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RESUMO

Titulo: ldentificacdo e comparacdo dos principais constituintes quimicos da
Achyrocline satureiodes (Lam.) DC (macela) através dos métodos extrativos
hidrodestilagdo, maceragéo, Soxhlet, banho e sonda ultrassonicos.

Autor: Danielle Alves Porto Lucas

Orientadora: Prof2. Dr2. Maria Regina Alves Rodrigues

A Achyrocline satureioides (Lam) DC., mais conhecida como marcela, € uma planta
da familia Asteraceae, muito utilizada na medicina popular, principalmente como
antioxidante, antiespasmodica e antinflamatoéria, sendo amplamente encontrada no
Rio Grande do Sul. Este trabalho teve como objetivo comparar os rendimentos dos
extratos das inflorescéncias da marcela, obtidos através dos métodos maceracao,
Soxhlet, banho e sonda ultrassonicos, com 0s solventes organicos hexano e etanol.
Também foi realizada uma comparacdo dos constituintes quimicos obtidos por
hidrodestilacdo das inflorescéncias coletadas nos anos de 2008 e 2009. Nesse
estudo foi identificado os principais constituintes quimicos dos extratos hexanicos e
dos 6leos essenciais, usando a cromatografia gasosa com detector de ionizacdo em
chama (GC/FID) e de espectrometria de massas (GC/MS) e, através do indice de
Kovats. Observou-se um rendimento superior ao extrato obtido com etanol em
relacdo ao hexano e constatou-se também uma maior eficiéncia do método Soxhlet
em comparacdo a todas as outras extracdes. Para todos os métodos extrativos o
constituinte majoritario foi o trans-cariofileno, seguido de a-copaeno e 4-cadineno,
apresentando somente variacdo na concentracdo da substancia em relacdo ao
método. As substancias quimicas extraidas a partir da hidrodestilacdo no ano de
2008 e 2009 mostraram grande semelhanca quimica, havendo variagdo apenas na
concentracdo dos constituintes principais, sendo o constituinte majoritario o 6xido de

cariofileno para as duas amostras.



ABSTRACT

Title: Identification and comparison of main chemical constituents of Achyrocline
satureioides (Lam.) DC (marcela) extract by the methods hydrodistillation,

maceration, Soxhlet, ultrasonic bath and probe.
Author: Danielle Alves Porto Lucas

Supervisor: Profd. Dr2. Maria Regina Alves Rodrigues

The Achyrocline satureioides (Lam.) DC., known as “marcela”, is a plant of the
Asteraceae, widely used in folk medicine, mainly as an antioxidant, antispasmodic
and anti-inflammatory, and are widely found in Rio Grande do Sul. The aim of this
study was to compare the yields of extracts from inflorescences of “marcela”,
obtained by the methods maceration, Soxhlet, ultrasonic bath and probe with the
organic solvents hexane and ethanol. It was also performed a comparison of the
chemical constituents obtained by hydrodistillation of the flowers collected in the
years 2008 and 2009. This study was identified the main chemical constituents the
hexane extracts and essential oils using gas chromatography with flame ionization
detector (GC/FID) and mass spectrometry detector (GC/MS) and by the Kovats
indices. The extract obtained with ethanol was a higher yield than with hexane and it
was also a higher efficiency of the Soxhlet method in comparison to all other
extractions. The major constituent was trans-caryophyllene, in all methods, followed
by a-copaene and d-cadinene, with some variation in the compound concentration.
The constituints extracted from the hydrodistillation in 2008 and 2009 showed large
chemical similarity, varying only the concentration of major constituents, being the
major constituent caryophyllene oxide for both samples.
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As plantas tem sido muito utilizadas pela populacdo em geral, desde os
primordios da civilizacéo, e hoje em dia tornou-se um complemento ou até mesmo
uma alternativa aos medicamentos industrializados para o tratamento de diversas
enfermidades.

Durante séculos as espécies vegetais representaram a unica fonte de agentes
terapéuticos para o homem. No inicio do século XIX, com o desenvolvimento da
quimica farmacéutica, as plantas passaram a representar a primeira fonte para a
producdo de novos medicamentos. Atualmente, apesar do grande desenvolvimento
da sintese organica e dos processos biotecnoldgicos, 25% dos medicamentos
prescritos nos paises industrializados séao originarios de plantas e 120 substancias
de origem natural, obtidas a partir de cerca de 90 espécies de plantas, sao utilizados
na terapia moderna. De fato, o0s produtos naturais estdo envolvidos no
desenvolvimento de 44% de todos os novos farmacos’.

O Brasil é um pais muito rico em diversidades vegetais e muitas destas
espécies sdo pouco exploradas, merecendo um aprofundamento no estudo de seus
constituintes quimicos e atividades biologicas. Devido a crescente utilizacdo destas
plantas de forma indiscriminada, faz-se necessario um estudo com a finalidade da
comprovacdo cientifica das propriedades medicinais e relaciona-las com a
etnofarmacologia, assim como, promover a identificacdo e o isolamento dos
constituintes quimicos responsaveis pela acao farmacoldgica, devido ao grande
interesse das industrias farmacéuticas em produzir novos medicamentos.

Entre a grande diversidade de plantas brasileiras que sdo utilizadas pela
populacdo, a Achyrocline satureioides (Lam), conhecida como marcela, € uma
espécie nativa do Rio Grande do Sul, sendo facilmente cultivada e encontrada em
Pelotas. Destaca-se pelas suas propriedades medicinais relatadas cientificamente,
principalmente sua acdo antioxidante e antiespasmddica’™. Existem muitos estudos
quanto a atividade biologica e também comparando o uso tradicional das
inflorescéncias e folhas da marcela com a comprovacao cientifica, no entanto, pouco
tem sido apresentado na literatura com relacdo a identificacdo de substancias

presentes na marcela obtidos, por extragdo com solventes organicos.
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Diante disto, evidencia-se a necessidade de um estudo mais detalhado sobre
o isolamento e identificacdo dos constituintes quimicos e também uma abordagem
sobre os métodos extrativos, visto que, a maior parte dos trabalhos relacionados a
comprovacdo das propriedades terapéuticas e uso da cromatografia refere-se
apenas a extracao por macerac¢ao, infusdo ou decoc¢do aquosa ou alcodlica.

Este trabalho tem por objetivo principal realizar a identificagdo por GC/FID e
GC/MS das substancias quimicas extraidas das inflorescéncias da Achyrocline
satureioides (Lam) com o solvente organico hexano. A relevancia deste objetivo esta
na identificacdo das substéncias quimicas que exercem efeito terapéutico,
comparando os extratos obtidos com os citados na bibliografia, bem como sua
guantificacdo para uso na Industria farmacéutica, além do uso da cromatografia
gasosa como ferramenta de identificacéo, visto que ndo ha trabalhos relacionando e
comparando estes dois métodos na extracdo da marcela.

Um segundo objetivo é verificar a influéncia da coleta das inflorescéncias da
marcela no ano de 2008 e 2009 nos constituintes quimicos extraidos por
hidrodestilacdo, além de realizar uma avaliagdo qualitativa e quantitativa destas
substancias e comparar com trabalhos descritos por outros autores.

Outro objetivo € realizar um estudo comparativo entre 0s métodos extrativos
maceracdo, Soxhlet, banho e sonda ultrassbnicos, visto que ndo ha nenhuma
descricdo na bibliografia cientifica, utilizando uma comparacao entre estes métodos
para extratos da marcela e também uma avaliacdo qualitativa destes, analisando o
indice de retencdo, com obtencdo de rendimentos para a constatacdo da eficiéncia
na extracdo das substancias de interesse em comparacdo as técnicas descritas
como infusdo e decoccdo. Esta finalidade possui relevancia industrial, pois se faz
necessario a obtencdo de maiores rendimentos das substancias que exercem acao
terapéutica, através de um método mais adequado, para posterior uso como

medicamento.
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2.1. A planta: Achyrocline satureiodes (Lam) DC (marcela)

A Achyrocline satureiodes (Lam.) DC, mais popularmente conhecida como
losna-do-mato, camomila-nacional, alecrim-da-parede, macela-amarela, macela-da-
terra, macela-do-sertdo, macelinha, cha-de-lagoa, marcela-do-campo, € uma
angiosperma, pertencente a familia Asteraceae e é uma das oito espécies do género

Achyrocline >°,

E uma planta nativa do Brasil, sendo predominantente no Rio Grande do Sul,
mas aparecendo também nos estados da Bahia, Minas Gerais, Rio de Janeiro, S&o

Paulo, Paranad e Santa Catarina. Possui ocorréncia em toda América do Sul como
Uruguai, Argentina e Paraguai®® "™,

A marcela (Figura 1) é encontrada em pastos nativos, pastagens em geral,

beira de estrada e terrenos baldios; possui reproducdo por sementes, sendo uma

planta invasora, muito resistente e pouco exigente em termos de solo e de agua®>"

9,10

Figura 1. Exemplar da espécie Achyrocline satureioides (Lam) DC.

2.1.1. Descricéo botanica da planta

E uma planta herbacea ou subarbustiva, monoica, anual, perene, ereto, que

atinge até 1,5 m de altura, coberta de pilosidade branca, formando touceiras de
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grande extensdo. Possui caule membranaceo, cilindrico, ténue-alvo-tomentoso,

apice copioso ramoso, raminhos ascendentes'**3,

As folhas sao distantes patentes, sésseis, lineares ou lanceoladas, as maiores
apresentam até 12 cm de comprimento e 18 mm de largura, internas, supra-ténues,
embaixo apresso-alvo-tomentosas, em cima ténues (Figura 2). Os capitulos sao
numerosos com dois tipos de flores, reunidos em panicula corimbosa, denso
agregados; invélucro cilindrico, 6,5 mm de comprimento, escamas 10-12, ruivas ou
amarelo-ruivas, as internas lanceoladas-agudas, as externas gradativamente
menores, oblongas ou agudas; aquénio pequenino, obléide, glabro, pardo, papiloso;
papus alvo, uniseriado, cerdas com 20 mm, graceis, ciliadas e com 4,5 mm de

comprimento® %13,

Figura 2. Detalhes das folhas da Achyrocline satureioides (Lam) DC™.

O fruto é um aquénio muito pequeno, glabro, pardo e as flores sdo amarelo-
douradas, as centrais hermafroditas, de corola tubulosa, em nimero de uma a duas

e as flores marginais, quatro ou cinco, femininas, de corola filiforme; papus branco®.

A colheita da planta toda deve ser feita quando surgirem as inflorescéncias
(Figura 3), ou seja, antes de estarem completamente maduras, aproveitando assim
suas qualidades terapéuticas. Seu florescimento ocorre nos meses de margo a maio
e nessa época chama muito a atencdo por sua coloracdo amarela-pélida

caracteristica>*3.
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Figura 3. Detalhes das flores da Achyrocline satureioides (Lam) DC*.
2.1.2. Principais constituintes quimicos: terpendides e substancias fendlicas
2.1.2.1. Terpenoides

Os terpendides distribuem-se amplamente na natureza e sao encontrados em
abundéancia nas plantas superiores, sendo definidos como produtos naturais, cuja
estrutura pode ser dividida em unidades de isopreno. Essas unidades originam-se
biogeneticamente do acetato por via do acido mevalénico e tem cadeias ramificadas,

com cinco unidades de carbono que contém duas ligagbes duplas (Figura 4)°*4*°,

HO OH

|
o%/'\m

o oterp enos sesaqulta‘p oS dltEprﬂDS titerpenos

SN o

Ocabeg:a & cauda

Figura 4. Formagcao dos terpendides a partir do acido mevalénico®.
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Seus esqueletos carbonados (Tabela 1) sdo formados pela condensacéao de

um numero varidvel de unidades pentacarbonadas (unidades isoprénicas), de

9,14

acordo com a regra do isopreno™".

Tabela 1: Formagcéo dos terpendides a partir do isopreno®.

N° Unid N°deC

FM  Esqueleto

Nome ou Classe

1

2

5

10

15

20

25

30

40

CsHs |

Cuots ||

Cistoa | ||

Coota | |||

Costlao |\ I 1__I_

Cootao L LI 11 __I_
Caotoa | A A\l 111

CSnHSn

Isopreno

Monoterpendide
Sesquiterpendides
Diterpendides
Sesterpendides
Triterpendides
Tetraterpendides

Polisoprenos

Durante a formacdo dos terpendides, as unidades isoprénicas em geral se

ligam de cima para baixo, e 0 niumero de unidades incorporadas em determinado

terpeno hidrocarb6nico insaturado serve de base para a classificagcdo dessas

substancias, segundo a Tabela 1*.

Os monoterpendides sdo substancias de duas unidades (CioHis) € hoje em

dia sdo conhecidos mais de mil monoterpenos de origem natural, a maioria isolado

de plantas superiores.

As caracteristicas fundamentais sdo a volatilidade e o odor intensamente

pungente, sendo eles os componentes mais comuns da plantas responsaveis por

fragrancias e aromas. Nesta classe estdo o a-pineno, canfora, mentol, limoneno,

geraniol entre outros. A Figura 5 apresenta algumas estruturas de monoterpenos

aciclicos e ciclicos

14,15
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OH ‘ |

sabineno a-terpineol linalol mirceno

Figura 5. Estrutura de alguns monoterpenos ciclicos e aciclicos.

Os sesquiterpendides (CisHz4) contem trés unidades de isopreno e tem
grande distribuicdo na natureza e formam a maior classe de terpenos. As lactonas
sesquiterpénicas sdo quimicamente distintas dos outros membros do grupo, devido
a presenca de um sistema o-metileno-y-lactona. Muitas delas também contem
carbonilas o, p-insaturadas, bem como epoxidos. Esses grupos funcionais
representam sitios receptores reativos para nucledfilos biolégicos. Em vista disso,
documentou-se um amplo espectro de atividades biol6gicas nessas substancias,
como por exemplo, antimicrobiana e antitumoral®. Nessa classe encontram-se

14,15

cadineno, p-cariofileno, germacreno-D, entre outros A Figura 6 apresenta

algumas estruturas de sesquiterpendides (hidrocarbonetos e oxigenados).

X

f—cariofileno D-germacreno

B-eudesmol

Figura 6. Estrutura de alguns sesquiterpenos.

Os diterpendides (CyoH32) tem quatro unidades de isopreno e compreendem

um grande grupo de substancias nao volateis. Conhecem-se alguns aciclicos, mas a
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7

grande maioria é de substancias carbociclicos que contém até 5 anéis. Ha
substancias em diferentes estados de oxidacdo, que vao desde os hidrocarbonetos

até substancias muito oxigenados***°.

Os triterpendides (CsoHag) S80 compostos por seis unidades de isopreno®**°.
Foram isolados mais de quatro triterpendides naturais e identificados mais de
quarenta tipos de esqueletos. A maioria é constituida por alcodis que pode
combinar-se com acuUcares para formar glicosideos. Os triterpendides livres muitas
vezes sdo componentes de resinas ou do latex***.

Os terpendides também podem ser classificados em aciclicos, monociclicos,
biciclicos, tricicliocos, etc., e podem ser ndo s6 oligbmeros de isopreno, mas
também, isdmeros saturados ou parcialmente saturados, bem como derivados
oxigenados que podem produzir-se naturalmente, conforme indica a presenca de
alcodis, aldeidos, cetonas, fendis, ésteres fendlicos, ésteres e éxidos®**.

O numero de diferentes terpendides isolados de fontes naturais é de
aproximadamente vinte mil, muito superiores ao de qualquer outro grupo de
produtos naturais. Os terpendides vegetais tem papel importante, pois
desempenham fungBes como fitoalexinas, insetifugos, repelentes de insetos,
agentes de atracdo polinica, agentes de defesa contra herbivuros, feromdnios,
aleloquimicos, horménios vegetais. As moléculas de terpendides estdo implicadas
em quase todas as interacfes possiveis entre plantas e animais e entre plantas e
microrganismos™.

Os Oleos volateis sao constituidos por substancias terpénicos variados, sendo
mais frequentes os monoterpendides (cerca de 90%) e os sesquiterpendides. Outros
terpenos, como os diterpendides, sdo encontrados apenas em substancias extraidos
com solventes organicos®*.

O numero de substancias descritas em 0leos volateis é estimado um namero
superior a 150 monoterpendides e 1000 sesquiterpendides®. Além dos terpendides,
0os Oleos sdo constituidos por alcodis simples, aldeidos, cetonas, fendis, éteres,
ésteres, oxidos, peroxidos, furanos, acidos organicos, lactonas, cumarinas, até
substancias com enxofre. Na mistura, tais substancias apresentam-se em diferentes
concentragdes; normalmente um deles é o substéncia majoritario, existindo outros

em menores teores e baixissimas quantidades (tracos)>.
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Pela utilizacdo crescente nas indastrias de alimentos, cosmética e
farmacéutica, o cultivo de espécies aromaticas e a obtencdo de Oleos volateis
constituem importantes atividades econdmicas”’.

Os Oleos essenciais sdo definidos pela 1SO (International Standard
Organization) como produtos obtidos de partes de plantas através de destilagéo por
arraste com vapor d’agua, bem como os produtos obtidos por espressado dos
pericarpos de frutos citricos. De forma geral, sdo misturas complexas de substancias
volateis, lipofilicas, geralmente odoriferas e liquidas. Também podem ser chamadas
de Oleos volateis, 6leos etéreos ou esséncias. Essas denominagfes derivam de
algumas de suas caracteristicas fisico-quimicas, como por exemplo, a de serem
geralmente liquidas de aparéncia oleosa a temperatura ambiente, advindo, dai, a
designacdo de Oleo. Entretanto, sua principal caracteristica é a volatilidade,
diferindo-se, assim, dos 6leos fixos, mistura de substancias lipidicas, obtidos
geralmente de sementes. Outra caracteristica importante € o aroma agradavel e
intenso da maioria dos Oleos volateis, sendo, por isso, também chamado de
esséncias. Eles também sao sollveis em solventes organicos apolares, como éter,
recebendo, por isso, a denominacdo de 6leos etéreos. Em agua, os Oleos volateis
apresentam solubilidade limitada, mas suficiente para aromatizar as solugbes
aquosas, que sdo denominadas hidrolatos®®.

A qualidade da esséncia é variavel de um género a outro, de uma a outra
espécie, encontrando-se vegetais que possuam esséncias quimicamente diferentes
em varias de suas partes®.

Podem ser encontradas em qualquer uma das partes do vegetal, em 6rgaos
especiais, de acordo com a familia, especialmente nas pétalas das flores (rosas),
nas folhas (eucalipto), nas sementes (baunilha), no caule e tronco (terebentina), nas
cascas do caule (canela), na raiz (patichouli), nas cascas dos frutos (laranja)*®.

Localizam-se em estruturas secretoras especializadas, obedecendo a
seguinte classificagdo: bolsas secretoras, tubos lactiferos, vasos resiniferos,
glandulas, células secretoras®®.

Considera-se a existéncia de funcbes ecoldgicas, especialmente como

inibidores da germinacdo, na protecdo contra predadores, na atracdo de
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polinizadores, na protecdo contra perda de agua e aumento da temperatura, entre
outras®.

Gillij e colaboradores™® extrairam o 6leo essencial da A. satureioides (Lam)
através da técnica de hidrodestilacdo e encontraram 30 hidrocarbonetos, sendo 7
monoterpenos, 6 monoterpenos oxigenados, 9 sesquiterpenos e 8 sesquiterpenos
oxigenados, sendo o componente majoritario o trans-cariofileno. Na Figura 7 séo
apresentadas algumas estruturas dos hidrocarbonetos monoterpénicos e

sesquiterpénicos encontradas pelos autores.

Retta e colaboradores® analisaram o 6leo essencial das inflorescéncias de
outra espécie do género Achyrocline, a A. flaccida (weinm.) DC. Os pesquisadores
encontraram cerca de 30 hidrocarbonetos, dos quais 9 monoterpenos, 4
monoterpenos oxigenados, 14 sesquiterpenos e 7 sesquiterpenos oxigenados,

analisados em onze amostras da planta, sendo a substancia majoritaria o o-pineno.

X

-~

AN

limoneno a-pineno 6xido de cariofileno trans-cariofileno

Figura 7. Estrutura de alguns monoterpenos e sesquiterpenos encontrados no 6leo

essencial da A. satureioides (Lam)*.

2.1.2.2. Flavondides

Os flavonoides representam uma das estruturas fendlicas mais importantes e
diversificadas, formando um grupo muito extenso pelo nimero de seus constituintes

naturais e distribuicdo ampla no Reino Vegetal®°. S&o conhecidos como “pigmentos
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das flores”, por participarem da coloracdo das pétalas, das cascas dos frutos e

ocasionalmente em outras regiées da planta, desde as raizes as sementes®.

Encontram-se nas folhas, flores, caules, ramos, raizes ou frutos e apresentam
diferencas dependendo do local de onde sao retirados. A mesma substancia ainda
pode ocorrer em diferentes concentra¢gdes, dependendo do 6rgdo vegetal em que se

encontra’.

Esta classe de constituintes apresenta diversas funcdes nas plantas. Dentre
elas podem-se citar: protecdo dos vegetais contra a incidéncia de raios ultravioleta e
visivel, além de protecdo contra insetos, fungos, virus e bactérias; atracdo de
animais com finalidade de polinizagéo; antioxidantes; controle de acdo de hormonios

vegetais; agentes alelopaticos; e inibidores de enzimas®.

Quimicamente possuem diversas formas estruturais. Entretanto, a maioria dos
representantes dessa classe possui 15 atomos de carbono em seu nudcleo
fundamental, constituido de duas fenilas ligadas por uma cadeia de trés carbonos
entre elas, cujo nucleo fundamental € chamado de benzopirano (Figura 8), ao qual

se encontra ligado um anel aromatico, isto &, o 2-fenil-benzopirano®®.

Figura 8. Estrutura do ntcleo fundamental dos flavonéides®.

No entanto, uma definicdo levando em conta somente a estrutura quimica nao
€ apropriada, uma vez que existem substancias contendo hidroxilas fendlicas, que
fazem parte de outras classes de metabolitos. Dessa forma, € mais conveniente
empregar-se uma definicdo que leva em conta também a origem biogenética (Figura
9)°.
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Os flavondides, biossintetizados a partir da via dos fenilpropandides estédo
presentes em relativa abundancia entre os metabdlitos secundéarios dos vegetais.
Séao conhecidos, até o presente, mais de 4.200 flavonoides diferentes, sendo que o
namero de novas estruturas identificadas praticamente dobrou nos ultimos vinte

anos>®
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Figura 9. Esquema simplificado da biossintese dos flavondides®.
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Os flavondides de origem natural apresentam-se, frequentemente,

oxigenados e um grande numero ocorre conjugado com acgucares. Esta forma,

chamada conjugada, também é conhecida como heterosideo.

Sao denominados de O-heterosideos quando a ligagdo se d& por intermédio

de uma hidroxila e de C-heterosideos quando a ligacdo se da com um atomo de

carbono. Quando o metabdlito encontra-se sem o agucar, é chamado de aglicona ou

genina, sendo geralmente denominado de forma livre®®.

Na Tabela 2 estdo apresentadas as principais classes de flavonodides e um

resumo de suas propriedades bioldgicas mais importantes™*.

Tabela 2. Classificacdo e propriedades de alguns flavonéides®.

Classes

N° aproximado de

estruturas conhecidas

Caracteristicas

Flavonas, flavondides e seus
O-heterosideos
C-heterosideos

Antocianos

Chalconas

Auronas

Di-hidro-falvonois

Flavanonas
Di-hidro-chalconas

Flavanas, leucoantocianidinas
e proantocianidinas

Isoflavondides

Neoflavonodides
Biflavonodides

Outras estruturas

1660

303
256
197
29
110

319
71
309

630

70

134
100

Co-pigmentacéo em flores,
protetores contra raios UV

Pigmentagéo do vermelho ao azul
Pigmentacdo amarela
Pigmentacdo amarela

Estdo presentes em tecidos de
madeiras

Podem apresentar sabor amargo
Podem apresentar sabor amargo
Substancias adstringentes com
propriedades tanantes
Propriedades estrogénicas e/ou

antifiingica

Propriedades antifungicas
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O interesse econbmico pelos flavondides é decorrente de suas diferentes
propriedades, como, por exemplo, o fato de alguns poderem ser usados como

pigmentos®®.

Pereira e colaboradores®’ quantificaram os flavonéides totais e a quercetina

na marcela, utilizando diferentes métodos extrativos.

Polydoro e colaboradores®® identificaram e quantificaram os principais
flavonoides das inflorescéncias da marcela: quercetina, luteolina e 3-O-metil-
quercetina (Figura 10) e obtiveram uma concentracdo superior da primeira

substancia em relacéo as demais.

quercetina luteolina 3-O-metil-quercetina

Figura 10. Estrutura dos flavonoides quercetina, luteolina e 3-O-metil-quercetina

Os flavondides livres e glicosilados quercetina, luteolina e 3-O-metil-
guercetina, foram encontrados na A. satureioides (Lam) em maior concentragao por
Arredondo e colaboradores®® em comparacdo com os extratos das infusbes da

Gingko Biloba e Epilobium parviflorum.

Souza e colaboradores®® desenvolveram uma metodologia para separar e
quantificar a quercetina, luteolina e 3-O-metil-quercetina utilizando HPLC e
constataram um maior rendimento para a quercetina no extrato etandlico a 80% em

comparagao ao extrato etandlico a 40% e ao aquoso.

Sonaglio e colaboradores®* também identificaram os trés flavondides
principais das inflorescéncias da marcela utilizando cromatografia em papel e HPLC

e tendo como padrao a quercetina.
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2.1.3. Propriedades farmacoldgicas

A marcela é conhecida na medicina popular pelo uso de suas inflorescéncias
através de infusdo e decocgdo aquosa, devido suas atividades terapéuticas, como
atividades antioxidante, antibacteriana, antiespasmaodica, antiinflamatéria, analgésica
e sedativa. Também ha relatos do uso das folhas, além do Oleo essencial que
também apresenta acao bioldgica®> .

Os principais constituintes quimicos isolados das inflorescéncias da marcela
tem sido relatados como sendo os flavondides quercetina, luteolina e 3-O-metil-
qguercetina, sendo a quercetina o principio ativo com maior concentracdo e o
principal responsavel pela atividade terapéutica da planta, visto que, a marcela é
comumente utilizada pela populacdo para auxiliar nas disfuncbes gastricas e

digestivas atribuidas a esses constituintes.

2.1.3.1. Atividade antioxidante

A propriedade antioxidante da Achyrocline satureioides (Lam) foi estudada por
Polydoro e colaboradores®® que comparou a atividade através de extrato obtido por
decoccdo aquosa, outros dois macerados com etanol a 40% e a 80% e outro
enriquecido com flavondides, sendo a a¢cdo mais pronunciada nestas duas Ultimas
fracOes. Este efeito pode ser explicado pela presenca de uma concentracdo mais
elevada de quercetina, luteolina e 3-O-metil-quercetina quando comparado aos
outros dois extratos, confirmando o efeito antioxidante destes flavonoides.

Embora o extrato a 40% contenha concentracdes de flavondides similares
aguelas ao extrato a 80%, a propor¢cdo mais elevada da quercetina neste altimo
produz um aumento significativo no efeito antioxidante. Este resultado pode indicar

gue nao é somente o indice total de flavonodides que determina a capacidade

antioxidante, mas igualmente a relagédo entre as substancias. Com isto, constata-se
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que a proporcdo de solvente e o método extrativo possuem influéncia na acgéo
antioxidante da planta®®.

A atividade antioxidante e captora de radicais livres foi avaliada por
Zampieron e colaboradores® a partir de extrato aquoso da A. satureioides (Lam) e
A. alata. As duas plantas mostraram-se igualmente antioxidante, comprovando que
as duas espécies tem seu uso comprovado na medicina popular.

Ferraro e colaboradores®® também investigaram a atividade antioxidante do
extrato metandlico da marcela coletada em diversas regibes da Argentina. Os
autores relataram uma grande diversidade no conteddo total de flavondides e
constataram que a atividade antioxidante é proporcional a quantidade dos
constituintes.

Pereira e colaboradores®’ igualmente estudaram a atividade antioxidante da
marcela através de extratos etandlicos das folhas por diferentes métodos extrativos,
como centrifugacdo, Soxhlet, extracdo com solvente a baixa pressao e fluido
supercritico e constataram uma maior atividade para a metodologia extrativa com
Soxhlet. Este ndo era o extrato com maior rendimento, mas apresentava grande
concentragdo de quercetina, indicando ser este substancia responséavel pela
atividade antioxidante.

Morquio e colaboradores® analisaram o extrato etandlico da marcela com o
objetivo de avaliar a eficicia antioxidante de uma aplicacéo tépica como preventiva
do fotoenvelhecimento e cancer, provocado pelos radicais livres em excesso
produzidos pela radiacdo ultravioleta. Observou-se uma significativa fotoprotecao
atribuida, principalmente, as formas de aglicona dos flavonoides (quercetina,
luteolina e 3-O-metil-quercetina).

A atividade antioxidante, também foi estudada por Desmarchelier e
colaboradores? através do extrato metandlico da A. satureioides (Lam) Os autores
trabalharam com o extrato aquoso e metandlico das inflorescéncias e constataram
gue ambos apresentam significativa atividade antioxidante, in vitro.

Para o estudo toxicologico das folhas, flores e caules da marcela, Rivera e
colaboradores?® avaliaram a toxicidade aguda em ratos fémeas e machos através da
infusdo aquosa da planta nas doses de 30, 60, 90, 180 e 300 mg Kg*, por

administracao oral e intraperitonial. Os resultados mostram que o extrato aquoso em
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concentracfes maiores as utilizadas pela populacédo, indicou que a A. satureioides

(Lam) n&o apresenta toxicidade.

2.1.3.2. Atividade citoprotetora e citotéxica

Arredondo e colaboradores®® investigaram a atividade citoprotetora e
citotoxica dos flavonoides livres e glicosilados comparando as infusbes da
Achyrocline satureioides (Lam), Gingko Biloba e Epilobium parviflorum. Foram
testados os flavondides individuais quercetina, luteolina e 3-O-metil-quercetina nas
concentracbes de 5, 10, 25, 50, 100, 250 pM e os flavondides totais nas
concentracdes de 5, 10, 25, 50, 75 e 100 pg mL™. Os autores obtiveram como
resultado um aumento significativo na atividade quando utilizada a concentragéo de
75 e 100 ug mL™ de flavonodides totais e efeito toxico na concentracdo de 250 pM
demonstrada pela quercetina. Dessa forma, concluiram que a A. satureioides (Lam)
obteve uma atividade citoprotetora maior que as outras duas plantas testadas devido
ao fato de apresentar uma concentracao de principios ativos 10 vezes maior e, ainda
que a atividade poderia ser devido a quantidade de flavondides livres que se
apresentam maior se comparado aos outros extratos.

Para o estudo da acdo citotoxica em células de carcinoma hepatocelular
(inha HEP G2), Ruffa e colaboradores?®’ realizaram estudo in vitro com extratos
metandlicos da Achyrocline satureiodes (Lam), Aristolochia macroura, Celtis spinosa,
Chenopodium ambrosioides, Lithraea molleoides, Petiveria alliacea, Plantago major
e Schinus molle. As células foram incubadas com concentracdes diferentes de cada
extrato da planta durante 48 h e apenas A. satureioides (Lam), A. macroura, (L.)
molleoides e S. molle apresentaram inibigcdo do crescimento celular. E entre estas a
acao da A. satureioides demonstrou-se dependente da dose, quando testada para
500 e 1000 pg mL™.
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2.1.3.3. Atividade antiproliferativa

Fachinetto e colaboradores?® investigaram efeito antiproliferativo do extrato
aguoso da marcela sobre o ciclo de Allium cepa e concluiram que esta planta
apresentou significativa inibicdo na divisdo celular, portanto, possui capacidade

citotoxica, mas ndo mutagénica no ciclo celular da Allium cepa.

2.1.3.4. Atividade relaxante e antiespasmaddica

Hnatyszyn e colaboradores® analisaram o efeito relaxante em musculo liso
para combater a impoténcia masculina, utilizando extrato etandlico da planta. Foi
testado em corpos cavernosos de porcos Guinea e constatado importante efeito
vasodilatador dependente da concentracédo (2,5; 5,0; 10,0 e 25 mg mL™). O trabalho
também comparou 0s constituintes quimicos principais encontrados com o0s
sintéticos 3,7,3’,4’-tetrametil-éter-quercetina e 3,5,7,3’,4’-pentametil-éter-quercetina e
concluiu que o numero de metilas no ndcleo da quercetina nédo influencia
significativamente no aumento da acao biolégica.

Langeloh e Schenkel®

estudaram a acdo antiespasmodica do extrato
etandlico da marcela, in vitro, sobre as contra¢cdes da musculatura lisa genital de
ratos e observaram um efeito significativo na dose de 16,1 pg mL™, justificando seu
emprego na medicina popular.

A investigacdo farmacoldgica do extrato aquoso das folhas e caules da A.
satureioides (Lam) foi estudada por Simées e colaboradores® com o objetivo de
analisar a atividade antiespasmadica. Os extratos nas concentracbes de 100 a 700
mg Kg™ foram administrados em camundongos adultos e na concentracdo de 1000
mg Kg' em ratos adultos, via intraperitonial. Os resultados observados sugerem
uma acao depressora central, acdo sedativa, acdo espasmolitica e miorrelaxante

dependente da dose, nas condi¢cbes experimentais utilizadas.
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2.1.3.5. Uso da planta na perda de peso

Dickel e colaboradores®? realizaram levantamento bibliogréfico sobre o uso de
plantas com efeito sobre a perda de peso pela populacéo de Porto Alegre. Os dados
cientificos foram analisados com o objetivo de estabelecer uma correlacdo entre o
uso popular e as propriedades bioldgicas de diversas plantas utilizadas. Em relacao
a A. satureiodes (Lam), concluiram que alguns dados clinicos poderiam indicar o uso
associado aos altos niveis de glicose no sangue, contudo, os dados cientificos
encontrados sao insuficientes para garantir a eficacia e seguranca dessa planta para

o tratamento da obesidade.

2.1.3.6. Atividade antinflamatéria e antibacteriana

Em outro trabalho, Simdes e colaboradores®® investigaram a acdo
antinflamatoéria dos extratos aquoso, etandlico e dos flavonoides individuais
guercetina, luteolina e 3-O-metil-quercetina através de inducdo de edema na pata de
rato. Os efeitos foram comparados com o medicamento controle, indometacina, e 0s
resultados demonstraram efeito relevante ao extrato etanolico e aos flavonodides
individuais.

Souza e colaboradores®* testaram a atividade antiinflamatéria em ratos Wistar
por administracdo oral. Utilizaram 6 extratos obtidos com &agua e etanol a 40% e
80%, secos por liofilizacdo e spray-dried e também a quercetina individualmente.
Constataram que o extrato etandlico a 80% liofilizado foi o que mais obteve efeito,
assim como o extrato individual da quercetina.

Wiest e colaboradores® determinaram, in vitro, a intensidade da atividade
antibacteriana e da inativacdo bacteriana frente a Salmonella spp. A marcela
apresentou acao em diferentes concentragoes.

Mota'® comprovou a atividade antibacteriana do extrato etandlico das
inflorescéncias da marcela utilizando as bactérias Enterococcus faecalis, Escherichia

coli, Staphylococcus aureus e Salmonella Enteritidis.



38

Calvo e colaboradores® investigaram a acdo antimicrobiana da marcela e
observaram gue o extrato aquoso da A. satureioides (Lam) inibiu 95% das cepas de

Staphylococcus spp.

2.1.3.7. Atividade antiviral

A atividade antiviral foi relatada por Zanon e colaboradores®’ para o extrato
metandlico das folhas da A. satureioides (Lam). Foi utilizado o virus da herpes e 0s
resultados demonstraram uma relevante atividade em comparagcdo com outras

plantas utilizadas no estudo.

2.2. Métodos de extracao

2.2.1. Arraste a vapor

O processo é baseado na propriedade que possuem as esséncias de serem
misciveis com a agua em estado de vapor. Os 6leos volateis possuem tensdo de
vapor mais elevada que a agua, sendo, por isso, arrastados pelo vapor d’agua. Em
pequena escala, emprega-se o aparelho Clevenger (Figura 11). O 6leo volatil obtido,
ap0s separar-se da agua, deve ser seco com sulfato de sédio anidro. Esse
procedimento, embora classico, pode levar a formacédo de artefatos em funcao da
alta temperatura empregada. Preferencialmente, esse método é utilizado para extrair
Oleos de plantas frescas. Depende de uma série de fatores, tais como: a sua
localizac@o no vegetal, das suas propriedades fisico-quimicas e da finalidade a que

se destina®®.
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Figura 11. Aparelho do tipo Clevenger, utilizado na extracdo com hidrodestilacdo®.

Os oleos volateis facilmente se alteram pelo calor, por esse motivo, nem

todos podem sofrer o0 mesmo processo extrativo>”°.

2.2.2. Extracao por maceracao

Maceracao (Figura 12) designa a operacdo na qual a extracdo da matéria-
prima vegetal é realizada em recipiente fechado, em diversas temperaturas, durante
um periodo prolongado (horas ou dias), sob agitacdo ocasional e sem renovacédo do
liquido extrator. Pela sua natureza, ndo conduz ao esgotamento da matéria-prima
vegetal, seja devido a saturacdo do liquido extrator ou ao estabelecimento de um
equilibrio difusional entre 0 meio extrator e o interior da célula. Diversas variacdes
conhecidas desta operacédo objetivam, essencialmente, o aumento da eficiéncia de

extracao, entre elas®*®.
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Suporte
do Edenmeyer

Amostra + solvente

Figura 12. Desenho esquemaético do equipamento usado para maceracdo>®.

2.2.3. Extragéo por Soxhlet

E utilizada, sobretudo, para extrair solidos com solventes volateis, exigindo o
emprego do aparelho de Soxhlet (Figura 13). Em cada ciclo da operacédo, o material
vegetal entra em contato com o solvente renovado; assim, o processamento
possibilita uma extracdo altamente eficiente, empregando uma quantidade reduzida
de solvente, em comparacdo com as quantidades necessarias nos outros processos

extrativos, para se obter os mesmos resultados quantitativos e qualitativos®394°.

Figura 13. Aparelho extrator Soxhlet, utilizado na extracdo com solventes®,
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2.2.4. Extracdo com ultrassom (banho e sonda)

O ultrassom € um processo que utiliza a energia das ondas sonoras que sao
transmitidas em frequiéncia superior & da capacidade auditiva, acima de 20 kHz***2,

Estas ondas sonoras criam uma variagdo de pressdo no liquido gerando
cavitacdo, a qual pode facilitar a hidratacdo e a dilatacdo do material da planta e
causar alargamento dos poros da parede celular. Por consequéncia, melhora a
transferéncia de massa e, ocasionalmente, uma quebra na parede celular,
resultando no aumento da eficiencia de extracdo e/ou reducdo do tempo de
extracao®**.

Os principais efeitos do ultrassom na extracdo de plantas sdo: aumento da
permeabilidade das paredes celulares, producdo de cavitacbes (formacao
espontanea de bolhas em um liquido abaixo do seu ponto de ebulicdo, resultando
num forte estresse dindmico) e aumento do estresse mecéanico das células, o que é
também chamado de friccdo interfacial. Entretanto, é proporcional a frequéncia,
poténcia e tempo de extragcdo*™’.

Existem dois tipos distintos de aparelhos geradores de ondas ultrassonoras: o

banho (Figura 14) e a sonda ultrassénicos (Figura 15)*%2.

Edenmeyer
7 — )

“#— Parede do aparelho

Agua

Amostra + solvente

A

| | #— Transductor piezoelétrico

Figura 14. Desenho esquemaético do equipamento de banho ultrassonico®.
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d4——— Sonda ultrassdnica

Erlenmeyer | |

#—— Bécker

< Banho de aelo
Amostra + sobvente

G i

Figura 15. Desenho esquematico do equipamento usado da sonda ultrassonica®.

No banho de ultrassom, o transdutor é diretamente preso no fundo da cuba
do aparelho e a energia ultrassonora € transmitida através de um liquido,
usualmente a agua. A energia é irradiada verticalmente pelas ondas sonoras
geradas na base do banho e transmitidas através das paredes do vaso para o frasco
com a mistura extratora**,

O banho de ultrassom apresenta como vantagem uma melhor distribuicdo de
energia através das paredes do vaso de extracdo e o fato de n&o requerer
adaptacao especial para o frasco extrator. Apresenta como desvantagem o fato de
que a quantidade de energia fornecida para o frasco extrator ndo € facilmente
guantificavel, porque depende do tamanho do banho, do tipo de recipiente, da
espessura das paredes do recipiente e da posicdo do frasco de extracdo no banho.
E dificil controlar a temperatura do sistema, pois 0 equipamento tende a aquecer
quando usado por longos periodos**2,

A sonda por outro lado encontra-se fixada na extremidade do amplificador do
transdutor, em contato direto com o sistema extrator. Apresenta como vantagens a
poténcia totalmente disponivel (ndo ha transferéncia de radiacéo ultrassénica pelas
paredes do vaso) e a possibilidade de ser sintonizada para fornecer um melhor
desempenho a diferentes poténcias. Como desvantagem apresenta: freqiéncia fixa,
dificuldade de controle da temperatura em sistemas sem refrigeragao e o fato de que

espécies radicalares podem ser formadas na ponteira da sonda, consequentemente
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apresentando problemas relacionados a contaminagdo do meio extrator com a

ponteira®.

2.2.5. Fatores que influenciam na extragcdo com solventes organicos

Os principais fatores que influenciam a eficiéncia dos processos extrativos
estdo vinculados ao material vegetal, ao liquido ou misturas de liquidos extratores e

as condicdes do sistema, em conjunto®.

Os fatores vinculados ao material vegetal sdo a quantidade, a natureza, o teor
de umidade, tamanho de particula, capacidade de intumescimento. Por outro lado,
os fatores vinculados ao liquido extrator levam em conta a seletividade e quantidade
do solvente organico e a efetividade em relagdo a mistura de dois ou mais liquidos
extratores. Também tem que se levar em consideracdo os fatores vinculados ao
sistema extrator, ou seja, proporcdo droga/liquido extrator, temperatura, agitacao,

pH, tempo de extracdo®.

2.2.6. ExtracOes aplicadas a espécies do género Achyrocline

Arredondo e colaboradores®® compararam a quantificacdo dos flavonéides
livres e glicosilados nas espécies Achyrocline satureioides (Lam), Epilobium
parviflorum e Ginkgo biloba, através da extracdo por infusdo com 1 g das partes
aéreas e 50 mL de agua fervente para as duas primeiras plantas e 3 g com 25 mL
de agua fervente para a outra. Todas permaneceram por 10 min e apds foram
filtradas para serem utilizadas na realizagdo da atividade citoprotetora, a qual se

apresentou com uma agao satisfatoria, de acordo com o uso popular.

Cosentino e colaboradores*® também realizaram extracdo por infusdo, porém,

utilizando as folhas, flores e partes aéreas da marcela. Foram extraidos com 50 mL
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de 4gua fervente para 1 g da planta por 10 min. O extrato foi filtrado e utilizado 6 h

mais tarde na avaliacdo da atividade imunomodulatéria.

Com a finalidade de avaliacdo de um estudo toxicolégico da marcela, Rivera e
colaboradores?® extrairam por infusdo 1 g das folhas, flores e partes aéreas com 50
mL de agua fervente por 10 min. Esta metodologia foi realizada seguindo indicacao

popular para o uso desta planta.

Zampieron e colaboradores® compararam 0s extratos da A. satureiodes
(Lam) e A. alata para a atividade antioxidante, usando extratos das inflorescéncias
feitos com 5 g da planta por infusdo com 100 mL de 4gua fervente com tempo de 20
min e, também por maceragdo com 50 mL de diclorometano. O residuo deste foi
macerado por 24 h com 50 mL de metanol. Também obtiveram extratos por

percolacdo com etanol 70% por 6 h.

Fachinetto e colaboradores?® avaliacéo o efeito antiproliferativo da infusdo das
inflorescéncias da marcela, colocando-as em contato com agua quente por 10 min.

As inflorescéncias da marcela também foram estudadas por Desmarchelier e
colaboradores? através da infusdo de 5 g do material vegetal com 100 mL de agua
fervente por 20 min e liofilizado para avaliagdo da atividade antioxidante, seguindo o

uso popular desta planta.

Para uma comparacdo entre métodos extrativos, Pereira e colaboradores®’
fizeram a extracdo das folhas e galhos da A. satureioides (Lam) com etanol
utilizando os métodos: extracdo a frio com centrifuga, hidrodestilagcdo, Soxhlet,
extracdo com solvente a baixa pressdo, extracdo com fluido supercritico e por
ultrassom. Para o processo de centrifugacdo, foram utilizados aproximadamente
1,04 g do material vegetal com 0,2 mL de etanol & 7500 rpm por 5 min; na
hidrodestilacdo, foram utilizados 25 g com 250 mL de 4gua durante 3 h; na extragcédo
com solvente a baixa presséo, 2,93 g da planta foram colocados com etanol numa
concentracdo de 1:10 durante 3 h; cerca de 10 g das folhas e galhos foram extraidos
por Soxhlet com 300 mL de etanol durante 3 h e para a extragdo com ultrassom foi
utilizado uma concentragao dez vezes menor com 0 mesmo solvente por 30 min. E
para extracdo com fluido supercritico, foi feito com 4,8 g por cerca de 90 min, até

exaustiva extragao.
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No trabalho de Polydoro e colaboradores'®, os autores extrairam a quercetina,
luteolina e 3-O-metil-quercetina através de decoc¢do com agua, maceracao com

etanol a 40% e maceracado com etanol a 80%.

Os autores também fizeram uma fracdo enriquecida com flavondides,
utilizando Soxhlet através de sucessivas extracdes com hexano e acetato de etila
para avaliagdo da atividade antioxidante. Todos os extratos foram filtrados e 5 mg do
po seco foram dissolvidos em 100 mL de metanol:agua (53:47 v/v) até concentracao
de 75 pg mL™ para as trés primeiras extracdes e para a fracdo enriquecida com
flavonoides foram dissolvidos com 10 mL da mesma solucdo até concentracdo de
750 pg mL™,

Constataram uma concentracdo de 3 a 4 vezes maior de quercetina no
extrato etandlico a 40% e de 5 a 6 vezes maior no extrato etanolico a 80% em
comparacao ao extrato aquoso. Com relacdo aos constituintes luteolina e 3-O-metil-
guercetina, notou-se uma concentracdo de 6 a 7 vezes maior no extrato a 40% e
também no extrato a 80% em comparacdo ao aquoso. Isto demonstra que a
proporcao de solvente e 0 método extrativo sdo significativos para extracdo de maior

quantidade destes principios ativos.

Com o0 objetivo de testar a influéncia dos excipientes e processos
tecnolégicos na acdo antiinflamatéria das inflorescéncias da A. satureioides (Lam),
Souza e colaboradores® realizaram a extracdo por decoccdo aquosa, maceracdo
com etanol a 40% e maceracdo com etanol a 80%. Todos estes extratos passaram
por dois processos: liofilizacdo e spray-dried, resultando em seis amostras.
Comprovaram que a maior concentragdo de quercetina, luteolina e 3-O-metil-
qguercetina foram obtidas na amostra feita por maceracdo com etanol a 80% e

liofilizada.

Ferraro e colaboradores® visaram & determinacdo das substancias fenélicas
da marcela extraida na Argentina e para isto, obtiveram o extrato através de

decocgédo com metanol 70% por 10 min.

As folhas e galhos da marcela foram utilizados por Calvo e colaboradores®® na

extracdo também por decocgcdo com 10 g da planta em 200 mL de agua por 20 min,
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a qual rendeu uma concentracdo de 11 mg mL™ para a utilizacdo na atividade

antimicrobiana.

Através da maceracao também foram extraidas as inflorescéncias da marcela
por Ruffa e colaboradores?’. Testaram a atividade citotdxica, juntamente com outras
sete plantas extraidas na Argentina, onde obtiveram um extrato metandlico extraido
por maceragcdo com 5 g da planta por 3 vezes com 40 mL do solvente por 24 h.

Para atividade antiespasmoédica, Langeloh e Schenkel®

extrairam por
maceracao 110 g de inflorescéncias com 2 L de etanol durante 8 dias com agitacao
ocasional. Apds, foram concentrados até secura e o residuo ressuspendido em

solucéo hidroalcodlica (2:1).

Além da extracdo, Sonaglio e colaboradores® fizeram uma purificacdo de
todos os extratos com 0 objetivo de uma padronizacdo quantitativa comparando
HPLC e cromatografia em papel com uso de espectrometria no ultravioleta. Para
isto, fizeram a extracdo por maceracédo de 2,5; 5,0; 7,5 e 10 g das inflorescéncias da
marcela com 100 mL de etanol a 60% por 16 dias. Apds, estes foram secos em
banho-maria e purificados com 25 mL de acetato de etila, filtrados, secos novamente

em banho-maria e o residuo foi retomado com metanol.

Simdes e colaboradores® também realizaram maceracdo com etanol, mas
diferentes dos outros autores, utilizaram folhas e caules da A. satureioides (Lam)

com o tempo de 18 h, havendo renovacao do solvente a cada 6 h.

Hnatyszyn e colaboradores® extrairam cerca de 50 g das partes aéreas da
marcela duas vezes por maceracao com alcool etilico (100 mL cada) durante 24 h
em temperatura ambiente. Ambos os extratos foram secos sob pressao reduzida. Os
extratos foram fracionados através de cromatografia em coluna e formaram duas
faixas detectaveis por UV, as quais foram eluidas com metanol, obtendo os
flavondides quercetina e 3-O-metil-quercetina. Os autores tinham como objetivo
demonstrar o efeito relaxante em mausculo liso e comprovaram ser proporcional a

concentracao testada.

Oliveira e colaboradores® objetivaram a obtenc&o de extratos com baixo teor

alcodlico e alta concentracdo de flavonodides adicionando B-ciclodextrina que confere
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maior solubilidade a estes substancias. Para isto, foram realizadas oito maceracoes:
com etanol a 40%, com etanol a 80% e outras duas adicionando B-ciclodextrina nas
mesmas em dois tempos diferentes de 4 e 8 dias. Concluiram que o uso da f-
ciclodextrina, para os macerados com maior teor etanolico e menor tempo, obteve
uma maior eficiéncia na extracdo dos flavondides o que demonstra uma vantagem

tecnoldgica interessante.

Para a investigacdo farmacolégica da marcela, Simdes e colaboradores™?
extrairam por maceracao suas inflorescéncias com agua e etanol e por decocc¢éo

com &gua.

Morquio e colaboradores®® também extrairam por maceracdo as
inflorescéncias da A. satureioides (Lam) com 30 g da planta e 500 mL de etanol 95%
por 7 dias, apos foi filtrado e o solvente evaporado. O residuo foi dissolvido em
etanol:agua (7:3) e misturado em base de creme para uso tépico na pele como
fotoprotetor.

No estudo da propriedade antiviral da marcela, Zanon e colaboradores®’
fizeram um extrato por maceragcdo com etanol a 80% utilizando 5 g das folhas e 30
mL do solvente por 24 h.

Na determinacdo dos &cidos caféico, clorogénico e isoclorogénico, Lépez e
colaboradores™ estudaram as partes aéreas das espécies A. satureioides (Lam), A.
tomentosa, A. alata e A. flaccida através da extracdo por refluxo, trés vezes, com
metanol a 70% por 2 h. Apoés, foram secas e o0 residuo solubilizado com

metanol:dgua (1:1), lavado com éter de petroleo:éter etilico (1:2) e liofilizado.

Com o objetivo de validacdo do método de quantificacdo dos flavondides
principais da A. satureioides (Lam) de origem argentina, Retta e colaboradores®
extrairam cerca de 4 g das inflorescéncias em refluxo por 3 h com 150 mL de etanol
80%. Apos, foi filtrado, o residuo evaporado, ajustado o volume com 0 mesmo
solvente para 10 mL e, entdo, levado a banho ultrassénico durante 5 min. Foi filtrado

e uma aliquota de 5 mL desta solucgéo foi diluida a 25 mL.

Meireles e Peruchi®® realizaram a extracdo dos flavondides da marcela
atraves da tecnologia supercritica com CO,, utilizando um modificador de polaridade,

0 co-solvente etanol, com o objetivo de obter maior rendimento do flavondide
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quercetina, responsavel pela acdo antioxidante da planta, o qual foi comprovado

através de analise cromatografica.

2.3. Andlise instrumental via cromatografia gasosa

A cromatografia gasosa € o0 método de escolha para separar e quantificar
substancias componentes de misturas complexas. Apesar do seu alto poder de
diferenciacéo, € um método muito simples de usar. As amostras devem ser gases ou
substancias que possam ser volatilizadas®®3%+3,

Considerando-se o processo de um modo geral, podemos verificar que, no
sistema cromatografico, a fase fixa estd sempre ligada, de algum modo, a um
suporte permedavel, imovel, por onde flui a fase moével liquida ou gasosa.
Dependendo da natureza do suporte e da fase movel, definem-se subclasses de
cromatografia ditas, em papel, em coluna, gas, liquido, etc*°3°*.

O método cromatografico destaca-se entre os diversos métodos de analise
como um dos mais frutiferos em resultados satisfatérios e mais rico em nimero de
variadas técnicas. Como processo de andlise imediata, tem permitido o
fracionamento de misturas em seus componentes, com maior precisao e com menor

bY

consumo de tempo e trabalho, a medida que vem sendo desenvolvidos novos
materiais e novas técnicas™>*.

Pode-se definir a cromatografia como um processo de andlise imediata por
migragao diferencial das substancias de uma mistura, dentro do sistema
cromatogréafico®.

A Figura 16 apresenta um esquema basico de um cromatografo a gas. Nele, a
amostra é introduzida em uma coluna que contém uma fase estacionaria, através de
um injetor. A determinada temperatura as substancias vaporizam e, de acordo com
suas propriedades e as da fase estacionaria, sdo retidas em determinados tempos,
chegando a saida da coluna em tempos diferentes. Um detector adequado, colocado

na saida da coluna, permite a deteccéo e quantificacdo dessas substancias®®.
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Figura 16. Esquema bésico de um cromatégrafo a gas>*.

A identificacdo dessas substancias € feita geralmente comparando o tempo
de retencdo relativo da amostra com o de padrdes. Outra maneira, € através do
indice de Kovats®*®.

O indice de Kovats (IK) ¢ a identificagéo das substancias individuais realizada
através da comparacdo do tempo de retencao relativo da amostra com padrdes,
como os hidrocarbonetos saturados lineares C9-C24. Foi introduzido para ser mais
independente das variacbes do tempo de retencdo, sob condi¢cdes diferentes da
medida. Relaciona o tempo de retencédo das substancias ao tempo de retencéo de
uma série de hidrocarbonetos homologos. Alguns autores tabelaram grandes listas
de indice de Kovats para substancias volateis que permitem uma comparacdo com
componentes da amostra, cujo valor é determinado usando-se um grafico, que
relaciona o numero de atomos de carbono de alcanos saturados normais com o
logaritmo dos tempos de retencdo ajustados desses alcanos, ou pelo calculo,
aplicando-se a equacéo (Figura 17)°*°°. Recomenda-se utilizar mais de uma coluna
cromatografica de polaridades diferentes para a confirmacdo da substancia

comparada com o padréo®.
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[ IR=[(TR=TRN)/(TRN — TRM)] x 100 + 100X C |

Figura 17. Equacéo para célculo do indice de Kovats. IR=indice de retengdo; TR= Tempo

de retencdo da amostra; TRN= Tempo de retencdo do alcano menor; TRM= Tempo de retencéo do

. 54,55
alcano maior; C= n° de carbonos do alcano menor .

Para quantificar a composicdo de uma amostra, € usado o meétodo de
normalizacdo ou método do 100%: o valor total das areas do cromatograma é
considerado como 100% e cada pico apresenta um percentual relativo®.

Para ter mais segurancga na identificagdo dos picos individuais e controlar a
pureza de um pico cromatografico, € recomendavel analisar a amostra também por

cromatografia gasosa acoplada & espectrometria de massas”®.

2.3.1. Cromatografia GC/MS

Esse método permite a separacdo dos componentes e fornece, ainda, um
espectro de massas para cada pico. O espectro de massa geralmente indica a
massa molecular e o padrdo de fragmentacdo. O padrdo de fragmentacédo pode ser
comparado com aqueles constantes da biblioteca de espectros de massas, que,
normalmente, é instalada no computador. Em alguns segundos, o espectro da
amostra é comparado com os das substancias da biblioteca e o computador faz
propostas de probabilidade quanto a identidade da substancia analisada. Esse
espectro indica a massa molecular e o padrdo de fragmentacdo. Pela massa
molecular obtem-se dados sobre a classe de substancias (por exemplo, m/z = 136
corresponde a monoterpenos de férmula molecular C1oH16), enquanto que o padréo
de fragmentacéo serve para comparar com os dados constantes na biblioteca de
espectros de massas do computador. Uma vez feita a comparacédo, o computador
mostra as probabilidades quanto & identidade da substancia analisada®,

O equipamento (Figura 18) consta de um cromatografo, usualmente com
coluna capilar, uma interface para ligacdo dos dois sistemas, uma céamara de

ionizacdo onde os ions sdo formados, uma camara mantida sob vacuo onde ocorre
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a separacgdo destes e um sistema para a deteccao dos ions, acoplado a um sistema
de registro com um programa para a interpretacéo dos dados obtidos .
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Figura 18. Esquema de um cromatografo gasoso acoplado a um espectrdbmetro de

massa’>’,

O acopalmento GC/MS combina as vantagens de ambas técnicas: o alto
poder de resolucdo e a velocidade de analise do GC, enquanto que o MS prevé
identificacéo dos substancias e anélises quantitativas em nivel de ppb®.

Quando se usa indices de retencdo e espectros de massas, extraidos da
literatura especializada como a tabela descrita por Adams®°, ou das bases de dados
(NIST, Wiley, Adams, entre outras), e se comparam com O0S parametros
espectroscopicos e cromatograficos da substancia problema, a coincidéncia conduz
a um reconhecimento de sua estrutura, embora ndo haja uma identificacdo absoluta,
inequivoca®.

O uso da cromatografia gasosa acoplada ao espectrometro de massas
difundiu-se em todo mundo, de maneira que seus resultados sao aceitos nas mais
diversas instancias e aplicacdo do método acaba ocorrendo tanto na industria

quanto nos laboratérios de pesquisa®®°
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3.1. Amostra

Duas amostras de marcela (Achyrocline satureioides Lam DC.) foram
coletadas as 17 h, em um sitio, nas proximidades do Passo do Salso, na cidade de
Pelotas-RS, no Km 84/BR 392 no periodo de floracao em abril de 2008 e de 2009. O
local apresentava vegetacao rasteira, mato e capim, ndo havendo outro tipo de
vegetacdo ao redor, em cerca de 10 m. O dia estava nublado e a temperatura era

em torno de 25°C.

As plantas tinham cerca de 1 m de altura e foram coletadas com caule, folhas
e inflorescéncias, transportadas em sacos de estopa até ficarem armazenadas em
uma sala especifica para plantas no Departamento de Quimica Organica da
Universidade Federal de Pelotas. Apds, foram separadas as suas inflorescéncias e
uma excicata foi identificada no Herbariopel pertencente a Universidade Federal de

Pelotas.

As flores da marcela foram secas em estufa com controle de temperatura,
circulacdo e renovacao de ar (Marconi MA035), por sete dias seguidos a 40°C, ap0s
a secagem as amostras foram armazenadas, em sala especifica para plantas, no
Departamento de Bioquimica da Universidade Federal de Pelotas. A umidade foi
controlada a 20% (desumidificador ARSEC 160) e a temperatura mantida a 25°C.

3.2. Determinacédo da umidade

Para determinagcdo da umidade foram utilizados cerca de 3 g de
inflorescéncia da planta (balanca analitica - BIOPRECISA FA 2104A) e colocados
em estufa com controle de temperatura e com circulacao de ar durante 5 h, a 105°C,

em triplicata. Para isto, foram utilizados cadinhos de aluminio, previamente secos em
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estufa por 30 min a 105°C. As amostras foram retiradas da estufa, colocadas em
dessecador por 30 min e pesadas até peso constante.

3.3. Solventes, reagentes e padrdes cromatograficos

Os solventes hexano, etanol e dicloro-metano (LABSYNTH) foram
bidestilados, o reagente Na,SO,4 grau de pureza 99% (LABSYNTH) e os gases Hy,
N,, He e ar sintético, todos com grau de pureza 99,99%, fornecidos pela White
Martins. Os padrdes utilizados na cromatografia gasosa, hidrocarbonetos alifaticos

(Cy a Cyy), foram adquiridos da Supelco.

3.4. Extragdo com hidrodestilagao

Foram pesados cerca de 30 g de inflorescéncias das duas amostras de
marcela, colocadas separadamente em baldo com &gua destilada em aparelho para
extracdo por arraste de vapor do tipo Clevenger (Figura 17) por 4 h em triplicata.
ApOs extracdo, o Oleo obtido foi retirado do equipamento com o auxilio de
diclorometano e colocado em recipiente de vidro, seco com Na,SO, anidro e filtrado
para retirada deste. O 6leo seco foi colocado em recipiente de vidro com o auxilio de
pipeta de Pasteur pesado e armazenado em frasco a&mbar sob refrigeracdo até as

anélises cromatograficas®*’.
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Figura 19. Equipamento utilizado na hidrodestilacdo (Clevenger).

3.5. Extragdo com maceragéo

Para maceracao foram pesados 5 g de inflorescéncias da amostra de marcela
coletada em 2008, colocados em erlenmeyer de 1 L, adicionados 250 mL de hexano
ou etanol (propor¢cdo 1:50), coberto com rolha e papel aluminio, armazenados ao
abrigo da luz por 7 dias em triplicata, com agitacdo esporadica (Figura 18). Apds
este tempo, o extrato foi filtrado a vacuo, concentrado em evaporador rotatério
(Quimisul, modelo Q-344B2) até peso constante, colocado em frasco ambar sob
refrigeracdo até as anélises cromatograficas®’®. Estas propor¢des foram estimadas

de acordo com trabalhos anteriores realizados pelo grupo de pesquisa e por artigos
27,38,41,42,57,58

referentes as mesmas extragoes

Figura 20. Extragdo por maceracao das inflorescéncias da marcela.
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3.6. Extragcdo com Soxhlet

Foram pesados 5 g de inflorescéncias de marcela coletadas em 2008,
colocados em cartuchos de papel filtro e, submetidos a extracdo com Soxhlet (Figura
19), com 250 mL de hexano ou etanol (proporgéo 1:50) durante 4 h em triplicata.
ApoOs este tempo, o extrato foi filtrado a vacuo, concentrado em evaporador rotatorio
até peso constante, colocado em frasco ambar sob refrigeracdo até as analises

cromatogréficas>*.

Figura 21. Extragdo com Soxhlet das inflorescéncias da marcela.

3.7. Extracdo com banho ultrassénico

Para a extracdo com ultrassom foram pesados 5 g de inflorescéncias da
amostra de marcela coletada em 2008, colocados em erlenmeyer de 1 L,
adicionados 250 mL de hexano ou etanol (proporcdo 1:50) e coberto com rolha e
papel aluminio. O equipamento utilizado foi um banho ultrassénico (UNIQUE - USC
1800 A), com 40 KHz de frequiéncia, 120 W de poténcia, mantido a 30°C durante 90
min em triplicata (Figura 20). ApOs este tempo, o extrato foi filtrado a vacuo,
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concentrado em evaporador rotatdrio até peso constante, colocado em frasco ambar
41-44

sob refrigeracdo até as andlises cromatograficas

Figura 22. Extracao por ultrassom das inflorescéncias da marcela.

3.8. Extragdo com sonda ultrassonica

Foram pesados 5 g de inflorescéncias de marcela coletadas em 2008,
colocados em um bécker de 1 L e, submetidos a extragdo com sonda ultrassénica
(SONICS VIBRACELL), amplitude 27%, processador ultrassonico poténcia 500 W
(Figura 21), com 250 mL de hexano ou etanol (propor¢éo 1:50), durante 1h e 30 min
(com intervalos de 5 min a cada 30 min), em triplicata. Apds este tempo, o extrato foi
filtrado a vacuo concentrado em evaporador rotatorio até peso constante, colocado

em frasco ambar sob refrigeracéo até as analises cromatograficas*.

Figura 23. Extracdo com sonda ultrassonica das inflorescéncias da marcela.
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3.9. Cromatografia gasosa com detector de ionizagcdo em chama (GC/FID)

As andlises cromatograficas foram realizadas no equipamento GC/FID
(Schimadzu 2014), equipado com um detector de ionizagdo em chama utilizando-se
de uma coluna capilar de silica fundida DB-5 (30 m x 0,25 mm x 0,25 uym), e a
seguinte programacéao de temperatura: o forno a 60°C aquecendo a uma taxa de 3°C
min?, até 250°C, depois a 10°C min* até 280°C, permanecendo por 20 min;
temperaturas do injetor e detector a 280°C; raz&o split 1:10; gas de arraste Nj/ar
sintético (89,8 kPa). As solucdes dos extratos foram preparadas a 1000 mg L™ e as
solucées dos padrdes de n-alcanos, a 100 mg L™, em hexano, sendo injetados 1 pL
de cada. Os constituintes quimicos foram identificados por comparacao do indice de
retencdo de Kovats, utilizando-se uma solucdo padrdo de hidrocarbonetos Cq a Cy4
e, com dados da literatura®°.

3.10. Cromatografia gasosa acoplado com espectrometria de massas (GC/MS)

As analises cromatograficas foram realizadas num cromatdgrafo gasoso
acoplado a um espectrobmetro de massas (GC/MS - Shimadzu QP 2010 plus),
equipado com duas colunas capilares, uma de silica fundida DB-5 (30 m x 0,25 mm
x 0,25 um) e outra de polietilenoglicol, Carbowax HP 20M (30 m x 0,25 mm x 0,25
pgm). Com a coluna DB-5 foi usada a mesma programacéo do GC/FID e com a
Carbowax a programacao foi a seguinte: iniciando em 40°C, aquecendo a 3°C min™
até 220°C, permanecendo por 20 min, a interface permaneceu 280°C; razédo de split
1:10; gas de arraste He (57,5 kPa); fluxo 1,0 mL min™; energia de ionizagéo 70 eV.
As solucdes dos extratos analisados e o0 volume injetado foram 0s mesmos
utilizados na andlise do GC/FID. Os constituintes quimicos foram identificados por
comparacao de seus espectros de massas com aqueles das bibliotecas Wiley e

NIST do equipamento. O 6leo essencial da marcela coletada em 2008 foi analisado
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num equipamento GC/MS - Shimadzu 5050A, mas mantendo a mesma

programacao e usando também as mesmas colunas capilares.
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RESULTADOS E DISCUSSAO
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4.1. Teor de umidade

A média do teor de umidade foi determinada em 7,8%, realizado em triplicata.
Este valor se encontra dentro do estabelecido pela Organizacdo Mundial de Saude
(WHO), para drogas vegetais. Tendo como matriz as flores, o resultado encontra-se
adequado, visto que uma porcentagem de umidade superior pode causar

deterioracdo por contaminacao bacteriana e transformacdes quimicas.

4.2. Rendimento da hidrodestilacao

O Oleo extraido apresentou-se com aspecto viscoso, de cor amarelo claro,
conforme a Figura 24. Os volumes dos 0Oleos essenciais das amostras de marcela
coletadas em abril de 2008 e de 2009, obtidos por hidrodestilacdo, foram
respectivamente 0,12 + 0,02 mL e 0,15 + 0,01 mL, representando um rendimento de

0,46 + 0,08% e 0,54 + 0,08% (v/p) em base seca.

Figura 24. Detalhe do 6leo essencial extraido por Clevenger

Pode-se observar que ndo houve variacao significativa na quantidade de 6leo
obtido para as duas amostras, indicando que na mesma época de floracdo o

rendimento do 6leo ndo sofreu alteracdo de um ano para outro.

Gillij e colaboradores®® extrairam o 6leo essencial da Achyrocline satureioides
Lam DC. com a finalidade de investigar a acao repelente, sem descrever o
rendimento do 6leo. Entretanto, Retta e colaboradores® analisando o 6éleo essencial
de outra espécie de Achyrocline (Achyrocline flaccida (Weinm.) DC.) coletada na
Argentina, encontraram uma avaliacdo semelhante em rendimento (0,1 a 0,8% v/p

em base seca).
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4.3. Rendimento das extragcdes com solventes organicos

4.3.1. Extracdo com hexano

Os rendimentos dos extratos das amostras de marcela coletadas em abril de
2008, obtidos por maceragdo, Soxhlet, banho e sonda ultrassdnicos sé&o
apresentados na Tabela 3.

Tabela 3. Rendimento em massa (g) dos extratos obtidos na extracdo com hexano

das inflorescéncias da marcela coletas em 2008.

Tipo de extracédo 1 2 3 Média DPR
Maceracgéao 0,253g 0,251g 0,279g 0,261g¢g 5,985
Soxhlet 0,298g 0,284g 0,264g 0,282¢g 6,056

Banho Ultrassonico 0,161g 0,154g 0,149g 0,155¢ 3,897

Sonda Ultrass6nica 0,139g 0,127g 0,149g 0,138¢g 7,963

1,2,3=triplicata; DPR=desvio padréo relativo

Observando-se os resultados apresentados na Tabela 3, verificou-se que a
extracdo por Soxhlet obteve um maior rendimento em relacdo a todos os outros
métodos. Entre o Soxhlet e a maceracédo a diferenca entre os rendimentos néo foi
significativa, como também entre o banho e a sonda ultrassdnicos, apesar de que
estes dois Ultimos métodos tiveram uma diferenca bem significativa em relacdo aos

dois primeiros.

No levantamento bibliografico realizado ndo foi encontrado nenhum trabalho
da marcela com extrato hexanico, portanto, ndo foi possivel uma comparacdo de
trabalhos com o0 mesmo material vegetal e solvente extrativo. Em relacdo a outras
plantas, Rodrigues® comparou os métodos extrativos maceracdo, Soxhlet e banho
ultrassénico da manjerona e orégano com hexano e obteve um rendimento maior

para o Soxhlet em comparagado aos outros métodos.



63

Para Melecchi e colaboradores*’, também foi obtido um rendimento maior
para extracao das flores do Hibiscus tiliaceus (L.) utilizando Soxhlet em comparacgao
com ultrassom, maceracédo, fluido supercritico e liquido pressurizado com hexano

como solvente extrativo.

Em outro estudo, Jacques e colaboradores* realizaram uma comparacédo de
rendimento dos extratos das folhas da llex paraguariensis (erva-mate) extraidas por
maceracao e ultrassom com hexano, demonstrando o primeiro método ter um maior

rendimento em relacdo ao segundo.

Estes resultados demonstram concordancia com o rendimento encontrado
para Achyrocline satureioides (Lam), utilizando os métodos descritos e também o

hexano como solvente extrativo.

4.3.2. Extragao com etanol

Os rendimentos dos extratos das amostras de marcela coletadas em abril de
2008, obtidos por maceracéo, Soxhlet, banho e sonda ultrassénicos com etanol séo

apresentados na Tabela 4.

Tabela 4. Rendimento em massa (g) dos extratos obtidos na extracdo com etanol
das inflorescéncias de marcela coletas em 2008.

Tipo de extracédo 1 2 3 Média DPR
Maceracgéao 0,606 g 0,644g 0,588g 0,613¢g 4,666
Soxhlet 1,129g 0,996g 1,059g 10619 6,269

Banho Ultrassonico 0,306 g 0,334g 0,312g 0,317g¢g 4,646

Sonda Ultrass6nica 0,375g 0,364g 0,325g 0,355¢g 7,408

1,2,3=triplicata; DPR=desvio padréo relativo

De acordo com os resultados, verificou-se que, do mesmo modo, a extracédo
por Soxhlet obteve um rendimento superior aos outros métodos utilizando etanol

como solvente extrativo. Comparando-se o Soxhlet a maceracao, observa-se quase
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o dobro de rendimento do primeiro em relagdo ao segundo, demonstrando uma
diferenga significativa na extracdo dos constituintes quimicos. Igualmente ocorreu
entre a maceracao e a sonda ultrassonica, sendo o primeiro mais eficiente que o
segundo. Em relacdo a extracdo entre banho e sonda ultrassénicos, nota-se que néo
houve diferenga significativa, e diferentemente da extracdo com hexano, o banho

ultrassdnico obteve um rendimento inferior a todos 0s outros.

Alguns autores que estudaram a A. satureioides (Lam) realizaram a extragao
com etanol e verificaram o rendimento e a concentragcdo dos constituintes. Um
exemplo é o trabalho de Pereira e colaboradores®’ que estudaram a extracdo com
etanol das folhas da marcela, utilizando centrifuga, Soxhlet, hidrodestilacao,
ultrassom, extracdo com fluido supercritico e a baixa pressao. Obtiveram um maior
rendimento para extracdo a baixa pressao, seguido por Soxhlet, comprovando que
este método pode ndo ser o melhor na extracdo dos constituintes quimicos das
folnas da marcela, mas se mostra eficiente na obtencdo de rendimentos elevados

para esta planta.

Ruffa e colaboradores?’ analisaram o rendimento de 5 g das inflorescéncias
da marcela extraidas com 40 mL de metanol (propor¢do 1:8) e obtiveram um
rendimento cerca de 6 vezes menor através da extracdo por maceracao, portanto,
muito inferior ao encontrado neste trabalho. Este resultado comprova que a
guantidade de solvente utilizada é relevante, pois pode-se retirar mais substancias
guimicas com maior quantidade de liquido extrator. Mesmo sendo o metanol um
pouco mais polar que o etanol demonstra que a pouca diferenca de polaridade néo é

significativa para uma maior extragéo destas substancias.

Em relacdo a outras plantas, Rodrigues® analisou o rendimento dos extratos
obtidos por maceragéo, Soxhlet e banho ultrassdnico da manjerona e orégano com

etanol e igualmente comprovou maior rendimento para o método de Soxhlet.

4.3.3. Consideracdes gerais em relacdo aos métodos extrativos e aos

solventes organicos utilizados
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Deve-se levar em consideracdo uma série de fatores para extracdo de
substancias quando se utiliza plantas, tais como: caracteristicas do material vegetal
(folha, flor, raiz...), o seu grau de divisdo, 0 meio extrator (solvente) e a metodologia
extrativa. Além disso, de acordo com a finalidade do extrato, deve-se avaliar o
objetivo e a eficiéncia da extracdo, a estabilidade das substancias extraidas e o
custo do método”®.

No processo extrativo leva-se em conta a agitacdo, a temperatura e o tempo
de extracdo que também dependem, em grande parte, de fenébmenos de difusédo e
de renovagao do solvente em contato com as substancias a dissolver, visto que,
estes fatores desempenham um papel de grande influéncia na velocidade da
dissolucao®.

O tempo de extracdo pode variar em funcéo da rigidez do tecido do material
vegetal e do seu estado de divisdo, da natureza das substancias a extrair, do
solvente, temperatura e agitacdo. Igualmente, a temperatura € de grande
importancia, pois provoca um aumento da solubilidade de qualquer substancia,
motivo pelo qual os métodos de extracdo a quente sdo sempre mais rapidos do que
aqueles realizados a temperatura ambiente, desde que as substancias ndo sejam

instaveis em altas temperaturas®.

Na Figura 25 encontra-se a comparacao dos rendimentos obtidos com todos

0s métodos extrativos e 0s solventes organicos utilizados.
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Figura 25. Comparagdo entre os métodos maceracdo, Soxhlet, banho e sonda

ultrassonicos, utilizando etanol e hexano.
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Com relagéo ao solvente organico utilizado pode-se observar um rendimento
maior na extracdo com etanol comparado ao hexano para todos 0s métodos
estudados. Isto se justifica pela maior polaridade em relacdo ao hexano, pois, um
grande numero de constituintes presentes na marcela possui afinidade com este
solvente, como as classes dos flavonoides, pigmentos, ceras, taninos, inclusive

substancias sem interesse farmacoldégico.

A pouca diferenca de rendimento encontrado entre os métodos de Soxhlet e
maceracao utilizando hexano como solvente extrativo, provavelmente, é porque este
solvente é totalmente apolar e ndo extrai muito mais substancias da planta e, que
mesmo empregando o fator temperatura, no caso da extragao por Soxhlet, este nao
teve uma influéncia muito maior para extracdo. Outro fator pode ter sido devido ao
solvente permanecer em contato com a planta por mais tempo e, considerando o
tipo de material vegetal (inflorescéncias), que é uma estrutura fragil e muito
permeavel, ndo necessita de condicbes drasticas para extracao, sendo a maceragao
suficiente para extrair as substancias com afinidade ao hexano, ndo necessitando da
temperatura, que pode promover a degradacdo dos constituintes da planta e

favorecer a formacéo de artefatos.

A diferenga significativa entre banho e sonda ultrassonico em relagdo aos
outros métodos para os dois solventes extrativos, demonstra que estes ndo foram
eficientes na extracdo da planta, pois um fator que pode ter causado a influéncia no
processo é o tempo de extracdo. Segundo Hemwiimol e colaboradores®®, a
comparacao entre maceracdo e banho ultrassénico comprovou-se mais eficiente
para o segundo método devido ao fato da execucdo um tempo de 90 min, bem
inferior, para maceracdo e de tempo igual para ultrassom. Além disso, os autores
utilizaram as raizes da Morinda citrifolia para o estudo, que € um material vegetal
mais resistente e ndo tdo permeaveis como as inflorescéncias, tendo as condicdes

do ultrassom uma influéncia significativa.

Yang e colaboradores* estudaram maceracdo e banho ultrassénico e
obtiveram um rendimento superior ao segundo método, devido a renovacdo do
solvente no banho ultrassonico, o qual usou 3 tempos de 30 min e apenas 6 h para

maceracao.
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Na comparacgdo entre os métodos banho e sonda ultrassonicos, estes néo
tiveram uma diferenca significativa indicando que, neste estudo, a sonda néo teve
influéncia no processo extrativo. O que se pode notar € um rendimento um pouco
maior da sonda em relacdo ao banho apenas para extracdo com etanol,
demonstrando que houve uma pequena diferenca na capacidade extrativa devido ao
tipo de solvente empregado, sendo influenciado pelo método de extragéo.

4.4. Andalise cromatografica

4.4.1. Extracao por hidrodestilagdo

O dleo essencial obtido, tanto na amostra de marcela coletada em 2008
quanto na amostra de 2009, apresentaram o mesmo perfil quimico na analise
cromatografica em GC/MS e em GC/FID. A Tabela 5 apresenta a relacdo dos
principais constituintes quimicos identificados com base nos padrdes de n-alcanos
(C9-C24) visando a determinacdo do indice de Kovats em coluna DB-5 no GC/FID e
colunas DB-5 e Carbowax no GC/MS, confirmando estas substancias com base nos
espectros de massas da biblioteca Wiley e NIST.

A concentracdo das substancias encontradas na amostra de marcela foi
calculada em relacdo a area normalizada dos picos. Essa concentracdo ndo é

expressa em massa, mas sim porcentagem em area.
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Tabela 5. Relagéo das substancias identificadas no éleo essencial obtidos por hidrodestilagdo da amostra de marcela coletada
em 2008 e 2009, submetidos a GC/MS e GC/FID.

IK C Similaridade
Pico Substéancia* FM T retencdo (min) calculado IK (%) (%)

1 2 1 2 literatura 1 2 1 2
1 a.-COpaeno CisH24 21,97 21,94 1379 1379 1377 12,56 17,44 95 96
2 trans-cariofileno CisHzs 23,83 23,73 1422 1423 1419 12,37 23,18 95 96
3 aromadendreno CisHo4 24,63 24,52 1442 1442 1441 3,66 4,71 91 96
4 o-humuleno CisHo4 25,23 25,11 1457 1457 1455 7,60 9,26 96 94
5 alloaromadendreno CisHz4 25,53 25,41 1464 1464 1460 2,22 2,88 92 92
6 germacreno-D CisHo4 26,15 26,05 1479 1479 1485 5,07 2,69 90 90
7 B-selineno CisHo24 26,57 26,43 1490 1489 1490 4,46 2,06 90 90
8 a-muuroleno CisHz4 27,11 26,79 1503 1503 1500 3,35 2,02 90 90
9 y-cadineno CisHaz4 27,67 27,54 1517 1517 1514 5,87 3,35 90 92
10 d-cadineno CisHz4 28,02 27,91 1526 1526 1523 3,66 281 86 82
11 oxido de cariofileno  CisH24O 30,42 30,21 1587 1587 1583 39,19 29,60 92 94

* Substancias identificadas com base nos padres cromatograficos de n-alcanos (C9-C24) no GC/FID em coluna DB-5 e, confirmadas com base nos
espectros de massas da biblioteca Wiley e NIST do GC/MS; C%: Concentracdo calculada em relacdo a area normalizada; IK: indice de Kovats; 1:

amostra coletada em 2008; 2: amostra coletada em 2009.
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Com base nos resultados apresentados na Tabela 5 pode-se notar a
presenca somente de hidrocarbonetos sesquiterpenos e apenas um sesquiterpeno
oxigenado (O6xido de cariofileno). As estruturas quimicas das principais substancias

estdo apresentadas na Figura 26.

P

Oxido de cariofileno a-copaeno trans-cariofileno

Figura 26. Estruturas quimicas dos principais constituintes encontrados no 6leo

essencial da marcela.

Observando-se o cromatograma do 6leo essencial, via GC/MS da amostra 1
(Figura 27), o constituinte majoritario € o 6xido de cariofileno, seguido do a-copaeno

e trans-cariofileno.

TIC * 1.0

50+

Figura 27. Cromatograma do ion total (TIC) obtido via GC/MS, coluna DB5, do 6leo

essencial da marcela, coletada em 2008. Condicdes de andlise: 60°C - 3°C min™ - 250°C —
10°C min™- 280°C (20 min). Identificacdo dos picos: ver Tabela 5.
Para a amostra 2 (Figura 28), igualmente o constituinte majoritario é o Oxido de

cariofileno, seguido pelo trans-cariofileno e a-copaeno. As diferencas que se
observam nas concentracbes em area, provavelmente sdo devido ao fato que as

amostras foram analisadas em equipamentos diferentes, pois nao sao significativas.
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A Figura 28 apresenta os espectros de massas das principais substancias

encontradas no 6leo essencial da marcela.
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Figura 28. Cromatograma do ion total (TIC) obtido via GC/MS, coluna DB5, do 6leo
essencial da marcela, coletada em 2009. Condicdes de andlise: 60°C - 3°C min™ - 250°C —

10°C min™ - 280°C (20 min). Identificacéo dos picos: ver Tabela 5.
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Figura 29. Espectro de massas dos principais constituintes quimicos encontrados no

6leo essencial da marcela analisados por GC/MS, coluna DB-5. Condi¢cdes de andlise:
60°C - 3°C min™ - 250°C — 10°C min™ - 280°C (20 min). Identificacéo dos picos: ver Tabela 5.
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Estes resultados né&o estdo de acordo com os encontrados para Gillij e
colaboradores'® que relatam o estudo do 6leo essencial das inflorescéncias da
marcela com o objetivo de investigar a repeléncia aos mosquitos. Foi encontrado,
como constituinte majoritario, o trans-cariofileno e cerca de 3 vezes menor, 0 -
copaeno, sendo o oxido de cariofileno encontrado em uma concentracdo cerca de
26 vezes menor do que o primeiro substancia. Além disso, ndo foram encontrados

0s sesquiterpenos allo-aromadendreno, germacreno-D, a-muuroleno e B-selineno.

Em comparacéo com o trabalho de Retta e colaboradores®, os constituintes
majoritarios de outra espécie do Género Achyrocline, a Achyrocline flaccida
(Weinm.), foram a-pineno, apés, p-cariofileno com cerca de metade da concentragédo
do primeiro. O oOxido de cariofileno, constituinte principal da A. satureiodes (Lam)
neste estudo, foi encontrado em torno de 100 vezes menor do que a primeira

substancia.

Essa diferenca entre 0s constituintes estid associada a fatores como
sazonalidade, ciclo de crescimento vegetativo, temperatura, disponibilidade hidrica,
radiacdo ultravioleta, nutrientes do solo, altitude, poluicdo atmosférica, inducao por
estimulos mecanicos e o ataque de patdégenos, além da localizacdo geografica e

tempo de colheita®.

4.4.2. Extracdo por maceragdo com hexano

A Tabela 6 apresenta a relacdo dos principais constituintes encontrados na
amostra de marcela coletada em 2008 extraidos por macera¢do com hexano. Esses
constituintes foram identificados com base nos padrdes de n-alcanos (C9-C24)
visando & determinac&o do indice de Kovats em coluna DB-5 no GC/FID e colunas
DB-5 e Carbowax no GC/MS, confirmando estes substancias com base nos
espectros de massas da biblioteca Wiley e NIST. A concentracdo das substancias
encontradas na amostra de marcela foi calculada em relagédo a area normalizada dos

picos, expressa em porcentagem em area.
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Tabela 6. Relagao das substancias identificadas no extrato da marcela coletado em
2008, obtidos por maceracao, submetidos a GC/FID e GC/MS.

Pico T retencéo IK IK C Substancia* FM Similaridade
(min) calculado Adams (%)
1 5,36 934 939 22,87 o-pineno CioHis 96%
2 22,00 1378 1377 13,30 a-copaeno CisHaa 94%
3 23,80 1422 1419 40,12 trans-cariofileno  CisHy4 95%
4 25,18 1457 1455 14,25 o-humuleno CisHaq 95%
5 27,98 1526 1523 9,46 §-cadineno CisHos 90%

* Substancias identificadas com base nos padrdes cromatograficos de n-alcanos (C9-C24) no GC/FID
em coluna DB-5 e, confirmadas com base nos espectros de massas da biblioteca Wiley e NIST do

GCIMS; C%: Concentracéo calculada em relacdo a area normalizada; IK: indice de Kovats.

Observando-se o0s resultados da Tabela 6 verifica-se a presenca de
hidrocarbonetos sesquiterpenos e um monoterpeno (o-pineno). A Figura 30
apresenta o cromatograma via GC/MS da amostra de marcela extraida por
maceracdo com hexano, coletada em 2008, cujo constituinte majoritario € o trans-

cariofileno (40,12%), seguido do a-pineno (22,87%).
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Figura 30. Cromatograma do ion total (TIC) obtido via GC/MS, coluna DB-5, do
extrato obtido por maceracdo com hexano da amostra de marcela, coletada em
2008. Condicdes de andlise: 60°C - 3°C min™ - 250°C — 10°C min™ - 280°C (20 min). Identificacéo

dos picos: ver Tabela 6.
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No estudo realizado nao foi encontrado nenhum trabalho referente a extracéo
por maceragao utilizando hexano como solvente extrativo com o objetivo de
identificacdo dos constituintes para nenhuma espécie de Achyrocline, portanto, ndo

foi possivel uma comparacéao.

4.4.3. Extracdo por Soxhlet com hexano

A relagdo dos principais constituintes encontrados na amostra de marcela
coletada em 2008, extraidos por Soxhlet com hexano, estdo apresentados na Tabela
7. Esses constituintes foram identificados com base nos padrbes de n-alcanos (C9-
C24) visando a determinacdo do indice de Kovats em coluna DB-5 no GC/FID e
colunas DB-5 e Carbowax no GC/MS, confirmando estes substancias com base nos
espectros de massas da biblioteca Wiley e NIST. A concentracdo das substancias
encontradas na amostra de marcela foi calculada em relacéo a area normalizada dos

picos, expressa em porcentagem em area.

Tabela 7. Relagdo das substancias identificadas no extrato obtido por Soxhlet com

hexano da amostra de marcela, coletada em 2008.

Pico T retencéo IK IK C Substancia* FM Similaridade
(min) calculado Adams (%)
1 21,96 1378 1377 13,47 a-copaeno CisHos 90%
2 23,75 1422 1419 56,69 trans-cariofileno CisHos 92%
3 25,13 1457 1455 18,01 a-humuleno CisHa 90%
4 27,94 1526 1523 11,83 d—cadineno CisHa4 85%

* Substancias identificadas com base nos padr6es cromatograficos de n-alcanos (C9-C24) no
GC/FID em coluna DB-5 e, confirmadas com base nos espectros de massas da biblioteca Wiley e

NIST do GC/MS; C%: Concentracéo calculada em relacdo a area normalizada; IK: indice de Kovats.
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Pode-se observar na Tabela 7 que os constituintes encontrados foram apenas
hidrocarbonetos sesquiterpenos. A Figura 31 apresenta o cromatograma via GC/MS
da amostra de marcela extraida por Soxhlet com hexano, coletada em 2008, cujo
constituinte majoritario € o trans-cariofileno (56,69%), seguido do o-humuleno
(18,01%).
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Figura 31. Cromatograma do ion total (TIC) obtido via GC/MS, coluna DB-5, do

extrato obtido por Soxhlet com hexano da amostra de marcela, coletada em 2008.
Condicdes de analise: 60°C - 3°C min™ - 250°C — 10°C min™ - 280°C (20 min). Identificagdo dos picos:

ver Tabela 7.

No estudo realizado nao foi encontrado nenhum trabalho referente a extracéao
por Soxhlet, utiizando hexano como solvente extrativo com o objetivo de
identificacdo dos constituintes para nenhuma espécie de Achyrocline, portanto, ndo

foi possivel uma comparacéao.

4.4.4. Extracdo por banho ultrassénico com hexano

A relacdo dos principais constituintes encontrados na amostra de marcela
coletada em 2008, extraidos por banho ultrassénico com hexano, estdo apresentados
na Tabela 8. Esses constituintes foram identificados com base nos padrbes de n-

alcanos (C9-C24) visando a determinacéo do indice de Kovats em coluna DB-5 no
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GCI/FID e colunas DB-5 e Carbowax no GC/MS, confirmando estes substancias com

base nos espectros de massas da biblioteca Wiley e NIST.

A concentracdo encontrada na amostra de marcela foi calculada em relacdo a

area normalizada dos picos, expressa em porcentagem em area.

Tabela 8. Relagdo das substancias identificadas no extrato obtido por banho

ultrassdnico com hexano para amostra de marcela, coletada em 2008.

Pico T retencéo IK IK C Substancia* FM Similaridade
(min) calculado Adams (%)
1 5,36 934 939 2,05 a-pineno CioH1s 92%
2 18,80 1300 1300 3,01 tridecano CisHag 92%
3 22,00 1379 1377 17,64 o-copaeno CisHas 93%
4 22,97 1400 1400 2,77 tetradecano C14H3o 92%
5 23,80 1423 1425 47,11 trans-cariofileno  CysHy, 96%
6 25,18 1457 1455 16,61 o-humuleno CisHa 96%
7 27,98 1526 1523 10,81 §-cadineno CisHazs 91%

* Substancias identificadas com base nos padrdes cromatogréaficos de n-alcanos (C9-C24) no GC/FID
em coluna DB-5 e, confirmadas com base nos espectros de massas da biblioteca Wiley e NIST do

GCIMS; C%: Concentracéo calculada em relacdo a area normalizada; IK: indice de Kovats.

Pode-se observar na Tabela 8 que os constituintes encontrados foram
hidrocarbonetos sesquiterpenos e um monoterpeno (oa-pineno), além de 2
hidrocarbonetos saturados (Ci3 e Cy14). A Figura 32 apresenta o cromatograma via
GC/MS da amostra de marcela extraida por banho ultrassénico com hexano,
coletada em 2008, cujo constituinte majoritario € o trans-cariofileno (47,11%),

seguido do a-copaeno (17,64%).
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Figura 32. Cromatograma do ion total (TIC) obtido via GC/MS, coluna DB-5, do

extrato obtido por banho ultrassénico com hexano da amostra de marcela, coletada
em 2008. Condicées de andlise: 60°C - 3°C min™ - 250°C — 10°C min™ - 280°C (20 min).

Identificagéo dos picos: ver Tabela 8.

No estudo realizado nao foi encontrado nenhum trabalho referente a extracao
por banho ultrassénico utilizando hexano como solvente extrativo com o objetivo de
identificacdo dos constituintes para nenhuma espécie de Achyrocline, portanto, ndo

foi possivel uma comparacéo.

4.4.5. Extracao por sonda ultrass6nica com hexano

A relacdo dos principais constituintes encontrados na amostra de marcela
coletada em 2008, extraidos por sonda ultrassdnica com hexano, estdo apresentados
na Tabela 27. Esses constituintes foram identificados com base nos padrbes de n-
alcanos (C9-C24) visando & determinacdo do indice de Kovats em coluna DB-5 no
GC/FID e colunas DB-5 e Carbowax no GC/MS, confirmando estes substancias com

base nos espectros de massas da biblioteca Wiley e NIST.

A concentracdo das substancias encontradas na amostra de marcela foi
calculada em relacdo a area normalizada dos picos, expressa em porcentagem em

area.
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A Tabela 9 apresenta o0s constituintes encontrados como sendo

hidrocarbonetos sesquiterpenos e apenas um monoterpeno (o-pineno).

Tabela 9. Relagdo das substancias identificadas no extrato obtido por sonda

ultrassdnica com hexano para a amostra de marcela, coletada em 2008.

Pico Tretencéo IK IK C Substancia* FM Similaridade
(min) calculado Adams (%)
1 5,37 935 939 23,25 a-pineno CioH16 93%
2 22,00 1379 1377 16,02 a-copaeno CisHas 95%
3 23,79 1422 1419 37,94 trans-cariofileno  CysHo4 96%
4 25,17 1457 1455 12,73 a-humuleno CisHos 96%
5 27,98 1526 1523 10,06 §-cadineno CisH2a 92%

* Substancias identificadas com base nos padrdes cromatogréaficos de n-alcanos (C9-C24) no GC/FID
em coluna DB-5 e, confirmadas com base nos espectros de massas da biblioteca Wiley e NIST do

GCIMS; C%: Concentracéo calculada em relacdo a area normalizada; IK: indice de Kovats.

Na Figura 33 esta representado o cromatograma via GC/MS da amostra de
marcela extraida por banho ultrassénico com hexano, coletada em 2008.
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Figura 33. Cromatograma do ion total (TIC) obtido via GC/MS, coluna DB-5, do
extrato obtido por sonda ultrassdnica com hexano da amostra de marcela, coletada
em 2008. Condicées de andlise: 60°C - 3°C min™ - 250°C — 10°C min™ - 280°C (20 min).

Identificagé@o dos picos: ver Tabela 9.
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Observando-se o cromatograma da Figura 33, verifica-se que o constituinte

majoritario é o trans-cariofileno (37,94%), seguido do a—pineno (23,25%).

No estudo realizado nao foi encontrado nenhum trabalho referente a extracéao
por sonda ultrassoénica utilizando hexano como solvente extrativo com o objetivo de
identificacdo dos constituintes para nenhuma espécie de Achyrocline, portanto, ndo

foi possivel uma comparacéao.

4.4.6. Consideracdo geral da analise cromatogréafica em relacdo aos métodos

extrativos

As condi¢cdes ambientais, como temperatura, luminosidade, sazonalidade e
umidade relativa atuam diretamente em processos como a fotossintese e a
respiracdo, podendo influenciar indiretamente a producdo de metabdlitos
secundarios, alterando a composicdo e concentracdo dos constituintes das plantas.
Outros fatores também podem influenciar na composicao quimica dos extratos, tais
como: tipo de cultivo, ciclo de crescimento vegetativo, a disponibilidade hidrica, a
radiacdo ultravioleta, os nutrientes do solo, a altitude, a poluicdo atmosférica, além

da localizagéo geogréfica, tempo de colheita®®.

Além disso, as plantas respondem diferentemente as condi¢cdes ambientais
que |lhe sdo impostas, através de mecanismos de controle da rota biossintética,
podem favorecem a producdo de determinados constituintes, dependendo de suas

necessidades®®.

Contudo, o Oleo essencial da marcela coletada em 2008 (amostra 1)
apresentou grande semelhanca em relacdo ao 6leo da amostra de marcela coletado
em 2009 (amostra 2). Pode-se notar uma pequena diferenca apenas na
concentragcédo dos constituintes como, por exemplo, o trans-cariofileno com 12,37%
na amostra 1 e 23,18% na amostra 2; e oxido de cariofileno com 39,19% na amostra

1 e 29,60% na amostra 2.
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O Oxido de cariofleno foi encontrado somente na extragdo por
hidrodestilagao, isto € possivel devido ao fato do vapor d’agua possibilitar a maior
difusdo através das membranas do material vegetal e, desse modo, extrair a

substancia oxigenada.

Os extratos cromatografados foram apenas 0s hexéanicos, visto que, 0s
metandlicos apresentam grande polaridade de seus constituintes, havendo a

necessidade do procedimento de derivatizacdo das amostras.

Os resultados observados nos cromatogramas de cada andlise, com o
solvente hexano, demonstram grande similaridade em relagdo aos constituintes
quimicos extraidos das inflorescéncias da A. satureioides (Lam). Na Tabela 10 estao

0s compostos identificados por cada tipo de processo extrativo.

Tabela 10. Relagdo dos compostos identificados nos extratos da marcela obtidos por
maceracao, Soxhlet, banho e sonda ultrassénicos submetidos & GC/FID e GC/MS.

Composto* Maceracdo Soxhlet Banho ultra. Sonda ultra.

(C%) (C %) (C%) (C%)

a-pineno 22,87 2,05 23,25
tridecano 3,01

o-copaeno 13,30 13,47 17,64 16,02
tetradecano 2,77

trans-cariofileno 40,12 56,69 47,11 37,94

o-humuleno 14,25 18,01 16,61 12,73

§-cadineno 9,46 11,83 10,81 10,06

* Compostos identificados com base nos padrdes cromatogréaficos de n-alcanos (C9-C24) no GC/FID
em coluna DB-5 e, confirmados com base nos espectros de massas da biblioteca Wiley e NIST do

GC/MS; C%:Concentracao calculada em relagdo a area normalizada.

Um exemplo é a presenca de sesquiterpenos, onde a substancia majoritaria é

o trans-cariofileno. No entanto, algumas diferencas podem ser notadas em
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comparacao aos meétodos extrativos. Pode-se observar a existéncia de a-pineno, um
monoterpeno, em todas as extragbes, com excecdo do método Soxhlet.
Provavelmente, o0 aquecimento possa ter causado formagdo de reacdes
secundérias, uma degradacdo ou a perda por volatilizacdo desta substancia, visto
que, igualmente, no processo de hidrodestilacdo, o qual utiliza aquecimento, 0 o-

pineno também nao foi encontrado.
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Capitulo 5

CONCLUSOES

A partir dos resultados apresentados e discutidos nos capitulos anteriores, foram elaboradas as seguintes
conclus6es sobre o trabalho desenvolvido:

a) Pode-se concluir que as técnicas extrativas foram eficientes no que se
refere & extracdo dos constituintes quimicos das inflorescéncias da Achyrocline
satureioides (Lam).

b) Com relacdo ao rendimento dos extratos, observou-se uma similaridade
entre a extrac@o do 6leo essencial extraido das inflorescéncias coletadas em 2008 e
2009. As extracdes realizadas com etanol obtiveram um rendimento superior as
extracbes com hexano.

c) O método extrativo Soxhlet mostrou-se mais eficiente na extragdo com
hexano e com etanol em comparacao aos demais métodos.

d) As substancias quimicas extraidas a partir da hidrodestilacdo no ano de
2008 e 2009 mostraram grande semelhanca quimica, havendo variagcdo apenas na
concentracdo dos constituintes principais. Foram extraidas 11 substancias, sendo o
constituinte majoritario o 6xido de cariofileno com concentracéo de 39,19 e 29,60 %
respectivamente na amostra 1 e 2; ap0s observou-se o a-copaeno com 12,56% para
a mostra 1 e o trans-cariofileno para a amostra 2 com 23,18%.

e) Sobre os métodos extrativos se observou que para maceracdo e sonda
ultrassbnica foram identificadas as substancias o-pineno, a-copaeno, trans-
cariofileno, a-humuleno e §-cadineno; para o método Soxhlet obteve-se a-copaeno,
trans-cariofileno, a-humuleno, 3-cadineno; no banho ultrassonico foram identificadas
as substancias a-copaeno, tridecano, trans-cariofileno, tetradecano, a-humuleno e 6-
cadineno. Observou-se que apenas no método Soxhlet e banho ultrassonico nao foi
identificado o a-pineno e, para este ultimo método, foi possivel a identificacdo de
duas outras substancias, o tridecano e o tetradecano.

f) Para todos os métodos extrativos com solvente organico, o constituinte
majoritario foi o trans-cariofileno.

g) As ferramentas de identificagcdo GC/FID e GC/MS mostraram-se eficientes
na identificacdo dos constituintes quimicos das inflorescéncias da A. satureioides

(Lam), juntamente com o indice de Kovats.
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