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RESUMO

A familia vegetal Lamiaceae é bastante abrangente, contendo aproximadamente 220
géneros e cerca de 3.500 a 4.000 espécies. O género Ocimum € pertencente a essa familia e é
representado por cerca de 160 espécies, nativas dos tropicos e subtrépicos, sendo algumas
encontradas em regides temperadas, geralmente propagadas por meio de sementes. A espécie
Ocimum selloi Benth € nativa do Brasil, conhecida popularmente no estado da Paraiba como
manjericdo e utilizada como anti-diarreico, anti-espasmoédico, anti-inflamatério e possui
atividade repelente contra insetos comprovada. O objetivo deste trabalho foi analisar os
constituintes do 6leo essencial e do extrato metandlico das folhas de Ocimum selloi Benth. O
material vegetal foi coletado no municipio de Nova Floresta — PB. As amostras de dleo
essencial foram extraidas pelo método de hidrodestilagio em aparelho de Clevenger
modificado e analisadas por CG/EM. Foi preparado também, o extrato metandlico das folhas
e analisado por CLAE. O componente majoritdrio dos 6leos essenciais foi o estragol, variando
entre 67,95% a 78,85%, definindo o exemplar estudado como pertencente ao quimiotipo
metilchavicol. Os componentes majoritdrios subseqiientes foram eucaliptol (7,08 - 8,98%),
terpinen-4-ol (2,42 - 3,38%) e a-bergamoteno (1,57 - 2,48%), onde seus rendimentos foram
semelhantes aos descritos na literatura e foram observadas variacdes em teores € componentes
por comparacdo de amostras de diferentes épocas do ano. A andlise do extrato metandlico
mostrou a presenca de &4cido caféico, acido clorogénico, rutina e taxifolina, substancias

fendlicas com grande potencial farmacoldgico.

Palavras-chave: Ocimum selloi Benth, 6leos essenciais, estragol, substancias fendlicas



ABSTRACT

Lamiaceae is a quite large vegetal family, containing approximately 220 genera and
about 3500-4000 species. The genus Ocimum is belonging to this family and is represented by
about 160 species, native to the tropics and subtropics, and some are found in temperate
regions, usually propagated by seeds. The species Ocimum selloi Benth is native to Brazil,
popularly known as basil and used as anti-diarrheal, anti-spasmodic, anti-inflammatory
activity and has proven insect repellent. The aim of this study was analyze the constituents of
essential oil and methanol extract of leaves of Ocimum selloi Benth. The plant material was
collected in the city of Nova Floresta - PB. The essential oil samples were extracted by the
steam distillation method modified in Clevenger apparatus and analyzed by GC / MS. The
methanol extract of the leaves was also prepared and analyzed by HPLC. The major
component of the essential oils was estragole, ranging from 67.95% to 78.85%, setting the
studied specie as belonging to chemotype metilchavicol. The subsequent major components
were eucalyptol (7.08 - 8.98%), terpinen-4-ol (2.42 - 3.38%) and a-bergamotene (1.57 -
2.48%), their income were corresponding to those described in the literature and were found
to vary in content and components by comparing samples from different seasons. The analysis
of the methanol extract showed the presence of caffeic acid, chlorogenic acid, rutin and

taxifolin, phenolic substances with pharmacological potential.

Keywords: Ocimum selloi Benth, essential oils, estragole, phenolic substances



LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS

AIM-ES — Amostra 1 coletada pela manha — Estaciao Seca
A2M-ES — Amostra 2 coletada pela manha — Estaciao Seca
A3T-ES — Amostra 3 coletada pela tarde — Estacao Seca
A4T-ES — Amostra 4 coletada pela tarde — Estacao Seca
ASM-EC — Amostra 5 coletada pela manha — Estacao Chuvosa
A6M-EC — Amostra 6 coletada pela manha — Estacdo Chuvosa
A7T-EC — Amostra 7 coletada pela tarde — Estacdo Chuvosa
AS8T-EC — Amostra 8 coletada pela tarde — Estacio Chuvosa
ATCC - American Type Culture Collection

CG - Cromatografia Gasosa

CLAE - Cromatografia liquida de alta eficiéncia

CO: - Didxido de Carbono

DIC - Detector Universal de Chama

EM - Espectrometria de Massa

IV-TF - Detectores de Infravermelho com Transformadas de Fourier
NaxSO4 — Sulfato de sédio

PPDMA - Pirofosfato de y-y-dimetilamina

PPI — Pirofosfato de isopentila

u.m.a — Unidade da massa atomica

UV — Ultravioleta
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1. INTRODUCAO

Dentre as fontes disponiveis para a descoberta de novos farmacos cabe destacar:
compostos sintéticos, produtos naturais e a quimica combinatéria. Entre estas, os produtos
naturais sdo considerados como uma das maiores fontes em termos de diversidade quimica
(Trevisan, 2003). O reino vegetal representa um grande reservatério de fitoconstituintes com
potencial terapéutico, muitos dos quais podem ser de grande importancia no desenvolvimento

de novas entidades quimicas para vdrios estados patoldgicos (Mahajan, 2012).

De acordo com Maciel (2002) nos dias atuais o uso de plantas medicinais pela populacdo
mundial ainda € abrangente, pois muitas vezes € o tGnico recurso, ou 0 mais acessivel em
algumas comunidades e grupos étnicos. O uso de plantas no tratamento e na cura de
enfermidades € tao antigo quanto a espécie humana. Essas plantas sdo comercializadas em

feiras livres, mercados populares e sio comumente encontradas em quintais residenciais.

Algumas plantas sdo utilizadas pelos efeitos medicinais que produzem, sem que a0 menos
seus constituintes quimicos sejam conhecidos, despertando o interesse de pesquisadores em
estudos envolvendo dreas multidisciplinares, como farmacologia, botanica, entre outras, que

juntas enriquecem os conhecimentos sobre a flora mundial (Maciel, 2002).

Os oleos essenciais, também conhecidos por 6leos volateis, sdo misturas complexas de
compostos volateis, muitas vezes com centenas de constituintes de todas as classes funcionais,
onde coexistem isdmeros geométricos, posicionais e Opticos, com propriedades fisicas e
quimicas similares. Assim, além dos Oleos essenciais apresentarem um elevado nimero de
componentes, outra dificuldade no estudo desses extratos € que geralmente os componentes
minoritarios e/ou vestigiarios sdo os responsdveis pelas propriedades bioldgicas e/ou

sensoriais atribuidas as plantas (Cunha, 2010).

A presenca de Oleos essenciais confere as plantas aromas caracteristicos, alguns sdo
extremamente valiosos pela sua aplicacdo nas industrias farmacéuticas, de aromatizantes,
perfumes, especiarias, inseticidas, entre outras (Reis, 2012). Estes 6leos apresentam alto valor
agregado tanto nos mercados nacionais como internacionais, podendo ser obtidos de

diferentes partes da planta como, por exemplo, de suas folhas e dpices com inflorescéncias.
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Nas plantas pertencentes ao gé€nero Ocimum, a obtencdo se d4 principalmente pelo processo
de hidrodestilacdo, sendo os constituintes de destaque o metil-eugenol, o linalol e elemicina,

cujas propriedades medicinais j4 sdo descritas (Da Silva, 2007).

O género vegetal Ocimum pertencente a familia lamiaceae, possui uma grande diversidade
de espécies que sdo conhecidas popularmente por alfavacas e manjericdes. O Ocimum selloi
Benth representa uma das espécies desse género, sendo rica em Oleo essencial, nativa do
Brasil e apresenta-se como um subarbusto, conhecida popularmente como “elixir-paregdrico”
nos estados da Bahia, Espirito Santo e Rio de Janeiro; como “alfavaquinha” ou “anis” em
Minas Gerais, como “atroveran” em Sao Paulo (Martini, 2011; Da Silva, 2007; Ré¢, 2012) e

como manjericao no municipio estudado.

O presente estudo tem como objetivo a extragdo e a caracterizacdo quimica do Oleo
essencial da espécie Ocimum selloi Benth por cromatografia gasosa acoplada a espectrometro
de massas. A importancia desse trabalho se da pela necessidade de exploracdo dos vegetais no
sentido de descobrir novos principios ativos, Ja que os vegetais sio uma fonte extensa e rica
em componentes terapéuticos, promissores no desenvolvimento de novos farmacos. Observa-
se que grande parte dos medicamentos atuais apresentam muitos efeitos colaterais e precos
elevados, ocorrendo assim atualmente a revalorizacdo do uso de preparos fitoterdpicos, mas €
essencial que tanto a sua seguranga como sua eficacia sejam comprovadas (Mahajan, 2012;

Sampaio, 2010; Trevisan, 2003).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

O objetivo geral deste estudo é a extracdo e caracterizacdo dos componentes volateis
presentes no 6leo essencial e de substancias fendlicas do extrato metandlico da espécie

vegetal Ocimum selloi Benth.

2.2 Objetivos Especificos

e Extrair 0leo essencial da espécie Ocimum selloi Benth, coletada no municipio de Nova

Floresta — PB, por hidrodestilacdo usando aparelho de Clevenger modificado;

e Realizar a identificacdo analitica e quantificagdo dos componentes do dleo essencial,

usando cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas;

e Investigar por CLAE o teor de substancias fendlicas no extrato metandlico das folhas

de Ocimum selloi Benth.

12



3. FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 O Uso de Plantas Medicinais

O uso de drogas obtidas a partir de vegetais ocorre desde a antiguidade no tratamento de
diversas doengas e permaneceram como forma alternativa de tratamento em vdrias partes do
mundo. Nas ultimas décadas tem ocorrido a revalorizacio do emprego de preparacdes
fitoterdpicas, j4 que os medicamentos sintéticos, na maioria, apresentam efeitos colaterais
indesejaveis.

Devido a pobreza e o acesso escasso a medicina moderna, grande parcela da populagao
mundial depende essencialmente de plantas como forma priméria de cuidado com a saude, e é
nesse contexto social que as plantas medicinais e os fitoterdpicos tornam-se importantes na
terapéutica (Sampaio, 2010).

Ao longo do tempo tem sido relatado o uso de produtos naturais como matéria prima para

a sintese de substancias bioativas, especialmente farmacos (Simdes, 2010).

3.2 Oleos Essenciais

3.2.1 Definicao e caracteristicas

Em sua evolucio as espécies vegetais desenvolveram vias metabodlicas que lhes permitem
sintetizar grande variedade de metabdlitos secundérios. Entre esses existem compostos de
baixo peso molecular, volateis, e por isso, dotados de aroma, que sdo usualmente designados
compostos aromaticos. Sendo denominadas plantas aromadticas aquelas que os elaboram e

acumulam em quantidades mensuraveis.

As normas ISO 9235 (1997) da ISO/TC 54 e NP 90 (1987) do IPQ-CT 5, designam 6leo
essencial como: produtos que se obtém exclusivamente por destilacdo de matéria vegetal, com
ou sem vapor de dgua, ou por processos mecanicos, quando se trata de frutos de espécies de
Citrus.
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Esses compostos podem ser encontrados em todos os 6rgdos das plantas aromaticas. Sao
produzidos e acumulados em estruturas secretoras especializadas, tanto externas, como
internas. Por observa¢do microscOpica, visualizam-se nestas estruturas, pequenas goticulas

refringentes designadas dleos essenciais (Cunha, 2010).

Os Oleos essenciais sao misturas muito complexas de hidrocarbonetos, alcodis e
substancias aromadticas, em geral estdo concentrados na casca, nas flores, nas folhas, nos
rizomas e nas sementes. Contém substancias voldteis, lipofilicas, odoriferas e liquidas.
Também sdo chamados de 6leos etéreos, esséncias ou 6leos voléteis. Eles podem ser liquidos
a temperatura ambiente, € em alguns casos semissdlidos. S3o normalmente incolores e
amarelados quando recém obtidos e alguns possuem cor naturalmente. Devido a volatilidade,
sua caracteristica principal, os 6leos essenciais diferenciam-se dos 6leos fixos, misturas

lipidicas obtidas geralmente de sementes (Beltrame, 2010; Teles, 2009).

Sdo indmeras as atividades bioldgicas que lhes sdo atribuidas, algumas com interesse
terapéutico, e que resultam da acdo de algum dos seus constituintes ou de sinergismo entre
varios deles, apesar das atividades descritas para as plantas aromaticas medicinais nio terem
sempre correspondéncia com as dos respectivos 6leos essenciais (Cunha, 2010). Muitos 6leos
volateis possuem uma grande variedade de atividades farmacoldgicas, tais como ansiolitica,

anticonvulsivante e antinociceptiva (Passos, 2009).

Sua composi¢do quimica, caracteristicas fisico-quimicas e odores podem variar segundo a
localizag@o no vegetal, embora todos os 6rgaos das plantas possam acumular 6leos voléteis. A
composi¢do quimica de um O6leo volatil, extraido do mesmo 6rgdao de uma mesma espécie
vegetal, pode variar significativamente de acordo com o horério e época de coleta, fase de
desenvolvimento do vegetal, condicdes climdticas e de solo, a origem geografica pode
algumas vezes auxiliar na identificacio botinica e determinar composicdo quimica

diferenciada (Simdes, 2010; Passos, 2009).

Seus constituintes sdo divididos em duas classes quimicas distintas: os terpendides e 0s
fenilpropanéides. Estes sdo gerados por rotas biossintéticas completamente diferentes. Os
terpenos estdo presentes com maior frequéncia, e em maior quantidade, possuem odor
caracteristico € sdo muito pouco soliveis em dgua. Os fenilpropandides quando presentes

fornecem sabor e odor significativos ao 6leo (Beltrame, 2010).
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Os fenilpropandides sdo também conhecidos como compostos fendlicos encontram-se
amplamente distribuidos no reino vegetal e atrai a atencdo dos pesquisadores por seu
potencial como antioxidante natural. Atuam como sequestradores de radicais livres, além de
atuarem modulando respostas fisiolégicas em animais, como a inflamac¢do e a vasodilatagao.
Apresentam um grupo fenol e sdo produzidos pelo metabolismo secundério dos vegetais,
desempenhando diferentes fungdes. Podem ser formados através de duas rotas Biossintéticas:
a partir de carboidratos, pelo 4cido chiquimico, ou pela via do mevalonato, que se inicia pela
acetil-coenzima A e malonil-coenzima A (esta tltima estd restrita a fungos e bactérias). A via
de formacao dos fenilpropandides € responsavel pela sintese de produtos como os flavonoides
e antocianinas, taninos, ligninas e aos 4cidos fendlicos. Os dcidos fendlicos apresentam duas
classes: os acidos hidroxibenzdicose os dcidos hidroxicindmicos, derivados respectivamente
do 4cido benzdico e do 4acido cinamico. Dentre os dcidos fendlicos de maior importancia para
o0 homem, destacam-se o 4cido rosmdrico e o 4cido caféico, presentes em grandes quantidades
nas espécies da familia Lamiaceae, que vém chamando a atencdo dos pesquisadores devido a
uma série de atividades bioldgicas, tais como, propriedades antidepressiva, antioxidante e
antiespasmddica. Devido as propriedades antioxidantes, os compostos fendlicos, podem atuar

como protetores contra o cancer humano (Lemos, 2006).

Os terpendides, também conhecido como isopropendides, sdo substancias cuja origem
biossintética deriva de unidades de isopreno, e constituem o maior grupo de metabdlitos
secundérios em vegetais, sendo a maior classe de substincias naturais, apresentando mais de

40.000 moléculas diferentes (Passos, 2009; Martini, 2011).

Os terpendides subdividem-se em monoterpendides (10C), sesquiterpendides (15C),
diterpendides (20C), sesterterpendides (25C), triterpendides (30C) e tetraterpendides (40C).
Sao formados a partir de combinagdes de unidades de cinco dtomos de carbono, denominadas
de pirofosfato de y-y-dimetilalila (PPDMA) e pirofosfato de isopentenila (PPI), que sdo

conhecidos como unidades isoprénicas.

Possuem alto valor comercial, sendo usados como flavorizantes em alimentos € como
fragrancia em cosméticos. Sdo relevantes na qualidade dos produtos agricolas, pois inteferem
nos sabores das frutas e nos cheiros das flores. Entre suas propriedades medicinais pode-se

citar: anticarcinogénica, anti-ulcerogénica, antimalarial, antimicrobiana e diurética. Estdo
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envolvidos ainda nas interacdes entre plantas, entre plantas e microrganismos e entre plantas e

artrépodes herbivoros (Martini, 2011)

Plantas contendo derivados terpénicos tém sido usadas como sedativas, tranquilizantes e
anticonvulsivantes. Compostos como linalool, limoneno e citronelol possuem agao
anticonvulsivante, enquanto mentol e mirceno, atividade analgésica. Muitos derivados
monoterpénicos tém demonstrado atividades sobre o SNC, incluindo sedativa, antinociceptiva

e antidepressiva (Passos, 2009).

Assim, devido os Odleos essenciais apresentarem essa caracteristica antioxidante, seu

consumo pelas industrias de alimentos e de cosméticos é tendencialmente crescente.

Na farmécia sua utilizacdo € fundamentada pelas caracteristicas odorificas, como
adjuvantes corretivos de sabor e odor, em medicamentos para aplicacdo sobre a pele e
mucosas € também como matérias-primas para a semi-sintese de outros compostos, por
exemplo, a sintese do mentol a partir do a-pineno, da vanilina a partir do safrol ou do eugenol

e da vitamina A por intermédio do citral (Cunha, 2010).

3.2.2 Métodos de Extracao

O método de extracdo depende da localizacdo do 6leo volatil na planta, a proposta de
utilizacdo do mesmo e de caracteristicas proprias dos constituintes. Os mais comuns sao:
enfloracgdo; arraste por vapor d’adgua; extragdo com solventes organicos; prensagem e extracao

por COz supercritico (Simoes, 2010).

3.2.2.1 Enfloracao

O método da enfloragdo ou enfleurage foi muito utilizado no passado, mas atualmente é
empregado apenas em algumas industrias de perfumes. Consiste na deposicdo de pétalas a
temperatura ambiente sobre uma camada de gordura durante um periodo de tempo suficiente
para o Oleo essencial se depositar nela, pois a gordura tem grande capacidade de absorver os
constituintes voldteis emitidos pelas flores. Posteriormente essas pétalas esgotadas sdo
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substituidas por novas até a saturacio total, a gordura é entdo tratada com dlcool, que em
seguida € destilado a baixas temperaturas e o produto final possui alto valor comercial, devido
o processo ser lento, complexo e caro. E empregado na extracdo de 6leos voldteis de pétalas
de flores que possuem baixo teor de dleo essencial (como por exemplo, rosas, jasmim e
laranjeira) que sdo extremamente instaveis, ndo podendo ser destilado por arraste a vapor

porque podem sofrer perdas quase completas de seus compostos aromaticos (Silveira, 2012).

3.2.2.2 Arraste por Vapor D’agua

Por possuir tensdo de vapor mais elevada que a da dgua é possivel obter o 6leo essencial a
partir do método de arraste por vapor d’agua. A extragdo por arraste a vapor ¢ uma operagao
unitaria, utilizada principalmente para matérias sensiveis a temperatura, sendo baseada na
diferenca de volatilidade de determinados compostos presentes na matéria-prima vegetal. E
preferida pela industria devido a sua maior simplicidade e economia, pois grande quantidade
de material vegetal pode ser tratada de uma unica vez. Nesse método o material vegetal
geralmente € moido ou triturado. Utiliza-se no processo uma caldeira para geracio de vapor,
um extrator onde é colocada a matéria-prima, um condensador e um frasco de coleta (vaso
florentino). O vapor gerado pela caldeira arrasta os compostos volateis, que passam pelo
condensador, o condensado € alimentado no vaso florentino, onde ocorre a separacdao das
fases, por diferengas de polaridade, ja que os 6leos essenciais sdo apolares ou pouco polares.
Posteriormente o 6leo essencial € envasado em vidro ambar e mantido em local abrigado de

temperaturas elevadas e luminosidade (Simdes, 2010; Silveira, 2012).

3.2.2.3 Extracao com Solventes Organicos

Na extracdio com solventes organicos, os Oleos volateis sdo extraidos,
preferencialmente, com solventes apolares (éter, éter de petréleo ou diclorometano) que, além
dos 6leos volateis, extraem outros compostos lipofilicos. Por isso os produtos obtidos dessa
forma raramente possuem valor comercial (Simoes, 2010). Pode ser usado também o hexano,
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benzeno, metanol, etanol, propanol, acetona, pentano e diversos solventes clorados, no

entanto sendo o benzeno um dos mais utilizados.

Utilizam-se solventes organicos para extrair, quando os 6leos sdo muito instaveis, nao

suportando aumentos de temperatura.

O solvente utilizado deve apresentar: seletividade, temperatura de ebuli¢do baixa, ser
quimicamente inerte e ser de baixo custo. Consiste em um método de extracdo mais brando e,
a partir dele, obtém-se um maior rendimento na extracao. Porém, a desvantagem deste método
€ que junto com o 6leo essencial, o solvente também extrai ceras e pigmentos do material

vegetal, caracterizados como contaminantes do 6leo essencial.

O processo consiste em se colocar o solvente organico em contato com a matriz
vegetal por um intervalo de tempo suficiente para que ocorra a transferéncia dos constituintes
soliveis presentes na planta para o solvente. Separa-se entdo a fase solida da liquida e por
evaporacao do solvente se obtém o dleo essencial, podem ser citados pontos negativos, como:
o Oleo pode apresenta solvente residual; ocorre extracdo também de compostos ndo voléteis,
onde sua remog¢ao necessita de muita energia e alto custo de investimentos em equipamentos;
os solventes podem provocar alteragdes quimicas nas moléculas e efeitos toxicos aos

consumidores (Silveira, 2012).

3.2.2.4 Prensagem

E o método empregado na extragdo de 6leos voldteis de frutos citricos, como a
bergamota, o limdo, a toranja e a laranja. Os frutos sdo colocados inteiros diretamente em uma
prensa hidrdulica, sendo coletado o suco juntamente com o 6leo presente nas cascas. O 6leo é
separado da emulsdo formada com a 4gua através de decantagdo, centrifugacdo ou destilacao

fracionada (Silveira, 2012; Simdes, 2010)
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3.2.2.5 Destilacao por Fluido Supercritico

Quando um gés se encontra em niveis de pressdo e temperatura superior aos valores
criticos apresenta baixa viscosidade e elevada densidade, permitindo sua utilizacio em

processos de extragao de solutos a partir de matrizes sélidas.

Diversas substancias podem ser utilizadas como solventes supercriticos como, por
exemplo, metano, etano e etileno, no entanto, o CO, € o mais utilizado, pois apresenta
facilidade de separacdo do soluto, por ser extremamente volatil, ndo téxico, ndo inflamavel,
relativamente barato e ndo apresenta odor. Empregam-se condicdes onde a pressdo € de até
200 atmosferas e a temperatura é de 33°C, o CO; atinge um quarto estado, no qual sua
viscosidade € anédloga a de um gés, mas sua capacidade de dissolugdo € elevada como a de um
liquido, este recebe as partes da planta que tem o 6leo a ser extraido, nas quais age como um
solvente. Uma vez efetuada a extragado, faz-se o CO; retornar ao estado gasoso, resultando na
sua total eliminacdo restando apenas o 6leo essencial. Utilizando-se esse método, obtém-se
Oleos essenciais de melhor qualidade e, por isso mesmo, de acentuado potencial terapéutico,
uma vez que este processo mantém de forma muito significativa a integridade dos extratos em
termos de compostos ativos. Uma das vantagens da extracdo com fluidos supercriticos € a
condicdo operacional de extracdo, visto que, neste tipo de processo, sdo utilizadas baixas
temperaturas, o que permite a extracdo de produtos termossensiveis, sem que ocorra alteracao
nas propriedades dos compostos extraidos. Além disso, considera-se também a tecnologia de
fluidos supercriticos como sendo limpa, pois utilizam-se apenas solventes atdxicos com
elevada solubilidade. Porém, como desvantagem do uso desta técnica, ressalta-se o alto grau

de periculosidade, devido as altas pressoes empregadas na mesma (Silveira, 2012).

3.2.2.6 Hidrodestilacao

De acordo com o modo como a dgua e o vapor sdo utilizados, distingue-se trés tipos de
técnicas de destilacdo: a destilacio em dgua, também designada por hidrodestilacdo, a

destilacdo em dgua com arrastamento de vapor e a destilacdo por arrastamento de vapor.
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A hidrodestilagdo e a destilacio em dgua com arrastamento de vapor sdo técnicas que se
realizam nos destiladores mais simples. A simplicidade do equipamento, o baixo custo e a sua
versatilidade s@o caracteristicas que levam a maioria das industrias de menor dimensdo a
optarem por estas técnicas. Distinguem-se pela forma como o material vegetal e a dgua de
destilacdo sdo colocados na caldeira: na hidrodestilacdo, o material vegetal é disposto em
contato direto com a dgua; na destilacdo em dgua com arrastamento de vapor, o material é

acondicionado em uma grelha que o separa da dgua de destilagdo.

A extracdo de Oleos essenciais no laboratério serve objetivos bem distintos dos que
orientam os processos industriais, sendo por isso, utilizadas metodologias adaptadas a escala

laboratorial e a finalidade a que os 6leos essenciais se destinam.

A hidrodestilagdo com coobagdo (retorno da fase aquosa destilada para a caldeira)
fundamenta a técnica homologada pelas principais farmacopeias ocidentais para isolamento
de 6leos essenciais, com vista ao seu doseamento em plantas aromdticas. A simplicidade e
funcionalidade do aparelho de Clevenger modificado, inscrito na Farmacopeia Portuguesa
VIII, fez com que ele seja o adotado pela maioria dos investigadores (Cunha, 2010). O 6leo
voléatil obtido, apds separar-se da dgua, deve ser seco com Na2SO4 anidro. Embora cldssico
esse procedimento pode levar a formacdo de artefatos em funcdo da alta temperatura
empregada. Preferencialmente, esse método € utilizado para extrair 6leos de plantas frescas. A
farmacopeia Brasileira IV preconiza o uso de um aparelho tipo Clevenger, com modificacoes

(Simdes, 2010).

3.2.3 Atividades Farmacolégicas

Foi a atividade farmacéutica que mais contribuiu para o conhecimento das potencialidades

das plantas aromadticas e dos seus 6leos essenciais.

Tanto os 6leos essenciais como as plantas que os cont€ém sdo designados por farmacos
arométicos, quando possuem propriedades farmacoldgicas que justificam a sua inclusdo nas

farmacopeias (Cunha, 2010).

20



As atividades farmacoldgicas de uma droga rica em 6leos essenciais podem ndo serem as
mesmas do 6leo isolado da mesma. E importante considerar que ndo é facil estabelecer a
atividade farmacoldgica desses 6leos, j4 que ndo sdo substancias isoladas e sim uma mistura
complexa e que pode ter sua composicdo quimica alterada por diversos fatores. Entretanto,
algumas propriedades farmacoldgicas estdo bem estabelecidas, como: acdo estimulante sobre
secrecoes do aparelho digestivo, acdo irritante topica ou revulsiva, acdo sobre o sistema
nervoso central, anestésica local, anti-inflamatéria, anti-séptica, carminativa, antiespasmadica,

cardiovascular e secretolitica (Simoes, 2010).

Uma das atividades que com maior frequéncia se atribui aos farmacos aromaticos, tanto
nas plantas como nos Oleos essenciais, € a atividade antimicrobiana, em particular a

antibacteriana e a antifiingica (Cunha, 2010)

Alguns 6leos apresentam atividade anti-helmintica e a atividade antiviral de alguns 6leos

ou dos seus componentes ja foi demonstrada em ensaios in vitro (Cunha, 2010).

Sado também dotados de toxicidade e a sua administracdo s6 pode ser prescrita por pessoa

habilitada (Cunha, 2010).

3.3 Consideracoes Sobre a Familia Lamiaceae

A familia Lamiaceae abrange cerca de 220 gé€neros e aproximadamente 3.500 a 4.000
espécies. Apresentam porte herbaceo, arbustivo ou subarbustivo, sendo anuais ou perenes,
com folhas simples ou compostas, cruzadas ou opostas, podendo apresentarem-se sésseis ou
pecioladas. As flores dessa familia sdo bilabiadas, de diferentes tamanhos, sozinhas ou juntas
em um denso terminal ou inflorescéncias axilares e muito arométicas. Essas espécies podem
crescer em diferentes habitats e altitudes, sendo encontrada da regido Artica ao Himalaia, do
sudoeste da Asia ao Havai, Australia, Africa, e do Norte ao Sul do Novo Mundo. E uma

familia tipica de Cerrado e habitam as regides mais quentes do mundo.

Apresenta espécies ricas em 6leo essencial, podendo-se citar: Rosmarinus officinalis
L., Thymus zygis L., Hyssopus officinalis L., Salvia officinalis L. Outras sdo cultivadas como
plantas ornamentais por todo o mundo, ou ainda usadas como ervas aromadticas € como
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condimento. Essa familia tem uso na medicina popular no tratamento de tumores, inchagos,
dermatites, irritacdes de pele, célicas, antiparasitdrio, antimicrobiano, entre outros, e sdo
valorizadas por suas caracteristicas aromaticas nas industrias de cosméticos, alimentos,
produtos de higiene e perfumaria. Seus metabdlitos secunddrios mais abundantes sao
terpendides e flavonoides. Seu uso medicinal estd relacionado com os terpendides,

principalmente os que se encontram nos dleos essenciais (Martini, 2011).

3.4 Consideracoes Sobre o Género Ocimum

As plantas do género Ocimum sdo conhecidas como alfavacas e manjericoes. O género é
representado por cerca de 160 espécies, nativas dos tropicos e subtrépicos, sendo algumas
encontradas em regides temperadas, geralmente propagado por meio de sementes (Martini,
2011).

No Brasil, as plantas do género Ocimum podem ser anuais ou perenes dependendo do
local em que sdo cultivadas e da aplicacdo comercial de seus subprodutos, sendo as folhas, as
inflorescéncias e sementes, as principais partes utilizadas na obtencdo de terpendides e
compostos fendlicos.

Os 6leos essenciais sdo a principal matéria-prima obtida das plantas deste género, com
alto valor agregado tanto no mercado nacional como internacional. Entre as espécies de maior
importancia encontram-se O. gratissimum (manjericdo-doce), O. basilicum (manjericao
branco), O. tenuiflorum e O. selloi Benth (elixir paregoérico) que sdo uma importante fonte de
Oleos essenciais, para a producdo de farmacos perfumes e cosméticos. Esses Oleos estdo
contidos nas folhas e nos dpices com inflorescéncias das espécies cultivadas, sua obtencdo se
da principalmente pelo método de hidrodestilacdo (Martini, 2011; Pereira, 2011; Da Silva,
2007).

As espécies diferem umas das outras, com base em localizacdo geogréfica, tipo e
percentagem de componentes quimicos e, portanto, possuem diferentes propriedades

farmacoldgicas.
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3.4.1 Atividades Bioldgicas Atribuidas ao Género Ocimum

Estudos demonstram que as espécies de Ocimum apresentaram atividades anti-bacteriana
e anti-fungica, enquanto que microrganismos desenvolvem resisténcia contra diversos
antibidticos sintéticos disponiveis. Portanto, fitoquimicos de vdrias espécies Ocimum sp.
podem ser isolados e caracterizados como novas terapéuticas para o tratamento de doencas
infecciosas, especialmente a luz da emergéncia de estirpes resistentes de microrganismos e a

necessidade de se produzir agentes antimicrobianos mais eficazes (Mahajan, 2012).

Em paralelo, cabe destacar que o 6leo essencial de O. gratissimum é eficaz na inibi¢do de
Staphylococcus aureus, Shigella flexineri, Salmonella enteritidis, Escherichia coli, Klebsiella
e Proteus mirabilis. O composto presente neste 6leo que mostrou atividade antibacteriana foi

identificado como o eugenol (Mahajan, 2012).

O carvacrol é um componente encontrado em folhas de Ocimum basilicum e detém uma
atividade promissora antimicrobiana. Os extratos etandlicos de O. sanctum em diferentes
concentracdes demonstraram eficdcia contra Streptococcus mutans, em um estudo in vitro. As
folhas demonstraram forte atividade antifiingica contra as espécies de Aspergillus (Mahajan,

2012).

A Tabela 1 mostra algumas espécies do gé€nero, com suas respectivas indicacdes

terapéuticas:
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Tabela 1: Indicacdo terapéutica de espécies do género Ocimum.

Espécie Nome Popular Parte Usada Indicacio Terapéutica
Ocimum basilicum L. Manjericao, Flores e Otalgia, bronquite, tosse, gripe, febre,
Manjericao-roxo Folhas amidalite, gengivite, diarreia, dor de cabecga,
de estdmago, antiespasmddico, diurético,
antiemético
O. campechianum Alfavaca, Folhas Febre, tosse, problemas digestivos
Mill. Manjericao
O. fluminense Vell. Alfavaca Folhas e Manchas na visdo, bronquite, gripe
sementes
O. gratissimum L. Alfavaca, Flores e Flatuléncia, problemas digestivos, gripe, tosse,
Alfavaca-branco, Folhas coceira, expectorante, calmante, dores de
Quioid cabeca, fadiga
Ocimum sp. 1 Manjerona Folhas Sinusite, lesdo, inapeténcia, flatuléncia,
reumatismo
Ocimum sp. 2 Alfavaca Folhas e Gastrite e dlcera
sementes
O. tenuiflorum L. Alfavaca Flores e Hipercolesterolemia, hipertensdo
Folhas

Fonte: Albuquerque et al (2007).

Na medicina tradicional os extratos de O. micranthum sao utilizados no tratamento de
reumatismo, paralisias, epilepsia e doengas mentais. Contendo também compostos que sao
biologicamente ativos usados naturalmente como inseticida, nematicida, fungicida ou

antimicrobiano.

E usada desde a floresta amazdnica até a caatinga nordestina com indicagio para o
tratamento de diversas enfermidades como dor, febre, vomito, bronquite, dor de ouvido,
doencas coronarianas, no tratamento de diabetes, artrite e asma. No semidrido nordestino
comunidades de baixa renda preparam chds das folhas por suas propriedades antidiarréicas e
anticolinérgicas. O que apresenta grande relevancia social, pois é uma alternativa aos

medicamentos alopaticos no tratamento de diarréia e desidratacdo, principalmente em criangas
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recém-nascidas e em idosos. Na Amazodnia os indios usam o cha das folhas frescas como um

profilatico da maldria, e suas raizes no tratamento das febres decorrentes desta doenga.

Ocimum micranthum Willd. é uma importante fonte de 6leos essenciais presentes nas
folhas, inflorescéncias e sementes da planta adulta, entre seus constituintes estdo presentes o
eugenol, metil-eugenol, elimicina, linalol, compostos fendlicos antioxidantes e aromaticos,
cujas propriedades medicinais, aromdticas e condimentares sdo reconhecidas e empregadas na
culindria regional. Sendo o dleo largamente utilizado na inddstria farmacéutica, podendo ser
utilizada como alternativa promissora e bastante produtiva em termos de rendimento, na

substitui¢do de outras espécies de eugenol e metil eugenol como o O. basilicum (Da Silva,

2007).

Estudos realizados com a espécie Ocimum sanctum mostram que a presenca de
flavonoides polifendlico tteis na prevengdo da peroxidacao lipidica e comprovaram a eficicia

de Ocimum sanctum e Ocimum tenuiflorum na melhoria da memoria (Mahajan, 2012).

3.5 Consideracoes Sobre a Espécie Ocimum selloi Benth

Na Tabela 2 estd representada a classifica¢ao botanica da espécie Ocimum selloi Benth:
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Tabela 2: Classificacdo botanica da espécie Ocimum selloi Benth

Reino Plantae

Ordem Lamiales

Familia Lamiaceae

Género Ocimum

Espécie Ocimum selloi Benth

Sinonimia Ocimum carnosum (Spreng.) Link & Otto ex. Benth

Nomes Populares Elixir-paregérico; alfavaca; alfavaquinha; anis; anis
do campo; alfavaca-de-anis; atroveran; manjericao;
alfavaca-do-mato; erva-doce-silvestre; hortela-brava.

Ocimum selloi Benth € uma planta nativa do Brasil, seu porte € subarbustivo, perene,
ereta, ramificada, de 40-80 cm de altura (Figura 1). Apresenta folhas simples verticiladas,
opostas, membrandceas e elipticas, de 4-7 cm de comprimento, com aroma semelhante ao da
esséncia de anis. Suas flores sdo pequenas, de cor branca, as inflorescéncias sdo terminais,
plurifloras simples do tipo indefinida, racimosa, sendo racemos terminais curtos (Figura 2).
Os frutos sdo aquénios de cor escura e ndo se separam facilmente da semente. O seu cultivo é
facil e rapido, podendo a propagacdo ser obtida por sementes ou por estaquia (Martini, 2011;

Pereira, 2011; Farago, 2004).

E conhecida popularmente como “elixir-paregérico” nos estados da Bahia, Espirito Santo
e Rio de Janeiro; Como “alfavaquinha” ou “anis” em minas Gerais, € como “atroveran”, em
Sio Paulo. E utilizada popularmente como antidiarreico, antiespasmédico, antiinflamatério e
tem atividade repelente de insetos comprovada. Pode ser encontrada em estado silvestre ou

cultivada em hortas e quintais (Martini, 2011).

No municipio em estudo é conhecida popularmente como manjericao. A realizagdo deste

trabalho representa uma importante fonte de informacdes sobre a espécie Ocimum selloi
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benth, visto que até entdo ndo haviam sido realizados estudos voltados para essa espécie no

estado da Paraiba.

Figura 1: Plantacdo de O. selloi Benth.

Figura 2: Inflorescéncia de O. selloi Benth.
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Podem ser encontradas tanto em locais sombreados como em locais abertos.
Desenvolvendo-se bem em areas com sol abundante, terrenos bem drenados e ricos em
matéria organica. No entanto, vegetam também em terrenos pedregosos e arenosos do litoral e

em terras altas, ndo tolerando ventos fortes e umidade elevada (Pereira, 2011).

Estudos da composicao quimica do 6leo essencial dessa espécie tém mostrado variacoes
dos seus constituintes majoritdrios, que sdo: estragol (ou metilchavicol), metil-eugenol e
trans-anetol, mostrados na tabela 3. Sugerindo que existe variacdo bioldgica entre individuos
dessa mesma espécie. Pois a época, o local de cultivo, a colheita, 0 método de extracdo e a
nutri¢do deficiente ou excessiva, interferem no teor de 6leo essencial e também de principios

ativos (Martini, 2011).

Tabela 3: Constituintes quimicos majoritdrios do O. selloi Benth.

Estragol Metileugenol Trans-anetol

/@/\/ = /@/\/
MeO MeO MeO

OMe

Fonte: Martini (2011).

As partes usadas sdo folhas e inflorescéncias, possuindo propriedade terapéutica
antimicrobiana e analgésica, sendo utilizada na medicina popular por via oral, em distdirbios
digestivos, eliminacdo de gases intestinais € em inflamagdes, como gastrite e bronquite. Na
forma de tintura € utilizada em 4gua para bochechos, em casos de aftas. E topicamente é

usada para aliviar dores nas pernas (Pereira, 2011, Farago, 2004).

Farago et al (2004) observou que os 6leos essenciais de O. selloi das variedades estragol e
eugenol apresentam uma discreta atividade antibacteriana in vitro contra as cepas de E. coli

ATCC 25922 e S. aureus ATCC 25923.

Paula et al (2004) realizou estudo onde avaliou a acdo repelente do dleo essencial de O.

selloi da variedade eugenol. Os resultados encontrados revelaram a existéncia de uma elevada
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atividade repelente contra a espécie do mosquito Anopheles (NYSSORHYNCHUS)

braziliensis. Essa atividades e deve ao alto teor do fenilpropandide em questao.

3.6 Métodos Cromatograficos de Analise

Os métodos cromatograficos sd@o os procedimentos de separacdo e isolamento mais
amplamente utilizados atualmente. Servem também para fins de identificacdo e andlise de
misturas e de substancias isoladas; nesse caso chama-se cromatografia analitica, enquanto a

cromatografia que visa o isolamento de compostos € dita preparativa.

A cromatografia liquida em coluna é uma das técnicas mais utilizadas para a separa¢io ou
isolamento de constituintes de extratos vegetais; ela € bastante versatil, uma vez que se podem
utilizar colunas de diferentes tipos e dimensdes, bem como diversas combinacdes de fases
moveis e estaciondrias. Essa técnica pode ser realizada tanto em colunas de vidro, sob pressao
atmosférica, quanto utilizando equipamentos especiais que permitem trabalhar com pressoes

maiores, aumentando a velocidade e a eficiéncia do processo de separacao (Simdes, 2010).

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) € o tipo mais versétil e mais empregado
de cromatografia por elui¢io. E utilizada para separar e determinar os componentes em uma
grande variedade de materiais organicos, inorganicos e bioldgicos. A fase moével € um
solvente liquido, que contém a amostra na forma de uma mistura de solutos. O tipo de
cromatografia liquida de alta eficiéncia é geralmente definido pelo mecanismo de separacao
ou pelo tipo de fase estacionaria. Incluem: cromatografia liquido-liquido ou particdo;
cromatografia liquido-sélido ou adsor¢do; cromatografia de {ons ou troca i0nica;
cromatografia por exclusdo; cromatografia por afinidade e cromatografia quiral (Skoog,

2006).

Devido a complexidade do 6leo essencial, quase todas as metodologias de andlise
envolvem duas etapas sequenciais, nomeadamente o fracionamento das amostras e/ou a
individualizacdo de constituintes, geralmente por recurso a métodos cromatograficos,
seguidas de aplicacdo de processos analiticos, quimicos ou espectroscépicos sobre as fragoes

ou sobre os compostos isolados (Cunha, 2010).
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A cromatografia gasosa (CG) € o método de escolha para separar e quantificar os
componentes de 6leos voldteis. Apesar de seu alto poder de diferenciacdo, € um método

simples de usar (Teles, 2009).

Pode ser acoplada a diferentes tipos de detectores, sendo importantes na andlise de 6leos
essenciais, o detector universal de ionizacdo de chama (DIC), os detectores espectroscOpicos
de infravermelho com transformadas de Fourier (IVTF) e de espectrometria de massa (EM)

(Cunha, 2010).

A cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas é recomendada para analisar
Oleos essenciais por dar maior seguranga na identificacdo dos picos individuais e controlar a
pureza de um pico cromatogrifico. E um importante método na andlise de substincias
organicas. As moléculas eluidas na coluna analitica sofrem uma fragmentagdo em um campo
de alta energia. A andlise desses fragmentos dd informacdes sobre a provavel estrutura da
substancia Assim como a CG, esse método permite a separacdo dos componentes e ainda
fornece um espectro de massas para cada pico, que geralmente indica a massa molecular e o
padrao de fragmentacdo, esse ultimo pode ser comparado com aqueles constantes numa
biblioteca de espectros de massa que geralmente € instalada no computador (Simdes, 2010;

Teles, 2009).
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4. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

Este trabalho foi realizado no laboratério de pesquisa Marie Curie do Centro de Educagao

e Saude — CES, Campus Cuité, da Universidade Federal de Campina Grande.

As andlises da composicdo quimica dos O6leos por CG-EM foram realizadas no
Laboratério de Ecologia Quimica — LEQ da UFPE. A andlise do extrato metandlico por

CLAE foi realizada no Laboratério de Produtos Naturais- LPN da UFC.

4.1 Material Vegetal

Para a realizag¢do deste trabalho foram utilizadas folhas frescas da espécie Ocimum selloi
Benth, coletadas no municipio de Nova Floresta — PB. A espécie foi identificada por
taxonomista e a exsicata encontra-se depositada no herbario da Universidade Federal de

Campina Grande, Campus Cuité, sob o nimero CES 0185.

As coletas foram efetuadas entre o més de novembro de 2012 e maio de 2013, totalizando
oito amostras de Oleo essencial que foram diversificadas quanto ao periodo de coleta do
material, pela manha (coleta entre 8:00 e 9:00) e pela da tarde (coleta entre 13:30 e 14:00),
sendo as mesmas levadas imediatamente para o laboratério, onde apds pesagem, procedeu-se

com a extracdo do dleo essencial, seguindo a metodologia a seguir.

4.2 Extracao do Oleo Essencial de Ocimum selloi Benth por Hidrodestilacao

A extracdo do 6leo essencial foi realizada utilizando aparelho de Clevenger modificado,
que consiste em uma manta aquecedora, baldo de fundo redondo com capacidade de um litro
e sistema de condensa¢do do vapor, com circulagdo de dgua gelada, conforme mostrado na

Figura 4.
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ApOs a pesagem do material vegetal fresco em balanga analitica, 0 mesmo foi inserido no
baldo em contato direto com aproximadamente 350 mL de dgua destilada, sob aquecimento
até fervura e permanecendo nesta temperatura por duas horas, com circulacdo de dgua gelada

no condensador.

O 6leo obtido foi entdo removido do equipamento juntamente com dgua, onde adicionou-
se sulfato de sédio anidro para remog¢ao da dgua, com auxilio de pipeta de Pasteur o 6leo foi
retirado e armazenado em recipiente de vidro limpo, devidamente pesado, identificado com o
frasco envolto em papel aluminio, para evitar degradacdo de seus componentes por energia

luminosa e mantidos a baixas temperaturas devido a sua caracteristica de volatilidade.

Figura 3. Aparelho de Clevenger modificado
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4.3 Analise do Oleo Essencial por Cromatografia Gasosa Acoplada a Espectrometria de

Massas

As amostras de 6leo essencial obtidas foram analisadas em cromatografo a gas Agilent
7890A acoplado a um espectrometro de massa MSD 5975C e uma coluna HP-5 capilar de
silica fundida (30 m x 0,25 mm de didmetro interno). A temperatura da coluna foi iniciada a
60°C até 260°C a uma taxa de 3°C/min, depois mantida a 260°C durante 40 min. A
temperatura do injetor foi de 220°C. O hélio foi utilizado como gas de transporte a uma taxa
de fluxo de 1,0 uL/min, na qual a injecdo estava no modo de divisdo (1:5) e o volume de

injecdo foi de 1,0 uL de uma solu¢do contendo 5 pL/mL do 6leo em n-hexano.

Os componentes individuais foram identificados por andlise espectrométrica de trés
livrarias computacionais EM e comparagdo com seus respectivos tempos de retencgdo.
ComparacOes visuais com dados da literatura também auxiliaram na confirmagdo dos

compostos identificados.

4.4 Preparo do Extrato Metanoélico das Folhas de Ocimum selloi Benth

As folhas da espécie Ocimum selloi Benth foram secas a temperatura ambiente e
cortadas com tesoura manualmente, em partes pequenas, para aumentar assim a superficie de
contato entre as folhas e o solvente de extracdo. Foram inseridas 58,204¢g de folhas secas em
um erlenmeyer com capacidade de 1L , em seguida foi adicionado 1L de metanol e deixado
em contato por sete dias a temperatura ambiente. O metanol foi separado do material vegetal e
o seu volume reduzido em evaporador rotatério com aquecimento a aproximadamente 40 °C e

pressdo reduzida para obten¢do do extrato metandlico.

33



4.5 Analise do Perfil Quimico do Extrato Metanolico por CLAE

A andlise qualitativa do extrato foi realizada por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) em um cromatégrafo do tipo Hewlett-Packard (HP) 1090, equipado com
uma coluna C-18 de fase reversa (5 um; 25 cm x 4 mm; Latex, Eppelheim, Alemanha). Para a

andlise qualitativa foi utilizado o método (gradiente de elui¢ao) denominado MONTE278.

Os compostos fendlicos foram detectados no eluente com um duplo detector (HP
1040M) ajustado a 278 e 340 nm. O extrato metandlico foi dissolvido em metanol (5,0 mL)
antes de ser injetado no HPLC (20 uL). A fase moével utilizada consistiu em solu¢do aquosa
2% de acido acético (solvente A) e metanol (solvente B), usou-se o seguinte gradiente e
tempo de eluicdo total de 45 min: inicialmente 95%A:5%B por dois minutos, 75%A:25%B
por oito minutos, 60%A:40%B por dez minutos, 50%A:50%B por dez minutos e
0%A:100%B até o tempo final do experimento. A taxa de fluxo da fase mével foi 1,0

mL/min.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Obtencao de Oleo Essencial das folhas de Ocimum selloi Benth — Determinacao dos

Rendimentos

A obtencdo de 6leos essenciais de espécies de Ocimum depende de algumas varidveis,
como: localizacdo de cultivo da espécie, cultivar utilizado, método de coleta, sazonalidade,
métodos de extracdo, entre outros. Neste trabalho foram obtidas oito amostras de Oleo
essencial da espécie Ocimum selloi Benth, conforme descrito na metodologia deste trabalho.
O célculo de rendimento foi realizado através da relacdo da massa de 6leo volétil recolhido no
aparelho de Clevenger com a massa de material vegetal utilizada na extragao.

Os Oleos essenciais das oito amostras da espécie estudadas apresentaram aspecto
incolor, bastante aromatico e de facil separacdo da fase aquosa.

O rendimento do 6leo essencial foi expresso em % volume/massa, ou seja, volume
(mL) de 6leo essencial por massa (g) de material vegetal fresco.

A Tabela 4 mostra o rendimento dos 6leos obtidos por hidrodestilagdo com aparato

Clevenger modificado:

Tabela 4. Rendimento dos 6leos essenciais de Ocimum selloi Benth.

Amostra | Massa do material vegetal | Massa do dleo essencial | Rendimento (%)
fresco (g) obtido (g)
A1IM-ES 144,08 0,329 0,228
A2M-ES 146,01 0,468 0,321
A3T-ES 163,09 0,323 0,198
A4T-ES 152,20 0,301 0,196
ASM-EC 162,79 0,032 0,020
A6M-EC 130,02 0,210 0,162
ATT-EC 151,65 0,073 0,050
A8T-EC 130,26 0,186 0,143

Como mostrado na Tabela 4, a amostra 1 denominada AI1M-ES e a amostra 2,

denominada A2M-ES foram coletadas no periodo da manha, na estacdo seca, nos dias
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26/11/12 e 14/12/12, respectivamente. O teor de 6leo essencial das folhas da amostra 1 foi
estimado em 0,228 % e da amostra 02 em 0,321 %.

As amostras 3 e 4 (A3T-ES e A4T-ES) foram coletadas no periodo da tarde, também
na estacdo seca, nos dias: 21/12/12 e 24/12/12, respectivamente. O teor de dleo essencial da
amostra 3 foi de 0,198 % e da amostra 4 de 0,196 %.

As amostras 5 (ASM-EC) e 6 (A6M-EC) foram coletadas na estagdo chuvosa, no
periodo da manha, nos dias 12/04/13 e 10/05/13, com teores de 0,020 % e 0,162 %,
respectivamente.

As amostras 7 e 8, denominadas A7T-EC e A8T-EC, respectivamente, também foram
coletadas na estacdo chuvosa (17/04/13 e 08/05/13), no periodo da tarde, e seus respectivos
teores foram: 0,050 % e 0,143 %.

Observamos que o teor de Oleo essencial obtido na maioria das amostras foi
satisfatorio, uma vez que o teor médio observado em plantas arométicas em geral € de 0,1 %
(Martini, 2011). Os rendimentos apresentaram variagdes considerdveis devido as limitagoes
dos equipamentos utilizados. As variagdes na estacdo seca foram entre 0,198 a 0,321%, e
entre 0,020 a 0,162% na estagdo chuvosa. Essa diminui¢do do teor de 6leo na estagdo chuvosa
pode ser atribuida ao aumento da umidade e dos ventos, caracteristicas climdticas nas quais
essa espécie vegetal ndo se adéqua bem, ou ainda pode ser atribuida a menor incidéncia de

luminosidade.

5.2 Determinaciio da Composicio Quimica do Oleo Essencial de Ocimum selloi Benth
por CG/EM

O género Ocimum corresponde a cerca de 160 espécies, entre elas muitas com grande
valor econdmico, por serem utilizadas na medicina tradicional, na culindria, na industria
farmacéutica e, principalmente, como fonte de extracdo de 6leos essenciais (Martini, 2011).

Como citados anteriormente, varios fatores podem influenciar na composi¢do dos
Oleos essenciais, entre eles periodo de coleta da planta, neste estudo foram obtidos 6leos
essenciais de espécies de Ocimum selloi Benth colhidas nos periodos da manha e tarde e nas

estacdes seca e chuvosa, visando comparar o teor de volateis nos mesmos.
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Em todas as amostras o componente majoritdrio foi o estragol, também conhecido
como metilchavicol que consiste em um arilpropandide, presente em diversas espécies
vegetais conferindo as mesmas um aroma de “anis” (Martini,2011)

A presenca desse componente em todas as plantas possibilitou a sua identificagdo, pois
segundo Maia e colaboradores (2007) as caracteristicas quimicas sdo mais distintivas que as
anatomicas para fins de identificacdo da espécie, ainda devido a grande predominéncia de
estragol os exemplares estudados puderam ser classificados como pertencentes a0 mesmo
quimiotipo, estragol.

As amostras 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 e 8 originaram cromatogramas com 68, 50, 26, 48, 30,
52, 29 e 30 picos, respectivamente, ou seja, o total de constituintes do 6leo essencial variaram
entre 29 e 68. Variagdo essa atribuida a perda de voldteis durante o processo de
hidrodestilacdo. Foram considerados os 43 componentes que se encontravam em maior
quantidade e destes 28 sdo terpendide e 2 fenilpropandides. Dos terpendide encontrados, 16
sdo monoterpenos e 12 sdo sesquiterpenos.

Os monoterpenos encontrados no 6leo essencial sao: a-pineno; B-pineno; canfeno; -
felandreno; B-mirceno; a-terpineno; limoneno; eucaliptol; B-ocimeno; y-terpineno; (+)-4-
careno; linalool; canfora; borneol; terpinen-4-ol e a-terpineol.

Os sesquiterpenos presentes no Oleo sdo: B-elemeno; cariofileno; a-bergamoteno; a-
humuleno; germacreno D; B-farneseno; biciclogermacreno; a-bulneseno; y-cadineno; cubenol;
cis-muurola-4(15),5-dieno e o y-muuroleno.

Os fenilpropandides encontrados foram: o estragol e o eugenol. Dos componentes
encontrados, 8 nio foram identificados, como mostra a Tabela 5.

Muitos desses compostos apresentam atividades bioldgicas importantes, 0s
monoterpenos tém sido utilizados na formulacdo de pomadas e balsamos medicinais, aditivos
para banho e no alivio de constipacdes da cabeca e do peito, também no alivio de dores
musculares. Os sesquitepenos sdo repelentes de insetos e possuem atividade importante na
polinizacdo e regulacdo do crescimento nas plantas.

O estragol apresenta propriedade nematicida e inseticida (Martini, 2011). O eucaliptol
€ normalmente utilizado no tratamento de sintomas de doengas respiratérias agravadas por
infeccdo e na terapia complementar aromaterapia, que busca o bem estar fisico e mental a
partir das propriedades dos aromas dos 6leos essenciais. Atua ainda na prevencdo de danos

gdstricos induzidos pelo etanol.
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Ao composto terpinen-4-ol pode ser atribuida atividade antimicrobiana e anti-
hipertensiva (Toscan, 2010; Barcelos, 2010).

A Tabela 5 correlaciona os teores de estragol encontrados neste estudo (Curimatad
Paraibano), e os teores encontrados por Martini (2011) (Itaguai - Rio de Janeiro), Martins et al
(1997) (Madureira — Rio de janeiro) e Paula er al (2007) (Lavras - Parand). Observamos
diferencas significativas, que sao atribuidas as diferentes localidades geogréficas dos estudos,
que apresentam climas distintos.

As Figuras 4, 5, 6 e 7 mostram os cromatogramas para quatro amostras, representando
assim o perfil cromatogrdfico das mesmas, em todos € possivel visualizar picos dos
componentes majoritarios, estragol, eucaliptol, terpinen-4-ol, linalool, a-bergamoteno em

teores apresentados na Tabela 5.
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Tabela 5. Comparagdo do teor de volateis das amostras de 6leo essencial de Ocimum selloi Benth.

ESTACAO SECA ESTACAO CHUVOSA DADOS DA LITERATURA
Componente Tempo AlIM- | A2M- | A3T- | A4T- | ASM- | A6M- | A7T- | A8T- | Martini, Martins | Paula
de ES ES ES ES EC EC EC EC (2011) et al, et al,
Reten¢do (1997) (2007)
N.L 3.545 - 0,11 |- - - - - - - - -
N.L 3.660 - 0,10 |- - - - - - - - -
Isobutil metil cetona 3.860 0,29 (088 [058 (049 (0,57 |053 (049 |090 |- - -
Heptano 4.365 - 0,13 - - - - - - - - -
1,3,5-Cicloheptatrieno 4.410 - 0,16 - - - - - - - - -
N.L 4.538 - 0,18 |0,12 |0,10 |0,13 (0,01 |O,11 |0,20 |- - -
3-heptanol 8.602 - 0,12 - - - - - - - - -
N.L 9.192 0,12 |0,19 |- 0,12 0,16 |0,14 (0,13 |0,20 |- - -
a-pineno 9.409 046 |043 (032 (035 (046 |043 10,39 |0,46 |- - -
Canfeno 9.928 0,12 (0,12 - - - 0,10 - - - - -
B-felandreno 10.870 0,28 1025 (0,18 023 (0,23 |027 |0,19 |0,28 |- - -
B-pineno 10.954 059 |057 (043 (051 (054 (057 (046 |0,61 |- - -
-mirceno 11.562 0,36 (027 |020 028 (0225 |031 |022 |0,28 |- - -
a-terpineno 12.468 0,13 0,10 |- 0,11 |- 0,12 |- - - - -
Limoneno 12.916 0,64 |060 |052 (064 (061 |066 |055 |062 |0,1 - -
Eucaliptol 12.990 8,83 [8,78 |7,37 |8,03 |839 |[851 |7,08 |898 |- - -
-ocimeno 13.698 063 |052 (041 (066 [055 |073 |038 |0,52 |- - -
N.L 14.059 0,58 049 (050 (053 (0,57 056 |051 |050 |- - -
y-terpineno 14.351 0,28 10,23 |0,21 027 0,26 |027 |0,14 |0,25 |- - -
(+)-4-careno 15.154 0,57 052 (046 (066 [0)52 |063 |038 |05 |- - -
Linalool 15.600 0,72 (0,62 (0,67 (0,77 (1,07 |0,75 10,38 |0,63 |- - -
Canfora 17.196 085 (0,77 050 (0,82 052 |0,78 |0,70 |0,81 |- - -
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Borneol 17.979 1,09 (0,82 0,89 |0,81 | 1,21 0,82 045 |0,86 |- - -
Terpinen-4-ol 18.412 3,380 [ 2,72 249 |2,62 |2,68 |[266 |242 |2,67 |- - -
a-terpineol 18.900 1,23 1097 |0,76 |0,94 |0,90 1,01 0,78 |0,93 |- - -
Estragol 19.272 67,95 | 70,68 | 77,99 | 73,69 | 73,34 | 70,38 | 78,85 | 72,70 | 95,9 80,70 50,30
Acetato de bornila 22.236 1,25 10,89 (0,65 [0,67 |0,71 0,75 |0,58 0,93 |- - -
Eugenol 24.609 0,17 |- - - - - - - - - -
B-elemeno 25.756 0,40 |0,34 |- 026 1024 1035 (0,13 [0,20 |0,1 - -
Cariofileno 26.632 0,22 020 |- 0,18 0,17 023 (0,14 |[0,21 |0,6 - -
a-bergamoteno 27.127 1,80 |2,22 1,65 [ 1,82 2,09 |248 1,57 (2,03 |03 0,80 -
N.1 27.226 0,10 |- - - - 0,10 |- - - - -
o-humuleno 27.697 043 |047 (026 (036 [0,26 |046 |046 |036 |0,1 - -
N.L 27.768 0,15 |- - 0,14 |- 0,15 |- - - - -
Germacreno D 28.550 0,60 065 047 (052 (0,69 |0,76 |037 |05 |14 - -
B-farneseno 28.647 0,11 0,13 - 0,13 |- 0,15 - - - - -
Biciclogermacreno 29.026 053 (064 (049 (050 (0,60 |068 |044 |0,62 |08 - -
o-bulneseno 29.295 0,30 (0,22 (0,29 |0,21 |041 0,29 0,22 10,30 |- - -
y-cadineno 29.542 0,51 |043 (037 (031 (044 046 |035 |041 |- - -
Cubenol 32.489 0,23 | 0,11 - - - 0,11 - - - - -
cis-muurola-4(15),5- 33.205 2,47 1,45 1,18 [ 1,26 | 1,27 1,55 1,11 | 1,39 |- - -
dieno

N.L 33.474 0,14 |- - - - 0,12 |- - - - -
y-muuroleno 33.584 0,13 - - - - - - - 0,6 - -

AIM-ES= Amostra 1 coletada pela manha na estacdo seca; A2M-ES= Amostra 2 coletada pela manha na estagdo seca; A3T-ES= Amostra 3
coletada a tarde na estacdo seca; A4T-ES= Amostra 4 coletada a tarde na estacdo seca; ASM-EC= Amostra 5 coletada pela manha na estacdo
chuvosa; A6M-EC= Amostra 6 coletada pela manha na estacdo chuvosa; A7T-EC= Amostra 7 coletada a tarde na estacdo chuvosa; A8T-EC=
Amostra 8 coletada a tarde na estacdo chuvosa; N.I. = componente nao identificado; - = componente ndo detectado.
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Tabela 6. Comparagao sazonal dos constituintes do 6leo essencial de O. selloi Benth

Componentes AIM-ES | ASM-EC | A3T-ES | ATT-EC
N.L - - - -
N.L - - - -
Isobutil metil cetona 0,29 0,57 0,58 0,49
Heptano - - - -
1,3,5-Cicloheptatrieno - - - -
N.L - 0,13 0,12 0,11
3-heptanol - - - -
N.L 0,12 0,16 - 0,13
o-pineno 0,46 0,46 0,32 0,39
Canfeno 0,12 - - -
B-felandreno 0,28 0,23 0,18 0,19
-pineno 0,59 0,54 0,43 0,46
[-mirceno 0,36 0,25 0,20 0,22
a-terpineno 0,13 - - -
Limoneno 0,64 0,61 0,52 0,55
Eucaliptol 8,83 8,39 7,37 7,08
-ocimeno 0,63 0,55 0,41 0,38
N.L 0,58 0,57 0,50 0,51
y-terpineno 0,28 0,26 0,21 0,14
(+)-4-careno 0,57 0,52 0,46 0,38
Linalool 0,72 1,07 0,67 0,38
Canfora 0,85 0,52 0,50 0,70
Borneol 1,09 1,21 0,89 0,45
Terpinen-4-ol 3,38 2,68 2,49 2,42
a-terpineol 1,23 0,90 0,76 0,78
Estragol 67,95 73,34 77,99 78,85
Acetato de bornila 1,25 0,71 0,65 0,58
Eugenol 0,17 - - -
B-elemeno 0,40 0,24 - 0,13
Cariofileno 0,22 0,17 - 0,14
a-bergamoteno 1,80 2,09 1,65 1,57
N.L 0,10 - - -
a-humuleno 0,43 0,26 0,26 0,46
N.L 0,15 - - -
Germacreno D 0,60 0,69 0,47 0,37
B-farneseno 0,11 - - -
Biciclogermacreno 0,53 0,60 0,49 0,44
o-bulneseno 0,30 0,41 0,29 0,22
y-cadineno 0,51 0,44 0,37 0,35
Cubenol 0,23 - - -
cis-muurola-4(15),5-dieno 2,47 1,27 1,18 1,11
N.L 0,14 - - -
y-muuroleno 0,13 - - -
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A Tabela 6 compara os teores dos Oleos essenciais nas estacdes secas € chuvosas,
percebe-se que ocorreu um aumento na concentracdo de estragol nas amostras coletadas na
estacdo chuvosa, acontecendo o mesmo se comparado o horario de coleta, sendo maiores suas
concentracoes a tarde. Em outros compostos observa-se uma leve diminui¢do de sua
concentracdo na estacdo chuvosa, como € o caso do (+)-4-careno; y-terpineno; -ocimeno;
eucaliptol; terpinen-4-ol; acetato de bornila e cis-muurola-4(15),5-dieno, quando observados
os teores dos Oleos da planta coletada pela manha essas substdncias estio em maior
concentracdo, sugerindo que o 6leo da planta coletada neste periodo € mais ricos em
componentes, comparando-se com o 6leo da planta coletada no periodo da tarde. Enquanto
outros componentes permaneceram com teores similares independente da estacdo, a exemplo

de: a-pineno; limoneno e biciclogermacreno.

5.3 Identificacio dos Constituintes Majoritarios por Fragmentacoes em CG/EM

A andlise dos Oleos essenciais de O. selloi Benth. por CG/EM possibilitou como
mostrado no item 5.2 deste trabalho a identificacdo de inimeros metabdlitos secundarios,
alguns deles fenilpropandides e terpenos, 0s quais s@o responsdveis por caracteristicas
particulares desses 6leos, como cor, odor, etc.

No presente trabalho a presenca de alguns compostos majoritdrios foi evidenciada,
entre eles o estragol, também conhecido como metilchavicol e o eucaliptol ou 1,4-cineol,
abaixo temos representados os padrdes de fragmentacdo sofrido por estes componentes

individualmente e que nos permite identificd-los através de CG/EM.
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Figura 9. Padrao de fragmentacdes sofridas pelo constituinte ESTRAGOL.
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A Figura 8 mostra o espectro de massas do estragol, percebe-se que o pico do ion
molecular em m/z = 148 € o pico-base, representando o fragmento mais estavel. O pico M-15
(m/z = 133) representa a perda do radical metila. O pico em m/z = 117 mostra o fragmento
formado pela perda de OCH3 (M-31), subsequentemente tem-se a perda de 26 u.m.a, que gera
um pico em m/z = 91, correspondente ao ion tropilio, com posterior perda do radical metileno.

As quebras podem ser visualizadas na Figura 9 acima.
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Figura 10. Espectro de massas do constituinte EUCALIPTOL
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Figura 11. Padrao de fragmentagdes sofridas pelo constituinte EUCALIPTOL.

O composto identificado como eucaliptol com pico ion molecular de m/z= 154, o qual
corresponde ao peso molecular do composto e de onde podemos calcular sua férmula
molecular como sendo C10H1sO. Apresentou o padrao de fragmentacdo descrito a seguir: uma
perda de massa de 15 u.m.a. refere-se a perda de um grupo metila gerando um ion fragmento
com m/z= 139, este sofre uma nova fragmentacdo com uma perda de massa de 96 u.m.a.
fornecendo o fragmento 10nico de m/z= 43 que por sua vez € o pico mais estavel do espectro,
ou seja, o pico base. A perda de 29 u.m.a. a partir do pico fon molecular gera o pico fon
fragmento de m/z= 125 este sofre nova fragmentacdao perdendo 44 u.m.a. gerando o pico de

m/z= 81, conforme demonstrado na Figura 11 acima.

5.4 Analise do Perfil Quimico do Extrato Metandlico das folhas de Ocimum selloi Benth.

O extrato metandlico obtido das folhas secas de Ocimum selloi Benth apresentou como

massa 6,831g, sendo submetido a andlise por CLAE-UV seguindo as condi¢des apresentadas

na parte de metodologia deste trabalho.
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A andlise do perfil cromatogrifico por CLAE-UV do extrato metandlico, permitiu
observar uma vasta quantidade de compostos fenélicos como mostrado na Figura 12 abaixo,
que representa o cromatograma CLAE-UV para o extrato estudado.

Dentre os compostos observados, foi possivel identificar através da andlise do espectro
de UV-Vis para cada composto quatro compostos fendlicos com potencial atividade
antioxidante, que sdo: 4cido caféico, dcido clorogénico, taxifolina e rutina, sendo os dois
ultimos pertencentes a classe dos flavondides, compostos conhecidos por suas atividades
bioldgicas e farmacoldgicas. A rutina € empregada na industria farmacéutica para fabricagdo
de medicamentos que atuam na circulacdo sanguinea. Aumenta o tonus venoso, e acredita-se
que tenha associada uma acdo “impermeabilizante capilar”, devido a inibicdo da
hialuronidase, impedindo a passagem de proteinas que contribuiriam para a formacgdo de
edema. Diminui os fatores de risco para aterosclerose e doencas cerebrovasculares pela
ativacdo da enzima antioxidante super6xido dismutase, que promove aumento do colesterol
HDL sérico. E uma alternativa promissora no combate ao envelhecimento e doengas
degenerativas. (Santos, 2006). A taxifolina possui forte efeito antioxidante e, assim como a
rutina, apresenta atividade hipolipidémica (Alves, 2007; Oliveira, 2010).

O 4cido caféico é o maior representante dos polifénois. Apresenta atividade
antiinflamatéria, inibidor da xantina-oxidade, ligante metélico, agente protetor contra
citotoxidade induzida por per6xido de hidrogéncio, atenua a oxidacdo de lipoproteinas de
baixa densidade e inibe a oxidag¢do de LDL catalisada por ions metdlicos (Mauricio, 2006). E
o acido clorogénico € um éster do 4cido quinico com o &cido caféico. Estudos sugerem que o
acido clorogénico possuem atividade importantes no diabetes mellitus, em doencgas
cardiovasculares e dislipidemias (Garambone, 2007)

O alto teor de substancias fendlicas encontrado no extrato metanolico da espécie
classifica a mesma como fonte promissora de compostos com potencial farmacoldgico, entre

eles acentuado potencial antioxidante.
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Figura 12. Cromatograma de HPLC-UV (254 nm) do extrato etandlico de Ocimum selloi Benth.

A= 4cido clorogénico (T.R.= 16.655 min); B= 4cido caféico (T.R.= 28.287 min); C= taxifolina (T.R.= 29.414 min); D= rutina (T.R.= 30.536
min).
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6. CONCLUSOES

Com a realizacao deste trabalho foi possivel observar o alto teor do componente
estragol no dleo essencial das espécies de Ocimum selloi Benth cultivadas em Nova
Floresta — PB, que a caracteriza como sendo do quimiotipo metilchavicol. A estacdo
chuvosa interfere positivamente os teores de estragol, enquanto que a producdo de 6leo
essencial € prejudicada pela falta de luminosidade. Os hordrios de coleta ndo mostraram
relacdo bem definida com a composi¢ao e rendimento do 6leo. Comparando-se os teores
do 6leo em estudo com os dados disponiveis na literatura, foram percebidas variacdes
em seus teores e constituintes, indicando que os fatores climédticos e geograficos sao
importantes na composi¢cao quimicas dos 6leos da espécie Ocimum selloi Benth.

Muitos dos componentes encontrados no 6leo apresentam atividades bioldgicas
significativas, necessitando de outros estudos que visem a formulacdo de medicamentos
para diferentes fins. Como mostrado no trabalho de Martini (2011), estes Odleos
essenciais podem ser utilizados em formulagdes farmacéuticas, j4 que apresentam
estabilidade considerével.

As substancias fendlicas encontradas no extrato metandlico também apresentam
isoladamente importantes atividades bioldgicas. Sendo necessdria a realizacdo de
estudos mais aprofundados para determinar o efeito do sinergismo desses componentes

e ainda, estudos com outros solventes para isolamento de outras substancias.
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