE B — CURVA DE CALIBRACAO DE DPPH.
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igura 1 B: Curva de calibragao do DPPH.

APENDICE C - ESTRUTURAS DOS CONSTITUINTES

MAJORITARIOS

14 ”ﬂv H

aninlgg




Figura 2 C: Estrutura quimica do Espatulenol.

H,C

CH,

H,C H;

Figura 3 C: Estrutura quimica do Germacreno B.
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