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RESUMO

BRANQUINHO, NUBIA ANGELICA DE AVILA. Instituto Federal de Educagio,
Ciéncia e Tecnologia Goiano — Campus Rio Verde — GO, fevereiro de 2015. Avaliacao
de teor e composicdo quimica dos 6leos essenciais de trés espécies de Hyptis,
submetidas a diferentes velocidades e temperaturas de secagem. Osvaldo Resende
“Orientador”; Alessandra Cristina Boffino de Almeida Monteiro Hara, Fabiano

Guimariées Silva e Luiz Claudio de Almeida Barbosa “Coorientadores”.

O género Hyptis € de ampla ocorréncia no Cerrado brasileiro sendo que muitas espécies
apresentam propriedades medicinais e relevancia farmacéutica. A diversidade da
atividade bioldgica de Hyptis tem levado a estudos da composi¢do quimica dos éleos
essenciais presentes na planta. Sabe-se que estes possuem propriedades antimicrobianas,
anticancerigenas, usadas em composicdes aromatizantes para alimentos e perfumes
sofisticados. Os Oleos essenciais sdo metabdlitos secundarios resultantes do balanco
entre a formacéo e sua transformacdo, que ocorrem durante o crescimento vegetal, em
decorréncia fatores genéticos, ambientais e técnicas de cultivo. Assim, nesse trabalho,
objetivou-se, verificar a influéncia de diferentes temperaturas e velocidades do ar de
secagem, que podem promover variacdes no teor e composicdo dos 6leos essenciais de
Hyptis marrubioides Epling, Hyptis suaveolens (Linnaeus) Poiteau e Hyptis pectinata
(Linnaeus) Poiteau. A metodologia aplicada se iniciou com a producéo de mudas das trés
espécies em casa de vegetacdo em meados de agosto de 2013, com germinagdo de
sementes em bandejas de isopor contendo substrato Trimix, mantidas sob irrigacdo e
posterior transplantio para o campo no inicio do més de outubro de 2013. A secagem foi
realizada em dezembro de 2015 para as espécies H. suaveolens e H. pectinata e, em



XVil

marco de 2015 para a espécie H. marrubioides, no Laboratorio de Pds-colheita de
Produtos Vegetais, precedida de determinacdo do teor de 4gua de cada espécie em estufa
de circulagdo forcada a 103 °C por 24 horas. As folhas foram secas em secador de leito
fixo com temperaturas de 35, 45 e 55 °C e as velocidades do ar de secagem controladas
em 1 e 2 ms? A extracdo de dleos ocorreu por hidrodestilacdo, utilizando aparelho de
Clevenger. Foram utilizados 60 g de folhas secas para cada repeticdo por 50 minutos.
Extraiu-se o 6leo com diclorometano e posteriormente se promoveu a concentracdo com
a evaporacao total do solvente em capela de exaustdo de gases a temperatura ambiente.
Apos a extragdo, os 6leos foram enviados a Universidade Federal de Vigosa, e realizaram
andlises por cromatografia gasosa acoplada ao espectrbmetro de massas, para a
caracterizacdo quimica. A identificacdo quimica permitiu verificar os compostos
majoritarios para as trés espécies. Cis- e trans-tujona foram os compostos majoritarios da
espécie Hyptis marrubioides, com suas maiores concentracdes a 15,77 + 5,84 e 22,55 +
8,24%, respectivamente, a 35 °C. Para a espécie Hyptis suaveolens, o Oxido de
cariofileno teve maior concentracdo na temperatura de 45 °C com valores de 48,91 +
7,64 e 45,60 + 19,85% para as velocidades de 1 e 2 m s, respectivamente. J& para a
espécie Hyptis pectinata, as analises quimicas também apontaram o composto 6xido de
cariofileno como majoritario em todas as condi¢Bes de secagem, sendo verificadas suas
maiores concentragdes, 52,91 + 2,23 e 55,43 + 7,78% a 55 °C, para as velocidades de 1 e

2 m s}, respectivamente.
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ABSTRACT

BRANQUINHO, NUBIA AVILA DE ANGELICA. Instituto Federal de Educacéo,
Ciéncia e Tecnologia Goiano — Campus Rio Verde — GO, February 2015. Evaluation of
content and chemical composition of essential oils of three species of Hyptis under
different speeds and drying temperatures. Osvaldo Resende "Advisor"; Alessandra
Cristina Boffino de Almeida Monteiro Hara, Fabiano Guimardes Silva and Luiz Claudio
de Almeida Barbosa "Co-Advisors".

The Hyptis genre is widely spread in the Brazilian cerrado; many species have
medicinal properties and pharmaceutical relevance. The diversity of the biological
activity of Hyptis has led to studies of the chemical composition of the essential oils
present in the plant. It is known that these species s have antimicrobial, anticancer
propertie, are also used in flavoring compositions for foodstuffs and fine fragrances.
Essential oils are secondary metabolites resulting from the balance between their
formation and their transformation that occur during plant growth, due to three factors:
genetic, environmental and cultivation techniques. This work aimed to investigate the
influence of different temperatures and air velocities of drying, which can promote
changes in the content and composition of essential oils of Hyptis marrubioides Epling,
Hyptis suaveolens (Linnaeus) Poiteau and Hyptis pectinata (Linnaeus) Poiteau. The
methodology began with the production of seedlings of the three species in the
greenhouse in mid-August 2013, with seed germination in trays containing Trimix
substrate, kept under irrigation and later transplanted to the field. Drying was performed
in December 2015 for the species H. suaveolens and H. pectinata and in March 2015 for
H. marrubioides in the Post-Harvest Vegetable Products Laboratory, preceded by the
determination of each species moisture content in circulation oven at 103 °C by 24
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hours. The leaves were dried in a fixed bed dryer adjusted to an automation system
controlling the temperature at 35, 45 and 55 °C and the drying air at controlled speed of
1 mstand 2 st The extraction of oil occurred by hydrodistillation using a Clevenger
apparatus. A total of 60 g of dried leaves for each repetition by 50 minutes were used.
The oil was extracted with dichloromethane and then promoted if its concentration with
the total solvent evaporation in the gas exhaust hood at room temperature. After
extraction, the oils were sent to the Federal University of Vicosa - Minas Gerais, where
they underwent analysis by gas chromatography coupled to a mass spectrometer for
chemical characterization. The chemical identification showed that the major compounds
for the three species were cis- and trans-thujone with their higher concentrations 15.77 £
5.84; 22.55 * 8.24%, respectively, at 35 °C for Hyptis marrubioides species. For Hyptis
suaveolens species the caryophyllene oxide had high concentration at a temperature of
45 °C and values of 48.91 + 7.64 and 45.60 + 19.85% to speed of 1 st and 2 m st
respectively. As for the Hyptis pectinata species, the chemical analysis also showed the
compound caryophyllene oxide as major compound in all drying conditions, being
checked their highest concentrations, 52.91 + 2.23 and 55.43 + 7.78% to 55 °C to speed
of 1 mstand 2 m s respectively..



20

INTRODUCAO

1. Plantas medicinais: 6leos essenciais

O homem desde o tempo de sua existéncia, depende das plantas, utilizando-as
como alimento, cosméticos, produtos aromaticos. As plantas medicinais sdo produtos
naturais utilizados pela humanidade h& tempos remotos, como terapias ao tratamento de
doencas (Mukherjee et al., 2010). O conhecimento sobre plantas medicinais simboliza
muitas vezes o Unico recurso terapéutico de muitas comunidades e grupos étnicos.

As plantas com propriedades terapéuticas utilizadas na medicina,
tradicionalmente constituem uma importante fonte de novos compostos biologicamente
ativos (Oliveira et al., 2006). Os compostos quimicos que conferem as plantas potencial
terapéutico, sdo produzidos por meio do metabolismo vegetal.

As plantas geram grande variedade de compostos quimicos, 0S quais Sao
divididos em dois grupos, metabolitos primarios e secundarios. O metabolismo primario
é considerado como uma série de processos envolvidos na manutencdo fundamental da
sobrevivéncia e do desenvolvimento, como a fotossintese, a respiracdo e o transporte de
solutos. O metabolismo secundario consiste num sistema com importante fungéo para a
sobrevivéncia e competicdo no ambiente, origina compostos com carateristicas

quimicas variadas e as vezes encontradas apenas em grupos restritos de plantas.

1.1. Composicao quimica

Os Oleos essenciais sdo metabolitos secundérios definidos como misturas
complexas de derivados de fenilpropanoides ou de terpenoides, os quais possuem valor
agregado pelas suas aplicagbes em medicamentos, cosméticos, alimentos e
agroquimicos (Pinto et al., 2002). Diversos 0leos essenciais sdo pesquisados acerca de

suas propriedades farmacolOgicas, sabe-se que estes possuem propriedades
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antimicrobianas, anticancerigenas, e também séo usados em composi¢des aromatizantes
para alimentos e perfumes sofisticados (Mendes, 2008; Bizzo et al., 2009; Sousa et al.,
2012). Diversos medicamentos recentemente encontrados nas prateleiras das farmacias
foram sintetizados a partir do metabolito secundario ou que este tenha servido de
protétipo molecular.

Os Oleos essenciais apresentam as mais diversificadas atividades
farmacologicas, mas se destacam principalmente as caracteristicas antimicrobianas,
analgesica, sedativa, antitumoral, antioxidante, anti-inflamatoria, antinociceptiva e
antiparasitaria. Na inddstria farmacéutica tambeém tém sido usados como promotores de
permeacao de farmacos para via de administracdo transdérmica (Henriques et al., 2007).

A composicao dos metabdlitos secundarios nas plantas € resultado do balanco
entre sua formacdo e transformacdo, que ocorrem durante o crescimento. Diversos
metabolitos secundarios sdo normalmente sintetizados e acumulados constitutivamente
nas plantas, enquanto outros tém sua biossintese induzida apenas apds a ativacao por
fatores do ambiente.

De fato, os metabdlitos secundarios representam a interface quimica entre as
plantas e o ambiente. Os estimulos decorrentes do ambiente, no qual a planta se
encontra, podem redirecionar a rota metabdlica, ocasionando a biossintese de diferentes
compostos.  Dentre  estes  fatores, podem-se  ressaltar as  interacOes
planta/microrganismos, planta/insetos e planta/planta; idade e estddio de
desenvolvimento, fatores abidticos como luminosidade, temperatura, pluviosidade,
nutricdo, época e horéario de coleta, bem como técnicas de colheita e pos — colheita. E
valido ressaltar que estes fatores podem apresentar correlac@es entre si, ndo atuando
isoladamente, podendo exercer influéncia conjunta no metabolismo secundario (Morais,
2009).

Simdes e Spitzer (2000) comentam ainda que os 6leos essenciais obtidos de
diferentes 6rgdos da mesma planta podem apresentar composicdo quimica, caracteres
fisico-quimicos e odores distintos.

As alteracbes quimicas na composicdo dos Oleos essenciais ocorrem
facilmente, tanto quantitativa como qualitativamente, principalmente por influéncia do
meio ambiente como temperatura, luz, umidade, estacdo do ano, presenca de metais,
ritmo circadiano, agentes bioldgicos e poluicdo atmosférica (Neto & Lopes, 2007).
Procedimentos pos-colheita como a secagem também podem intervir na composi¢ao

quimica dos 6leos essenciais (Szumny et al., 2010).
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Em diversos trabalhos sdo estudados os efeitos da secagem na qualidade dos
compostos bioativos. 1sso é necessario, pois cada espécie tem um comportamento
diferente e seu contelido, consequentemente, reflete essa diferenca também (Soares et
al., 2007; Rocha et al., 2011).

Martendal et al. (2011) relatam que o0 processo de secagem em plantas
aromaticas visa minimizar a perda de principios ativos e retardar a sua deterioragao, um
processo rapido pode degradar os principios ativos. Também ndo deve ser
demasiadamente lenta, pois pode propiciar o0 aparecimento de microrganismos
indesejaveis e com a reducdo da quantidade de 4gua, aumenta-se, também, a quantidade
de principios ativos em relacdo a massa seca, permitindo a conservacao das plantas por
um periodo maior para a sua posterior comercializacdo e uso. A alteracdo na
composicao quimica ocorre pela grande quantidade de compostos volateis encontrados
nas plantas aromaéticas (Von Hertwig, 1991; Silva & Casali, 2000). Assim a
temperatura de secagem deve ser controlada e estudos sobre a influéncia destas sdo
necessarios para obtencdo da temperatura de secagem mais apropriada para cada
espécie, visando assegurar teores e composicdo quimica adequados do 6leo essencial
(Blanco et al., 2000).

A composicao quimica dos 6leos essenciais é bastante variavel. Geralmente o
rendimento dos Oleos essenciais € pequeno (em torno de 0,2 a 0,7%), quando
comparados a massa inicial dmida (Castro et al., 2004), porém ainda assim apresentam
uma diversidade de constituintes. Comumente sdo identificados mais de 60 compostos
distintos (Castelo et al., 2010). As classes mais encontradas sdo os fenilpropanoides,
terpenos (monoterpenos e sesquiterpenos) e seus derivados oxigenados (Isman et al.,
2011).

Os terpenoides, entendidos como os terpenos e seus analogos oxigenados,
representam uma classe variada e extensa de compostos. Eles sdo formados por varias
unidades de isoprenos (CsHs) unidas. Esses compostos sdo subdivididos de acordo com
0 namero de unidades de isopreno existentes. Os monoterpenos, espécie mais comum
nos Oleos essenciais, sao isdbmeros compostos por duas unidades de isopreno, isto &,
possuem 10 atomos de carbono. Os sesquiterpenos, por sua vez, sdo formados por trés
unidades, ou seja, 15 carbonos, enquanto, os diterpenos, os triterpenos e os tetraterpenos
(carotenoides) séo formados, respectivamente, por quatro, seis e oito unidades (Carson

& Hammer, 2011). Existem ainda os norterpenos que sdo oriundos de uma clivagem
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especifica de carotenos, resultando em compostos de 13 carbonos, mas que ndo sdo
comuns nos 6leos.
Na Tabela 1, estdo apresentados exemplos de compostos quimicos

frequentemente encontrados em espécies de Hyptis estao listados na Tabela 1.

Tabela 2 - Compostos quimicos encontrados em espécies de Hyptis

:

Aromadendreno 1,8-cineol p-cimeno
H
N
OH éf
H
Sabineno Terpinen-4-ol Trans-cariofileno

HO

I J

Espatulenol p-cymen-8-ol a-humuleno
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1.2. Tecnicas de extracdo dos 0leos essenciais

Na extracdo, o método a ser utilizado deve ser bem escolhido. Os processos de

obtencdo de oOleos essenciais variam conforme a localizagdo nas plantas, podendo

ocorrer em diversas partes. Os métodos mais comuns sdo a hidrodestilacéo, destilagdo

por arraste a vapor ou destilagdo seca ou por um processo mecénico adequado sem

aquecimento (para frutas citricas) de uma planta ou de algumas partes dela (Rubiolo et

al., 2010).
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1.2.1. Enfloragéo

Neste método sdo utilizadas pétalas de flores frescas, que sdo recobertas de
gordura (animal/vegetal) e compostos preservativos por ambos os lados em uma placa
de vidro. Usualmente a cada 24 horas essas pétalas sdo substituidas por outras frescas,
até que a gordura (animal/vegetal) chegue ao ponto de saturacdo em relacdo aos 6leos
das flores. A gordura passa por tratamento com alcool, e se obtém um “extrato” de
flores, que passa pelo processo de destilagdo, visando finalmente separar o solvente do

6leos essencial deseado (Simdes et al., 2007).

1.2.2. Arraste por vapor d’agua

Geralmente realizada com folhas e erva, quando empregada em grande escala,
é feita em alambiques, e sdo colocadas as partes da planta frescas e, 0 vapor que sai de
uma caldeira circula arrastando os Oleos essenciais liberados. A mistura gasosa se
condensa e pode ser separada por diferencga de densidade.

Também pode ocorrer por hidrodestilacdo, em que o material vegetal
permanece em contato direto com a dgua em ebulicdo e os 6leos que evaporam sobem
ao condensador juntamente com os vapores d’agua, se resfriam e podem ser separados
por decantagdo. Em pequena escala, emprega-se o aparelho de Clevenger (Simdes et al.,
2007).

1.2.3. Extracdo com solventes volateis

Nesse método, as plantas sdo imersas em um solvente quimico adequado,
usado para extrair 0os compostos aromaticos da planta, fornecendo um produto
denominado concreto e, este pode ser dissolvido em alcool de cereais para a remogao do
solvente. Assim com a evaporac¢do do alcool, tem-se o absoluto.

Apesar de o rendimento ser bem maior, os 6leos obtidos por esta técnica
apresentam residuos de solventes e por isso costuma ser utilizado em perfumaria e

cosméticos.

1.2.4. Prensagem a frio
Geralmente usado na extracdo de dleos essenciais de frutas citricas, que tém

seus Oleos encontrado nos tecidos periféricos. Os pericarpos sdo prensados para a
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extracdo do dleo. E, a camada que contém o 0leo essencial é separada por decantacao,
centrifugacdo ou destilagéo fracionada (Simdes et al., 2007).

1.2.5. Extracéo por fluidos supercriticos

A extracdo por fluidos supercriticos € uma técnica que utiliza o poder do
solvente em temperatura e pressdo vizinhas ao ponto critico. O solvente mais utilizado
nesta técnica é o dioxido de carbono (COz), por causa de seu baixo custo, a temperatura
critica considerada baixa (31,1 °C) e a pressdo critica facilmente alcancéavel (72,85 atm),
além de solvente inodoro, quimicamente inerte e sem risco ambiental. O processo tem a
desvantagem de demandar altos custos, porém apresenta boa qualidade do produto final.

As partes das plantas a serem extraidas sdo colocadas em um tanque e, é
injetado dioxido de carbono supercritico. Nessas condi¢cdes o CO> atinge 0 que seria um
quarto estado fisico, no qual a sua viscosidade € semelhante ao do gés, mas a sua
capacidade de solubilidade é elevada como se fosse um liquido.

Uma vez efetuada a extracdo, faz-se com que a pressdo diminua e o gas

carbdnico volte ao estado gasoso, ndo deixando residuo de solvente (Lima, 2006).

1.3. Cromatografia Gasosa

A cromatografia gasosa (CG) é um método de separacdo de compostos, que
ocorre na fase gasosa, baseando na migracdo diferencial das substancias entre a fase
movel e a fase estacionaria. O constituinte gasoso é transportado pela coluna por um gas
de arraste. A interacdo entre os componentes e a fase estaciondria ocasiona uma
separacdo diferencial dos componentes da mistura (Mcnair, 2009).

J& a espectrometria de massas (EM) conduz o material injetado, ioniza-o em
alto vacuo, impulsiona e concentra esses ions e seus produtos de fragmentacdo através
do analisador magnético de massa, e entdo coleta e mede as quantidades de cada ion
selecionado em um detector. A cromatografia a gas acoplada a espectrometria de
massas indica a massa molecular e o padréo de fragmentagéo.

Segundo Simdes e Sptizer (2007), o espectrdmetro ioniza as moléculas, separa
os ions de acordo com a razdo m/z (massa/carga) e fornece um histograma das
abundancias relativas de ions individuais com diferentes razGes massas/carga geradas
por um composto em condi¢Oes especificadas, porém os dados de retencdo linear devem

ser considerados para aumentar a seguranga na identificagao.
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A cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG/EM) se
mostrou um dos métodos mais eficientes para o estudo da elucidacdo da composi¢do
quimica dos 6leos essenciais (Harris, 2001).

A cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas permite realizar
em uma sé operagdo, para a amostra da ordem de 1uL, a andlise qualitativa junto com a
indicacdo das proporgdes em que se encontram 0s componentes. O equipamento
possibilita obter dados sobre o peso molecular e a estrutura molecular dos Oleos

essenciais.

2. Hyptis

A familia Lamiaceae pertence a ordem Tubiflorae (Lamiales), abrangendo
cerca de 200 géneros e aproximadamente 3.200 espécies distribuidas em todo o mundo
(Botrel et al., 2010a). Os géneros Salvia (500 espécies), Scutellaria, Coleus,
Plectranthus e Satachys (200 espécies), Nepeta (150) e Teucium (100) possuem
distribuicdo cosmopolita, embora as plantas destes géneros sejam encontradas
especialmente na regido do mediterraneo (Melendo et al., 2003). O género Hyptis é
composto por aproximadamente 580 espécies e muitas destas possuem grande
importancia econémica e etnofarmacoldgica, sdo utilizadas para diversos fins
medicinais, ndo apenas no Brasil (Barbosa & Ramos, 1992).

O género Hyptis (Lamiaceae), é de ampla ocorréncia na América Tropical e
alta diversidade morfoldgica, principalmente na regido do Cerrado brasileiro (Harley,
1988). O grupo se caracteriza pela presenca de plantas fortemente aromaticas, com
habito herbaceo a arbustivo, caule quadrangular, e flores com o0s estames presos ao
labio inferior da corola (Harley, 1976). H& relatos da ocorréncia de espécies
extremamente diversas de Hyptis no Cerrado brasileiro, muitas apresentam
propriedades medicinais e relevancia farmacéutica (Arrigoni-Blank et al., 2008;
Coutinho et al., 2009). As plantas desse género apresentam aroma caracteristico, sendo
algumas espécies utilizadas no tratamento de infeccBes gastrointestinais, cdimbras,
dores e tratamento de infeccdes de pele (Falcdo & Menezes, 2003). Sdo também
importante fonte de constituintes bioativos com efeito antimicrobiano, citotoxico e
inseticida (Kuhnt et al., 1995).

O género Hyptis tem grande importancia econdémica por ser fonte de oOleos

essenciais aromaticos, volateis e de plantas ornamentais. Diversas espécies Sao
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utilizadas como condimentos importantes em culinaria, sendo apreciadas pelo aroma ou
pelo sabor que conferem aos alimentos (Menezes, 1994).

A diversidade da atividade bioldgica de Hyptis tem levado a estudos da
composicao quimica dos 6leos essenciais presentes em H. suaveolens (Oliveira et al.,
2005), assim como para outras espécies do género, que é determinada por fatores
genéticos, porém, fatores sazonais, horarios de coleta, e manipulacdo pos-colheita
podem acarretar alteracdes significativas na producdo dos metabdlitos secundarios.

Botrel et al. (2010b) avaliaram a influéncia da sazonalidade no teor e
composicdo do Oleo essencial de Hyptis marrubioides e, ndo observaram diferencas
qualitativas no Oleo essencial de H. marrubioides ao longo das estagdes. Porém,
diferencas nas concentracdes relativas (%) foram observadas. O verdo apresentou o
maior teor de 6leo; o inverno, no entanto, apresentou a maior concentracgdo relativa (%)
dos componentes majoritarios o ¢ f-tujona.

2.1. Hyptis marrubioides Epling

Hyptis marrubioides Epling é denominada vulgarmente horteld-do-campo,
sendo considerada uma espécie medicinal do Cerrado (Rodrigues & Carvalho, 2001),
com crescente interesse farmacologico.

Os principais constituintes quimicos encontrados em Hyptis marrubioides
Epling, em duas localidades da regido do Cerrado brasileiro foram, cariofila-4(14),
8(15)-dien-5B-ol, eudesma-4(15),7-dien-1p-ol, 6xido de cariofileno e (B)-cariofileno
(Sales et al., 2007). Os terpenos sdao empregados na medicina tradicional (Haslam,
1996) pelas propriedades bactericidas (Kang et al., 1992), anti-inflamatorias (Shimizu,
1990) e mesmo antitumorais (Zheng et al., 1992). Sdo conhecidos também pelas

propriedades insetifugas (Jacobson et al., 1990).
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Figura 1 - A - Hyptis marrubioides Epling, B — inflorescéncias

Botrel et al. (2009), avaliaram o teor e composi¢do quimica do 6leo essencial
de H. marrubioides em diferentes gendtipos (roxo e branco) e partes da planta fresca
(folhas, inflorescéncias e caule). O oOleo essencial foi extraido por hidrodestilacdo por
duas horas e analisado por Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas
(CG-EM). Verificaram que o maior teor de Oleo essencial foi observado na
inflorescéncia do genotipo roxo e 0 composto a-tujona apresentou a maior porcentagem
de area do pico nas inflorescéncias de genotipo roxo.

Analisar a variacdo no teor e composi¢cdo do Oleo essencial de Hyptis
marrubioides Epl. cultivadas em campo e estufa foi o objetivo de Botrel et al. (2010b),
que extrairam o 6leo volatil por hidrodestilacdo e analisaram por GC-MS. Os autores
identificaram o maior teor de 6leo volatil em plantas cultivadas em campo, com a
percentagem mais elevada verificada em amostras cultivadas no campo, tais como
germacra-4(15),5,10(14)-trieno-1-a-ol (16,34%), B-cariofileno (10,42%), y-muuroleno
(12,83%) e trans-tujona (9,98%). No entanto, alguns compostos foram encontrados
apenas em plantas cultivadas em estufa, tais como cis-muurol-5-en-4a-ol (10,84%), a-
cadinol (3,06%) e eudesma-4(15),7-dien-1p-ol (6,82%).

2.2. Hyptis suaveolens (L) Poiteau

Hyptis suaveolens (Linnaeus) Poiteau (Lamiaceae) é anual nativa do continente
americano, fortemente aromatica e com altura de 0,50 a 1,90 m, podendo chegar até 3,0
m dependendo do ambiente. O grupo se caracteriza pela presenca de plantas fortemente
aromaticas, com habito herbaceo a arbustivo, caule quadrangular, e flores com os

estames presos ao labio inferior da corola (Harley, 1976).
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E comum em locais submetidos & acio antropica, como terrenos baldios,
margem de estradas, pastagens, culturas anuais e perenes, além de ser distribuida em
regides tropicais e subtropicais. No Brasil, ocorre em todo o territorio, é empregada na
medicina popular em algumas regides, principalmente na regido Nordeste, e €
conhecida como bamburral, sambacoité, mentrasto-do-grande, cheirosa, alfavacéo,
alfavaca-de-caboclo, alfazema-de-caboclo, alfazema-brava, salva-limdo, betonica-
brava,metrastogracu, sdo-pedro-caa, melissa-de-pison, pataquera, beténia-branca e cha-
de-franca (Lorenzi & Matos, 2002).

A B

Figura 2 - A - Hyptis suaveolens (L) Poiteau B — inflorescéncia C - calices

O oleo essencial de Hyptis suaveolens (Linnaeus) Poiteau é constituido
principalmente de monoterpenos e sesquiterpenos, sendo estes sintetizados nas células

de tricomas glandulares e armazenados no interior da capsula situada no apice do pelo
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glandular. O 6leo essencial desta espécie ja foi caracterizado quimicamente em varios
estudos (Silva et al., 2003), tendo sido verificada elevada variabilidade na composic¢ao
e no teor dos constituintes majoritarios. Estas diferencas foram atribuidas a origem
geografica das plantas (Sidibe et al., 2001; Grassi et al., 2005).

Martins et al. (2006) realizaram estudo para estabelecer a correlagéo entre as
condicBes de crescimento e composicdo do 6leo essencial de Hyptis suaveolens de
Alfenas (MG), Brasil. As plantas foram cultivadas em estufa, utilizados quatro
tratamentos e coletas realizadas em dois periodos de tempo (60 e 135 dias de idade). Por
meio de analise de GC-MS, identificaram o0s compostos espatulenol, globulol,
dehydroabietol, e-cadinol e B-felandreno como os principais componentes encontrados
no 6leo essencial. Observaram que as grandes mudancas na composicdo do Oleo
essencial foram identificadas em plantas de 135 dias de idade, cultivadas sob deficiéncia
de NPK. Houve a identificacdo de diterpenos, inclusive em elevadas proporcoes, que 0s
autores correlacionaram com o genotipo fixado da linhagem das plantas cultivadas em
Alfenas - MG.

Ao contrario de Hyptis marrubioides Epling, sesquiterpenos oxigenados foram
0s constituintes majoritarios encontrados na maioria das populacfes de plantas Hyptis
suaveolens (Linnaeus) Poiteau do Cerrado brasileiro, em estudos realizados por
Azevedo et al. (2002).

Azevedo et al. (2002) avaliaram a composicdo de nove amostras de 6leo
essencial de H. suaveolens, de plantas individuais em fase de frutificacdo do Cerrado
brasileiro investigadas por GC-MS. Espatulenol, 1,8-cineol e (E) -cariofileno foram os
principais constituintes, a latitude foi o mais importante fator ambiental que influenciou
o0s Oleos, indicando que sesquiterpenos foram produzidos principalmente nas amostras
cultivadas em latitudes e altitudes menores.

Hyptis suaveolens tem sido extensivamente investigada por causa do Oleo
essencial, que tem propriedades antifingicas e antibacterianas (Singh et al., 1992; Zollo
et al., 1998; Azekun, 1999; Malele et al., 2003), além de alta atividade nematicida, pela
presenca de D-limoneno e mentol e larvicida, contra Aedes aegypti (4° estagio) (Falcéo
& Menezes, 2003).

Noudogbessi et al. (2013) reportaram os resultados das anélises realizadas pela
cromatografia gasosa em 6leos essenciais de H. suaveolens de sete localidades de
Benin. Os compostos com concentracGes expressivas foram Sabineno (7,3 — 31,3%),
eucaliptol (14 — 24,6%), p-cariofileno (6,9 — 12,7%) 1,8-cineol (11,5%), B-felandreno
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(10,2%), terpinoleno (8,7 — 9,6%), fenchona (4,1 — 8,1%), p-menta-2(7),8-dieno
(7,9%), biciclogermacreno (4,7 — 7,5%), B-pineno (4,9 — 7,4%), (Z)-p-ocimeno (6,9%)
e terpinen-4-ol (5,4 — 5,9%).

2.3. Hyptis pectinata (L) Poiteau

A espécie Hyptis pectinata (Linnaeus) Poiteau é popularmente conhecida
como sambacaita ou canudinho. E uma planta utilizada no nordeste brasileiro, na
medicina popular para o tratamento de inflamagOes, infeccdo bacteriana e dor
(Raymundo et al., 2011).

Sé@o plantas herbaceas ou subarbustivas com caule quadrangulares, folhas
oposta, altura entre 1 a 2 metros e ciclo anual. Suas flores sdo pequenas e unidas em
inflorescéncias densas (Basilio et al., 2006).

Como outras espécies do género, Hyptis pectinata (Linnaeus) Poiteau é
reconhecida como planta medicinal de grande importancia em varias partes do mundo,
inclusive no Brasil. Na Tanzania, as folhas sdo usadas contra tosse e como cataplasma
em furGnculos, enquanto no oeste da India, as folhas sdo utilizadas na forma de cha,
para dores estomacais (Boalino et al., 2003). Pesquisas realizadas atestaram que o
extrato aquoso de folhas de sambacaitd também possui efeito antiedematogénico e
antinociceptivo (Bispo et al., 2001). Possui predominancia em 0leos essenciais com
propriedades terapéuticas, sendo bastante utilizado na medicina popular (Raymundo et
al., 2011).

Figura 3 - Hyptis pectinata (Linnaeus) Poiteau
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Formulagdes de Hyptis pectinata (Linnaeus) Poiteau sdo usadas na medicina
popular para multiplas finalidades (Fragoso-Serrano et al., 2005). No nordeste do Brasil
a planta é popularmente utilizada para diferentes enfermidades, tais como
rinofaringites, desordens gastricas e anti-inflamatorio (Bispo et al., 2001). Pesquisas
comprovaram efeitos antinoceptivo e antiedematogénico do extrato aquoso de folhas,
além da atividade antimicrobiana do 6leo essencial (Bispo et al., 2001; Arriogoni-Blank
et al., 2008).

Estudos realizados com Oleos essenciais de Hyptis pectinata (Linnaeus)
Poiteau na Costa do Marfim (Africa) revelaram o p-cimeno (33,7%) e timol (26,0%)
como componentes principais (Malan et al., 1988). Pietschmann et al. (1998)
encontraram no 6leo obtido de espécimes nativos da India os constituintes Sabineno
(27,8%), B-cariofileno (17,2%), B-pineno (6,7%) e terpinoleno (6,0%), enquanto em
espécimes colhidos no Ceard, os componentes majoritarios foram o S-pineno (8,16%),
p-cimeno (17,5%), B-cariofileno (21,5%) e espatulenol (15,0%) (Araujo, 2004). Na
Republica de Camardes, Tchoumbougnang et al. (2005) com espécimes locais
obtiveram germacreno-D (28,0%) e B-cariofileno (22,1%). E no acesso SAM0012 do
Banco de Germoplasma da Universidade Federal de Sergipe — (UFS) foram
acalamusenona (24,68%), B-cariofileno (18,34%), 6xido de cariofileno (18%) e B-
pineno (6,95%) (Santos et al., 2008).

3. Beneficiamento das plantas

Um importante fator na qualidade do 6leo essencial das plantas medicinais € a
condicdo da sua colheita. Caracteristicas como o 6rgdo da planta, o estagio de
desenvolvimento a época do ano e o horario do dia, podem influenciar na producéo de
substancia com atividade terapéutica (Blank et al., 2007, Gobbo-Neto & Lopes, 2007).

Dessa maneira, 0os cuidados se estendem além da coleta da planta, sendo
necessarios cuidados antes, durante e depois da coleta. A secagem das plantas
medicinais compde uma etapa do processamento do material vegetal, garantindo que os
componentes ndo se degradem, uma vez que a agao enzimatica € inibida ou reduzida,
permitindo a conservacgdo dos principios ativos, além de ser facilmente armazenada por
um longo tempo (Chudnicka & Matysik, 2005).

Em trabalhos realizados por Soares et al. (2007) e Rocha et al. (2011), foram

estudados os efeitos da secagem na qualidade dos compostos bioativos. Rocha et al.
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(2011) avaliaram a composicdo quimica do 6leo essencial de erva-cidreira, em relacdo
aos seus trés principais componentes: mirceno, geranial e neral. O efeito de secagem e a
velocidade do ar sobre a composicdo quimica do dleo essencial extraido foram
avaliados. Os tratamentos foram velocidades do ar de secagem (0,8 ms?, 1,3 ms'e 1,8
m s™) e dois métodos de controle de velocidade de ar (manual e automatica), com trés
repeticdes cada. Todos os tratamentos de secagem ndo mostraram nenhuma diferenca
para 0s componentes principais (mirceno, neral e geranial) do 6leo essencial obtido a
partir de erva-cidreira, quando comparada com a planta fresca. Porém, Soares et al.
(2007), estudaram a influéncia de quatro temperaturas de ar de secagem (40, 50, 60 e 70
°C), em camada fina, e duas velocidades do ar (0,9 e 1,9 m s) sobre o teor de linalol do
manjericdo (Ocimum basilicum L). Os maiores rendimentos de linalol foram obtidos
com temperatura do ar de secagem na faixa de 50 a 60 °C e 1,9 m s de velocidade do
ar (2,23 e 2,47 ppm, respectivamente). Por andlise de regressdo, estimou-se que a
temperatura de 54,4 °C e a velocidade de 1,9 m s forneceriam o maior rendimento de
linalol. Concluiu-se que a composicdo quimica do Oleo essencial do manjericdo é
afetada tanto pela temperatura como pela velocidade do ar de secagem.

Existem vérias formas de desidratacdo do material vegetal sendo por micro-
ondas, infravermelho, ao ar ambiente (sombra ou sol), em estufas (com e sem
ventilacdo) e por liofilizacdo (Rocha et al., 2011, Rahimmalek & Goli, 2013). Esses
métodos de secagem tém por objetivo remover a agua das plantas sem interferir na
qualidade do 6leo essencial e, devem ser estudados para cada espécie.

O principal objetivo da secagem é prolongar a qualidade do 6leo essencial e
minimizar as necessidades de embalagem (Hamrouni-Sellami et al., 2011). Como o
6leo essencial possui substancias volateis, seus teores e composicdo sdo influenciados
pelo método de secagem adotado, que foi estudado por diversos pesquisadores
(Guimardaes et al., 2008; Rocha et al., 2011; Hamrouni-Sellami et al., 2011; Gobbo-
Neto & Lopes, 2007; Soares et al., 2007; Rocha et al., 2011).

A influéncia da secagem no teor e contetdo do 6leo essencial foi evidenciada
no trabalho de Rahimmalek & Goli (2013), e identificam que os constituintes quimicos
do oleo essencial também variaram, sendo que nas temperaturas mais elevadas 0s
constituintes timol, carvacrol e [-cariofileno apresentaram acréscimo em suas
concentragfes em relacdo aos outros compostos. Porém, na maioria das vezes o
aumento da temperatura de secagem em mais de 20 °C pode provocar perdas no

rendimento do 6leo essencial em mais de 92,3%.
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Outro fator que influéncia na secagem € a velocidade do ar (Soares et al.,
2007). H& grandes variacOes em relacdo aos valores de velocidade do ar recomendados
par secagem de plantas medicinais. Diversos componentes do Oleo essencial sdo
volateis e se a velocidade é inadequada podem influenciar na composicao final do éleo.
Como ocorreu com 0 manjericdo, em que o componente linalol foi influenciado pelo
fluxo de ar de secagem quando exposto por longos periodos, sendo recomendado a
velocidade de 1,9 m s (Soares et al., 2007). Baritaux et al. (1992), realizaram secagem
de manjerico a 45 °C durante 12 horas, mas com velocidade de ar de 0,4 m s e
armazenaram por trés, seis e sete meses. As analises realizadas por meio de CG-MS
indicaram reducdo nas concentracdes de seus compostos majoritarios Eugenol e
metilcavicol, enquanto houve aumento da concentracdo dos compostos linalol e 1,8-
cineol, apds secagem e armazenamento

Muller et al. (1992), realizaram secagem com folhas de salvia (Salvia
officinalis L.) utilizaram a velocidade de ar de 0,2 m s, enquanto Radunz et al. (2010),
para conducdo do experimento de secagem utilizaram 6 secadores de bandeja,
empregando as temperaturas de 40, 50, 60, 70, 80 e 90 °C e velocidade de arde 0,5 m s’
! Os resultados mostraram que pequenos incrementos no valor da temperatura do ar de
secagem promovem reducdo significativa no tempo de secagem para a mesma espécie
vegetal. Isso demonstra que as pesquisas abordando esses parametros sdo
importantissimas para o beneficiamento do material vegetal, a fim de obter os melhores
6leos essenciais.

A secagem artificial com ventilacdo forcada é aconselhdvel quando comparada
com a secagem a temperatura ambiente. 1sso porque o tempo de desidratacdo é maior
na temperatura ambiente, que pode ocasionar na proliferacdo de microrganismo, bem
como o controle dos parametros como ventilagdo, temperatura e tempo nao sdo
controlaveis, quando comparado com a secagem artificial (Hamrouni-Sellami et al.,
2011).
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OBJETIVOS

Geral
Avaliar o efeito de diferentes temperaturas e velocidades do ar de secagem no

teor e na composicdo quimica dos 6leos essenciais de Hyptis marrubioides Epling, H.

pectinata (Linnaeus) Poiteau e H. suaveolens (Linnaeus) Poiteau.

Especificos

o Observar a influéncia dos tratamentos de secagem sobre as curvas de
secagem de Hyptis marrubioides, Hyptis pectinata e Hyptis suaveolens.

o Mensurar os rendimentos quimicos dos Gleos essenciais obtidos por
hidrodestilacdo das espécies estudadas.

. Identificar os constituintes quimicos dos 6leos essenciais das folhas de
Hyptis marrubioides, Hyptis pectinata e Hyptis suaveolens por Cromatografia gasosa

(CG-FID) e Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG/EM).
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CAPITULO |

Rendimento e caracterizagdo quimica do 6leo essencial de folhas de Hyptis

marrubioides submetidas a secagem

Resumo: No presente trabalho, objetivou-se verificar a influéncia da secagem no teor
e na composicao dos 6leos essenciais de folhas de Hyptis marrubioides submetidas a
secagem nas temperaturas de 35, 45 e 55 °C e velocidades de ar de 1 ms®e 2 ms?, em
secador de camada fixa. Inicialmente as folhas de H. marrubioides apresentaram teor
de &gua igual a 86,9% (base umida) e ao final da secagem 15,5 + 1,31% (base Uumida)
para a velocidade de 1 m s e 14,75 + 1,89% para a velocidade de 2 m s*. As
condicdes do ambiente de secagem se mantiveram em 27 + 2 °C e umidade relativa do
ar de 70 + 10%. Os oOleos volateis foram obtidos por hidrodestilacdo durante 50
minutos, e foram extraidos da fase aquosa por extragdo com diclorometano. Os
constituintes dos Oleos foram caracterizados por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas. Identificou-se 24 compostos, sendo 0s majoritarios cis- e
trans-tujona com suas maiores concentragbes 15,77 + 5,84; 2255 * 8,24%,
respectivamente, a 35 ° C. O aumento da temperatura promoveu reducdes nos teores de
Oleos essenciais e também nas concentracdes dos constituintes quimicos identificados.
Os compostos majoritarios encontrados foram cis e trans-tujona, com maiores
concentracdes na temperatura do ar de secagem de 35 °C associada a velocidade de 1 m
st

Palavras-chave: horteld-do-cerrado, cromatografia gasosa, espectrometria de massas,

hidrodestilacao, tujona.
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Essential oil yield and the chemical characterization of Hyptis
marrubioides leaves submitted to drying

Abstract: This study aimed to assess the effect of drying on the amount and
composition of essential oilsfrom Hyptis marrubioides leaves submitted to drying at
temperatures of 35, 45 and 55 °C and air velocities of 1 m st and 2 m st in fixed bed
dryer. Initially the leaves of H. marrubioides showed moisture content of 86.9% (wet
basis) and at the final drying 15.5 + 1.31% (wet basis) for the speed of 1 m s and 14,
75 + 1.89% for the speed of 2 m s™*. Drying environmental conditions remained at 27 +
2 °C and relative humidity of 70 £ 10%. The volatile oils were obtained by
hydrodistillation for 50 minutes and were extracted from the aqueous phase by
extraction with dichloromethane. The constituents of the oils were characterized by gas
chromatography coupled to mass spectrometry. It was identified himself 24
compounds, and the cis and trans-thujone were majority with their higher
concentrations of 15.77 £ 5.84; 22.55 + 8.24% respectively at 35 ° C. The temperature
rise promoted reductions in the levels of essential oils and also in the concentrations of
chemical components identified, concluding that the drying temperature and air
velocity are factors that influence the content and chemical composition of essential

oils of H. marrubioides.

Key words: mint-do-cerrado, gas chromatography, mass spectrometry,
hydrodistillation, thujone
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1. Introducéo

O género Hyptis € composto por cerca de 580 espécies (Barbosa & Ramos,
1992) exclusivamente neotropicais, distribuidas desde o sul dos Estados Unidos e
Caribe até a Argentina. Em Goiés e Minas Gerais se encontram importantes centros de
diversidade para este género, e seus representantes ocorrem em diferentes tipos de solo
e habitats variados, inclusive no Cerrado brasileiro, com muitos apresentando
propriedades medicinais e relevancia farmacéutica (Arrigoni-Blank et al., 2008;
Coutinho et al., 2009). O grupo se caracteriza pela presenca de plantas fortemente
aromaticas, com habito herbaceo a arbustivo.

Hyptis marrubioides Epling é uma espécie medicinal, vulgarmente
denominada Horteld-do-cerrado. E crescente o interesse farmacolégico por esta
espécie, pela composicdo de seus 6Oleos essenciais. Segundo Botrel et al. (2009), os
compostos majoritarios do 6leo essencial de H. marrubioides sao os isdbmeros o- e -
tujona presentes nas inflorescéncias de gendtipo roxo nas concentragdes de 41 e 15,9%
respectivamente. Por outro lado, Sales et al. (2007) relataram que Cariofila-4(14),
8(15)-dien-5B-ol, eudesma-4(15), 7-dien-1B-ol, 6xido de cariofileno e (pB)-cariofileno,
foram os compostos majoritarios dos Oleos volateis desta espécie coletadas em duas
localidades do cerrado brasileiro.

Os Oleos essenciais sdao compostos naturais, produzidos pelo metabolismo
secundario das plantas, bastante volateis, geralmente de baixo peso molecular, e
facilmente eliminados pelas vias metabolicas dos vegetais (Bandoni & Czepak, 2008).
A forma de obtencdo é um aspecto importante, quanto ao uso dos 6leos essenciais.
Dentre as técnicas mais utilizadas estd a hidrodestilacdo. O tempo de colheita,
condicBes meteoroldgicas e do solo, fertilizantes, nutricdo mineral, localizacdo
geografica e ciclo vegetativo, também podem ser responsaveis por mudangas na
composicdo dos Oleos essenciais (Sales et al., 2009), sendo a secagem um exemplo
(Szumny et al., 2010).

A secagem é um fator que influencia na composi¢ao quimica e no rendimento
de 6leos essenciais (Costa & Correa, 2005) e, velocidade e temperatura do ar da
secagem intervém de formas quantitativa e qualitativa nos principios ativos presentes
em plantas medicinais (Melo et al., 2004). Esses fatores enfatizam a importancia do

estudo destas variaveis, para verificar a influéncia na cinética de secagem do material
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(Rodrigues et al., 2002). Nas espécies medicinais, a secagem visa a preparacao para o
armazenamento, a fim de atender as necessidades em que n&o se tem estrutura para usar
as plantas frescas (Lorenzi & Matos, 2002).

Diante o exposto, analisando estes fatores, no presente estudo, objetivou-se
verificar a influéncia da secagem no teor e composic¢ao quimica dos dleos essenciais de

H. marrubioides submetida a secagem em secador de camada fixa.

2. Material e Métodos

2.1. Material vegetal

As mudas de H. marrubioides foram produzidas na casa de vegetacdo do
Laboratorio de Cultura de Tecidos Vegetais (LCTV) do Instituto Federal Goiano —
Campus Rio Verde. Em outubro de 2013, quando atingiram 5 cm de altura foram
transferidas para condi¢bes de campo no Horto de plantas do Instituto Federal Goiano —
Campus Rio Verde.

Apo6s 150 dias do transplante, amostras de H. marrubioides foram coletadas
retirando galhos cortados na parte aérea da planta 10 cm acima do solo, entre 7h30min
as 8h da manha. As plantas estavam em boas condi¢Ges hidricas e ndo se encontravam
em estagio de florescimento. A exsicata foi registrada sob o nimero 476 no Herbério

do Instituto Federal Goiano — Campus Rio Verde.

2.2. Secagem

Os manejos pos-colheita foram realizados no Laboratorio de Pds-Colheita de
Produtos Vegetais do Instituto Federal Goiano — Campus Rio Verde, com as operacdes
de desfolha e selecdo. A determinagdo dos teores de agua antes e apds a secagem foi
realizada segundo metodologia da Asae (2000) para forrageiras e similares, em estufa
de circulacdo forcada, durante 24 horas. Para a secagem, o material vegetal foi dividido
em trés grupos com quatro repeticbes pesadas e envolvidas com tecido voile. Cada
grupo foi acomodado em um secador de camada fixa, confeccionado em chapa metéalica
numero 16. A camara de secagem com dimensdes de 0,60 x 0,60 x 0,60 m, totalizando
volume de 0,216 m®. O ventilador do tipo centrifugo, acionado por motor trifasico com
poténcia de 1,5 cv e rotacdo de 1.720 rpm, composto por rotor, paletas, voluta e

suporte. A conexdo entre a cdmara de secagem e o ventilador € realizada por um
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elemento de expansdo que transforma a secdo de 0,20x0,20 m na saida do ventilador
para 0,57m x 0,03 m na entrada da camara de secagem, ao longo de 0,64 m de
comprimento. Cada secador é composto por 6 sensores de temperatura pendulares e
quatro resisténcias elétricas de 1.500 watts, perfazendo o total de 6.000 watts. Os
sensores foram posicionados antes e apds as resisténcias e no interior de cada bandeja.
Na cdmara de secagem foram colocadas quatro bandejas removiveis com fundo

perfurado, com dimensdes de 0,28 x 0,28 x 0,15m, como se observa na Figura 1.
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Figura 1 - (A) Vista lateral do secador e suas partes. (B) Imagem das bandejas com fundo em chapa
perfurada. (C) Imagem do secador com as quatro repeticGes envolvidas com tecido voile

Cada bandeja foi preenchida com uma repeticdo contendo aproximadamente
290g de folhas para a velocidade de 1 m s e 350 g para a velocidade de 2 m s e, todo
o0 sistema interligado a0 mecanismo de automacao, que gerenciou e armazenou 0s dados
durante a secagem, com temperaturas reguladas para 35, 45 e 55 °C e velocidades de ar
de 1 mste2ms? Estas temperaturas estdo na faixa recomendada para secagem de
plantas medicinais. Segundo Melo et al. (2004), sdo recomendadas temperaturas do ar
entre 40 a 60 °C para secagem de folhas da maioria das plantas medicinais sem,
contudo, causar reduces significativas na quantidade e qualidade dos principios ativos.

Durante o processo de secagem, as amostras foram pesadas periodicamente até
atingirem massa constante. Ao final de cada processo, parte do material foi
acondicionado em capsulas de metal e levado para estufa com circulacdo de ar forgado,
a 103 °C, por 24 horas, para determinacdo do teor de &gua final. A outra parte do
material foi armazenada em sacos plasticos em B.O.D a 1 °C, at¢é o0 momento da

extracdo do oOleo essencial.
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2.3. Analise estatistica

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente ao acaso em
esquema fatorial 3 x 2 (trés temperaturas de secagem e duas velocidades de ar), em
quatro repeticOes, perfazendo o total de 24 unidades experimentais. Foi utilizado o
software SISVAR (Ferreira, 2011) e, os dados referentes aos efeitos dos tratamentos
foram submetidos a analise de variancia e as médias foram comparadas por meio de

regressao e pelo teste de Tukey a 5% de significancia.

2.4. Extracdo e analises dos 0leos volateis

Amostras de 60 g das folhas secas foram utilizadas na extracdo do 6leo
essencial, no LCTV, pelo método de hidrodestilacdo em aparelho Clevenger, adaptado
a banho termostatizado, por 50 minutos. A mistura resultante de agua e 6leo volatil foi
coletada e o oleo foi extraido em funil de decantacdo com diclorometano em triplicata.
As fracBes organicas foram secas com sulfato de sodio anidro (3,0g), deixando-o agir
por 24 horas. O sal foi removido por filtragdo simples e o solvente evaporado a
temperatura ambiente sob capela de exaustdo de gases.

As analises quimicas dos Oleos essenciais foram realizadas em um
cromatdgrafo a gas Shimadzu GC-17A equipado com detector de ionizacdo em chama
(DIC) e coluna capilar de silica fundida SPB-5 (30 m x 0,25 mm, espessura do filme de
0,25 um) com gas de arraste He sob fluxo de 1,8 mL min™; temperatura do injetor, 220
°C, temperatura do detector, 240 °C; temperatura inicial da coluna 40 °C, isotérmica
por 44 min., sequido de aquecimento a 3 °C min até 240 °C, permanecendo isotérmica
por 15 min., volume de inje¢do da amostra: 1,0 pL (10 mg.mL™ em CHCl,); razéo de
split, 1:10; pressdo da coluna, 115 kPa, com um tempo total de corrida de 70 min. A
concentracdo de cada constituinte foi calculada pela porcentagem da area do pico
correspondente em relacdo a area total de todos 0s picos observados no cromatograma.

Para a identificagdo, utilizou-se aparelho Shimaduz GCMS-QP5050A
equipado com coluna de silica fundida RTX-5 (30 m x 0,25 mm, espessura do filme de
0,25 pm) com detetor de massas. As condi¢Ges cromatograficas foram idénticas
aquelas utilizadas no CG-DIC e, presséo da coluna de 100 kPa, processo de ionizacao
de impacto de elétrons (70 eV) e a amplitude de varredura foi de 30 a 700 Da.

A identificacdo dos compostos foi realizada pela comparacéo dos espectros de

massas obtidos experimentalmente com os disponiveis na base de dados do
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equipamento (Wiley sétima edigcdo, NIST 08 e NIST 11) e pela comparagdo do indice
de retengéo calculado a partir da injecdo da mistura de alcanos lineares (Co — C26) cOM
aqueles da literatura (Adams, 1995). As identificacGes foram também confirmadas pelo

estudo dos fragmentos de massa observados em cada espectro.

3. Resultados e Discussoes

O material vegetal que apresentava inicialmente teor de agua de 86,9% (b.u),
ao final da secagem, apresentou média de teor de agua de 15,5 + 1,31% (b.u) para a
velocidade de 1 m st e 14,75 + 1,89% para a velocidade de 2 m s™. Durante o
experimento as condi¢des ambientes se mantiveram em 27 + 2 °C e umidade relativa
do ar de 70 + 10%.

Na Figura 2, apresentam-se as curvas de secagem para as temperaturas de 35,
45 e 55 °C nas velocidades de ar de 1,0 e 2,0 m s das folhas de H. marrubioides.
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Figura 2 - Curvas de secagem de Hyptis marrubioides a 35, 45 e 55 °C e velocidade do ar de secagem de 1
e2mst

Assim como também foi observado por Dias et al. (2012), ao realizar a
secagem com folhas de horteld, neste trabalho, verificou-se que a velocidade do ar e a
temperatura influenciaram no tempo de secagem, sendo obtidos para temperaturas de
35, 45 e 55 °C na velocidade de 1 m s de 10,0; 6,0; 2,5 horas, respectivamente. Ja na
velocidade de ar de 2 m s foram necessarios os tempos de 7,0; 3,0 e 2,5 horas para as
temperaturas de 35, 45 e 55 °C, respectivamente. Esses dados convergem para 0s
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resultados obtidos por Gouveia et al. (2003), que afirmam que a taxa de secagem pode
ser acelerada com o aumento da temperatura do ar e/ou com o aumento do fluxo de ar
que passa atraves do produto por unidade de tempo.

Nota-se que com o aumento da temperatura do ar ocorreu reducao do tempo de
secagem, semelhantemente ao observado com o aumento da velocidade do ar de
secagem. Porém, a 55 °C ndo houve efeito da velocidade do ar, como pode ser
observado na Figura 2, para as duas velocidades de ar as curvas foram muito
semelhantes. Este fato também foi observado por Prado et al. (2000), quando foi fixada
a temperatura e variou a velocidade do ar, verificaram que a velocidade do ar tem um
menor efeito sobre as curvas de secagem, comparativamente a variacdo da temperatura,
a qual exerceu maior influéncia. Dessa forma, quanto a velocidade do ar de secagem, a
analise mostrou que ndo ha efeito sob o tempo de secagem das folhas.

Yoshida e Menegalli (2000) secaram milho superdoce a temperatura de 50 °C
e velocidade do ar de 1,28 e 0,75 m s, concluindo que a taxa de secagem tem menor
aumento, quando se trabalha com valores de velocidade superiores.

Na Tabela 1, esta apresentada a analise estatistica para o teor de Oleo das

folhas de H. marrubioides.

Tabela 1 - Andlise de variancia para o teor de 6leo durante a secagem em folhas de H. marrubioides.

Fator de Variacdo Grau de Liberdade Quadrado Médio
Velocidade 1 0,000125"
Temperatura 2 0,011037™
Velocidade x Temperatura 2 0,003895"
Coeficiente de Variacgao (%) 54,99

**Significativo a 1% pelo teste F; *Significativo a 5% pelo teste F; ™N&o significativo

Conforme se observa na Tabela 1, o fator velocidade n&o foi significativo pelo
teste de F de forma isolada, ja a temperatura e a interacdo entre velocidade e
temperatura foram significativas. Desta forma, procedeu-se a analise em relacdo a
interacdo velocidade x temperatura, significativa a 5% pelo teste F.

Na Tabela 2, observam-se os teores de 0leos essenciais de H. marrubioides

submetida a secagem em diferentes condicdes de ar.
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Tabela 2 - Médias do teor de 6leo essencial (% b.s) durante a secagem em folhas de H. marrubioides.

Temperatura (°C) Velocidades (m s™)
1 2
35 0,0859 Aa 0,0546 Aa
45 0,0159 Ab 0,0412 Aa
55 0,0119 Ab 0,0316 Aa

Letras minusculas iguais na mesma coluna nédo diferem entre si, letras maidsculas iguais na mesma linha
ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de significancia.

Para os dados apresentados na Tabela 2, verifica-se a reducdo maior no teor de
6leo essencial para as temperaturas de 45 e 55 °C, na velocidade de ar de 1 m s™.
Observa-se que a velocidade promoveu alteracdes no teor de dleo, isto pode ser
verificado quando se compara 0s teores para a mesma temperatura e se obtém valores
diferentes, porém, estatisticamente ndo significativas. O teste de médias revelou maior
teor de 6leo essencial quando as folhas foram submetidas a secagem na temperatura de
35°9C, para a velocidade de 1 m s, que ndo diferiu das temperaturas na velocidade de 2
m s, mesmo observando que o0 aumento da temperatura promoveu o declinio do teor
de dleo.

A analise de variancia (Tabela 1) apresentou diferencas significativas, pelo
teste de Tukey, para a variavel temperatura, sobre os teores de Gleos obtidos. Os
resultados do presente trabalho estdo de acordo com estudos realizados com diferentes
espécies medicinais, que também mostraram que 0 aumento na temperatura do ar de
secagem causa consideravel reducdo no teor de 6leo essencial (Lorenzi & Matos, 2002;
Martins et al., 2006; Oliveira et al., 2011).

Na Tabela 3, sdo apresentadas a composicdo quimica e a concentracdo dos
constituintes dos 6leos essenciais de Hyptis marrubioides submetidas a secagem em
diferentes condic¢des. Nota-se a influéncia da temperatura e da velocidade de ar sobre a

concentracdo dos constituintes dos 6leos analisados.
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Tabela 3 - Composi¢do quimica e concentracdo dos constituintes dos 6leos essenciais de Hyptis
marrubioides a 35, 45 e 55 °C e velocidades de ar de 1 ms™ e 2 m s'. 1A Tab: indice aritmético tabelado.

1ms? 2mst
T'aAb. Composto 35°C 45°C 55°C 35°C 45°C 55°C
1 1026 Cineole <1,8-> - - - 0,56 + 0,26 - -
2 1098 Sabinene hydrate <trans-> 022 +005 ) ) R R }
3 1101 Thujone <cis-> 15,77 + 5,84 - 091+016 1337+3,69 1054+576 8,56+4,24
4 1112 Thujone <trans-> 22,55 + 8,24 - 126+023 2392+536 17,30+8,11 12,86+6,38
5 1134 Thujanol <iso-3-> 1,11+0,08 - 1374028 124+024 2144049 272+0,30
6 1140 Verbenol <trans-> 1,17 +0,04 - - 123+052 1544026 1,95+0,09
7 1172 Pinocamphone <cis-> (=cis-3-pinanone) 3 59 4 1 59 - - 394019 4354071 5174045
8 1174 Terpinen-4-ol 0,44 +0.23 - - 049+013 074+011 067+0,14
9 1186 Terpineol <a-> 1,11 +0,49 - - 143£039 206+0,82 1,80+0,29
10 1374 Copaene <a-> 576+036 7,01+£316 434+086 634+323 645+033 7,00+1,12
1 1387 Bourbonene <B-> 1,57 +0,20 - 1644040 154+025 165+044 143+0,33
12 1387 Cubebene <p-> 0,70+ 0,12 - 081+011 0794016 6,03+041 0,75+0,12
13 1417 Caryophyllene <(E)-> 511+067 862+227 506+091 750+099 072019 7,63+125
14 1430 Copaene <B-> 0,32 +0,04 - - 032+002 9424028 0,28+0,07
15 1452 Humulene <o-> 0,66 +0,13 - 0,87+014 0,75+0,0 0,89+026 081+0,20
16 1484 Germacrene D 985+1,93 1459+351 1177+243 980+276 - 8,31 +354
17 1495 Metil-isoeugenol 0,87 + 0,47 0,62+ 0,11 0,87 +0,25
18 1498 Selinene <o-> 0,87 0,47 - 1,60 £ 0,32 - - -
19 1514 Cubebol 1064040 308+1,00 2824019 106+033 1,44+036 -
20 1522 Cadinene <5-> 088+023 238+077 270+044 091+006 1134036 1,62+0,38
21 1549 Epdxido de ltaliceno 0,37 +0,14 122+007 048+016 059+016 069013
22 1550 Cis-muurol-5-en-4o-ol 0,36 +0,12 1,04+0,06 074+029 084+024 0,62+0,09
23 1561 Nerolidol <(E)-> 0,40 +0,12 - 1,01£0,19 036+016 0634011 -
24 1577 Spathulenol 2,60+ 1,20 - - 042025 0484015 228+257
25 1582 Caryophyllene oxide - 9.85+626 754+079 247+212 ; 3,48+ 2,20
26 1631 Cariofila-4(14),8(15)dien-5-o-ol 0,54 + 0,20 1124035 087+012 105£032 180+0,46
27 1635 Cariofila-4(14) 8(15)dien-5-p-ol 4964227 276+088 357+2,69 295+162 2,88+048
28 1652 Eudesmol <a-> 200£106 469+230 633+061 228+134 2,67+0,79 -
29 1684 Bisabolone oxide A <o-> 6,55+4,19 13,95+4,92 - - ; -
30 1688  Eudesma-4(15)510(14)-trien-lo-ol  gg5, 587 795+381 850+213 623+306 7,87+£2,63 827+221
Total identificado 93,07 77,08 64,67 93,23 83,12 82,45
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Os componentes majoritarios encontrados foram os isdbmeros cis-tujona com
concentragdes de 15,77 + 5,84% e 13,37 + 3,69%, e trans-tujona com concentragdes de
22,55 + 8,24% e 23,92 + 5,36%, para velocidades de 1 e 2 m s respectivamente, com
maiores rendimentos na temperatura de 35 °C. Botrel et al. (2009) também
identificaram cis- e trans-tujona como constituintes majoritarios do 6leo essencial de
H. marrubioides.

A Tujona é uma cetona monoterpénica, que pode ser encontrada em arvores do
género Thuja, em plantas do género Artemisia (popularmente conhecidas como
absinto), orégano, horteld e varias outras plantas. Este composto € insolivel em agua,
sendo quiral, e os isdmeros geralmente aparecem na natureza em propor¢des maiores
do isdmero “trans”, assim como pode ser observado neste estudo. E uma substancia que
em excesso se torna neurotoxina perigosa, que pode causar sérios problemas ao ser
humano. Lorenzi e Matos (2008) relatam que, em razdo da existéncia desse principio
ativo, sua administracdo em altas doses causa cdlicas gastrointestinais, além dos demais
efeitos colaterais, e Lima (2008) valida sua acdo antimicrobiana.

Os compostos a-Copaeno, E-cariofileno, Oxido de Cariofileno, Germacrene
D e Eudesma-4(15),5,10(14)-trien-1a-0l também apresentaram concentracfes com
média de valores acima de 5% e comportamento similar ao dos majoritarios em relacéo
aos tratamentos, conforme observado na tabela 1. Estes compostos apresentaram
reducdes de concentragdo com o incremento da temperatura de 35 para 55°C a
velocidade de 1 m s, porém a 2 m s o comportamento foi inverso. O composto o-
Copaeno, que apresentou concentracdo de 5,76% a 35°C, teve sua concentracdo
reduzida em 24,65%, passando ao valor de 4,34% a 55 °C. Enquanto a velocidade de 2
m s, as concentragbes se elevaram em 10,41%, passando de 6,34 para 7% as
temperaturas de 35 e 55°C respectivamente. O composto Germacrene D portou de
forma contraria. A 1 m s teve sua concentracio aumentada em 19,49% com o
acréscimo da temperatura, enquanto a 2 m s houve reducio de 15,40% da
concentracdo, indicando sensibilidade a temperatura e provével perda por volatilizacéo.
De acordo com Silva et al. (2003), os menores teores de 0leo essencial podem estar

relacionados as altas temperaturas, que podem causar volatilizacdo do dleo essencial.
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4. Conclusoes

A temperatura e a velocidade de ar de secagem séo fatores que influenciam o
teor e a composicdo quimica dos Oleos essenciais de Hyptis marrubioides. Os
compostos majoritarios encontrados foram Cis e Trans-tujona, com maiores
concentracdes a temperatura do ar de secagem de 35 °C associada a velocidade de 1 m
s, 0 que também ocasionou maiores teores de 6leo essencial de H. marrubioides. Os
aumentos da temperatura e da velocidade do ar de secagem reduziram o tempo de

secagem.
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CAPITULO II

Caracterizagdo quimica do 6leo essencial de Hyptis suaveolens

submetida a secagem

Resumo: A espécie Hyptis suaveolens (L.) Poit. € uma planta considerada erva daninha,
mas que apresenta alto potencial terapéutico e informagdes restritas sobre seu
comportamento quando submetida as técnicas de producdo agricola, que podem afetar a
producdo de biomassa e de produtos metabdlicos. Assim, no presente estudo, objetivou-
se verificar a influéncia do processo de secagem no teor e na composi¢do quimica dos
6leos essenciais obtidos de H. suaveolens. A secagem foi realizada em secador de leito
fixo, ligado ao sistema controlador automatizado configurado para aquecer a 35, 45 e 55
+ 1,3 °C e velocidades de ar reguladas em 1,0 e 2,0 m s ~ 1. Para obtengéo do 6leo
essencial, foi realizada hidrodestilagdo em aparelho Clevenger e diclorometano como
solvente. Para a quantificacdo e identificacdo dos componentes dos Gleos esséncias,
utilizou-se cromatdgrafo a gas Shimadzu GC-17A equipado com detector de ionizacao
em chama (FID) e espectrometro de massas Shimadzu GCMS-QP5050A,
respectivamente, com gas de arraste He e tempo total de corrida de 70 min. O
incremento da temperatura e da velocidade do ar de secagem promoveram reducao no
tempo de secagem das folhas de H. suaveolens. Os teores de 6leos esséncias foram
influenciados pelas velocidades de ar empregadas durante o processo de secagem, e 0
composto majoritario o0xido de Cariofileno revelou sua maior concentracdo na
temperatura de 45 °C com valores de 48,91 + 7,64 e 45,60 + 19,85% para as
velocidades de 1 e 2 m st respectivamente. Dentre os tratamentos realizados, o inico
que viabilizou a obtencdo do composto espatulenol, foi a 35 °C a velocidade de 1 ms™.

Palavras-chave: hidrodestilacdo, cromatografia gasosa, 6xido de cariofileno
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Chemical characterization of the essential oil of Hyptis suaveolens

subjected to drying

Abstract: Hyptis suaveolens (L.) Poit. species is a plant considered as a weed, but that
has a high therapeutic potential and restricted information about their behavior when
subjected to agricultural production techniques, which can affect the biomass
production of and metabolic products. The present study aimed to verify the influence
of the drying process on the amount and chemical composition of the essential oils of H.
suaveolens. Drying was carried out in fixed bed dryer, attached to an automated system
configured to heat at 35, 45 and 55 + 1.3 °C and regulated air velocities of 1.0 ms~tand
2.0 ms ~ 1. To obtain essential oil, hydrodistillation was performed in Clevenger
apparatus and dichloromethane as solvent. For quantification and identification of
components of essential oils was used Shimadzu gas chromatograph GC-17A equipped
with a flame ionization detector (FID) and mass spectrometer Shimadzu GCMS-
QP5050A, respectively, with carrier gas He and total time race of 70 min. Increasing the
drying temperature and air velocity promoted a reduction in the drying time of the
leaves of H. suaveolens. The concentrations of essential oils were influenced by air
velocities employed during the drying process, where the major compound
caryophyllene oxide revealed a higher concentration at the temperature of 45 °C with
values of 48.91 + 7.64 and 45.60 + 19.85% for speeds of 1 m s* and 2 m s*
respectively. Among the treatments, the only feasible to obtain the compound
spathulenol was at 35 °C at in a speed of 1 m s,

Keywords: hydrodistillation, gas chromatography, caryophyllene oxide



61

1. Introducéo

Varias espécies pertencentes ao género Hyptis da familia Lamiaceae sdo
usadas para fins medicinais em varias partes do mundo, incluindo Brasil (Agra et al.,
2008; Shenoy et al., 2009). Muitas destas espécies representam importante fonte
bioldgica e farmacologica de constituintes quimicos (Caldas et al., 2011; Takayama et
al., 2011; Picking et al., 2013).

A espécie Hyptis suaveolens (L.) Poit é uma planta perene de crescimento
rapido encontrada em grupos densos ao longo das estradas, considerada erva daninha.
A planta pode atingir a altura de até 3 m, e exala um cheiro mentolado caracteristico
quando esmagada (Santos et al., 2007). No Brasil, ocorre em todo o territério, é
empregada na medicina caseira e conhecida por varios nomes populares, como
bamburral, sambacoité, pataquera, betdnia-branca e cha-de-franca (Lorenzi & Matos,
2002).

Na medicina popular é utilizada no tratamento de infecgBes respiratorias e
gastrointestinais, indigestdo, doencas de pele (Jesus et al., 2009). Partes aéreas da
planta sdo utilizadas geralmente na forma de decoccdo e infusdo, para aliviar 0s
sintomas relacionados a Ulcera gastrica na regido nordeste e central do Brasil (Jesus et
al., 2009; Shenoy et al., 2009). As folhas sdo usadas como agente anti-cancro e anti-
fertilidade (nas fémeas), enquanto o seu extrato aquoso mostrou efeito antinociceptivo
e toxicidade aguda (Santos et al., 2007).

A importancia da investigacdo de Hyptis suaveolens tem se fundamentado nas
propriedades quimicas dos seus Oéleos essenciais, que apresentam atividades
antifangicas, antibacterianas (Malele et al., 2003), nematicida e larvicida, contra Aedes
aegypti (4° estagio) (Falcdo & Menezes, 2003). Segundo Moreira et al. (2010), o 6leo
essencial de H. suaveolens se mostrou forte propriedade antifingica, apoiando a sua
possivel utilizacdo como alternativa terapéutica para o tratamento de infeccdes

causadas por espécies de Aspergillus.
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Silva et al. (2003) promoveram a identificacdo dos compostos dos Oleos
essenciais obtidos das inflorescéncias, folhas e caule de H. suaveolens cultivadas em
casa de vegetacdo e obtiveram maiores concentragdes de 1,8-cineol e germacreno-B
dos 6leos obtidos das inflorescéncias, espatulenol do caule e trans-cariofileno das
folhas. Oleos ricos em 1,8-cineol e sabineno também foram encontrados em plantas do
Cerrado brasileiro (Oliveira et al., 2005).

Martins et al. (2006), relataram que o 6leo essencial de H. suaveolens é
constituido principalmente de monoterpenos e sesquiterpenos, tendo sido verificada
elevada variabilidade na composicdo e no teor dos constituintes majoritarios. f-
felandreno, a-T-bergamoteno, y-cadineno, espatulenol, globulol, veridiflorol, a-cadinol,
abietatrieno, desidroabietol e abietol, compdem a variedade de constituintes quimicos
que se apresentaram em maiores concentracdes nos O6leos essenciais de plantas
cultivadas em estufa, submetidas a quatro tratamentos e coletadas em dois diferentes
periodos de tempo (60 e plantas 135 dias de idade) (Martins et al., 2006).

A composicdo gquimica de cada 6leo depende da grande variedade de fatores,
como as especificidades edafoclimaticas do local em que a planta se encontra até o
método utilizado para a obtencdo do produto. Disponibilidade hidrica, intensidade
luminosa (Gobbo-Neto e Lopes, 2007), clima, época do ano, localizagdo geogréfica do
espécime, ataque de patdgenos e fatores genéticos também influenciam no tipo de
material obtido (Castelo et al., 2012). Outro fator de influéncia é o processo de secagem
(Radiinz et al., 2002; Braga et al., 2005; Borsato et al., 2009; Szumny et al., 2010). Os
constituintes volateis que se encontram nas plantas medicinais sdo sensiveis ao
processo de secagem, logo é fundamental saber os efeitos da secagem (Venskutonis,
1997).

E, € em razdo da alta variabilidade quimica que seus Oleos essenciais
apresentam que esta espécie vem sendo objeto de estudos no que se relaciona a
composicdo quimica e a influéncia de fatores externos no rendimento e na composi¢do
guimica dos mesmos (Zoghbi et al., 2008). Também séo restritas as informacdes sobre
0 comportamento desta espécie vegetal, quando submetida as técnicas de producdo
agricola, pois varios fatores podem afetar a producdo de biomassa e de produtos
metabadlicos.

Em virtude desses fatores, verificar a influéncia da secagem em trés diferentes
temperaturas e duas velocidades de ar, no teor e composi¢cdo quimica dos 6leos

essenciais de Hyptis suaveolens foi o principal objetivo neste trabalho.
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2.  Metodologia

2.1. Cultivo de Hyptis suaveolens

As mudas de Hyptis suaveolens foram produzidas na casa de vegetacdo do
Laboratorio de Cultura de Tecidos Vegetais do Instituto Federal Goiano — Campus Rio
Verde (IF Goiano — Campus Rio Verde). Em outubro de 2013, ao atingirem 5 cm de
altura foram transferidas para condi¢fes de campo, no Horto de plantas do IF Goiano —

Campus Rio Verde, conforme ilustrado na Figura 1.

i, by ’ A -
Figura 1 - Cultivo de Hyptis suaveolens: A — mudas com 5 cm de altura produzidas em casa de
vegetacdo; B — Plantas apds 30 dias do transplante para o campo; C — Plantas 70 dias apds o transplante
para 0 campo.

Em dezembro de 2013 folha de H. suaveolens foram coletadas, retirando
galhos cortados na parte aérea da planta 10 cm acima do solo, entre 7h30min as 8h da
manhd, acondicionadas em sacos plasticos e, posteriormente encaminhadas ao
Laboratdrio de Pds-Colheita de Produtos Vegetais do Instituto Federal Goiano, Campus
Rio Verde e foram submetidas as operacdes de desfolha e selecdo, descartando as
doentes e atacadas por insetos. A exsicata foi depositada sob nimero 477 no Herbario

do IF Goiano — Campus Rio Verde.

2.2. Secagem

Antes e apoés a realizacdo da secagem, determinou-se o teor de agua, conforme
metodologia descrita pela Asae (2000) para forrageiras e similares (plantas ou folhas),
em estufa com circulacéo de ar for¢ada a 103 °C por 24 horas. As amostras retiradas da
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estufa foram colocadas em dessecador por aproximadamente 30 minutos para a
estabilizacdo da massa anterior a pesagem.

Apols a determinacdo do teor de &gua, as folhas de H. suaveolens foram
selecionadas, pesadas, divididas em 3 grupos com 4 repeticbes de 350g cada,
envolvidas com tecido voile, novamente pesadas e levadas aos secadores. Cada grupo
de amostras foi colocado em um secador configurado para aquecer a 35, 45e 55 + 1,3
°C e velocidades de ar controladas em 1,0 e 2,0 m s™*. Durante o processo de secagem,
as amostras foram pesadas periodicamente até atingirem estabilidade na massa.

A secagem foi realizada em um secador de leito fixo, confeccionado em chapa
metalica nimero 16. A camara de secagem com volume total de 0,216 m® e uma placa
de perfuracdo de 25%. O ventilador do tipo centrifugo, com motor trifasico poténcia de
1,5 cv a 1.720 rpm, rotor, laminas, uma voluta e um suporte. A camara de secagem e
ventilador ligados por um elemento de expanséo, seccéo transversal 0.20 x 0,20 m na
saida da ventoinha para a 0,57 m x 0,03 m entrada da cdmara de secagem ao longo de
um comprimento de 0,64 m. Cada secador tem seis sensores de temperatura pendulares
e quatro resisténcias elétricas de 1.500 watts totalizando 6.000 watts. Os sensores foram
colocados antes e depois das resisténcias e dentro de cada bandeja. Quatro tabuleiros
removiveis com fundos perfurados medindo 0,28 x 0,28 x 0,15 m foram colocados na
camara de secagem. O sistema também conta com controlador automatizado que
gerenciou o sistema e armazenou os dados gerados. Apos a secagem, o material foi
armazenado em saco plastico em B.O.D a temperatura de 1 °C, até 0 momento da
extracdo do 6leo essencial.

2.3. Extracéo e caracterizagdo quimica de oleo essencial

A extracdo do Oleo essencial foi realizada usando um aparelho Clevenger
adaptado ao baldo de 3 L e a um banho termostatizado. No baldo foi colocado 60 g de
folhas secas trituradas manualmente juntamente com 700 mL de agua destilada. O
tempo de extracao foi de 50 min, contado a partir do momento da ebulig&o.

O dleo essencial foi purificado por particéo liquido-liquido com diclorometano
(3 x 50 mL). As fracdes organicas obtidas foram secadas com sulfato de sodio anidro,
filtradas e o solvente foi removido em temperatura ambiente, sob capela de exaustéo de

gases. As massas de Oleo obtidas foram transferidas para frascos de vidro ambar,
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pesadas em balanca analitica com precisdo de 0,1 mg para determinacéo do teor de 6leo
e armazenadas sob refrigeracdo até o momento das analises quimicas.

Para a quantificacdo dos componentes dos Oleos esséncias, utilizou-se
cromatografo a gas Shimadzu GC-17A equipado com detector de ionizacdo em chama
(DIC) e coluna capilar de silica fundida SPB-5 (30 m x 0,25 mm, espessura do filme de
0,25 pm) com as seguintes condi¢fes cromatograficas: Gés de arraste He sob fluxo de
1,8 mL.min!; temperatura do injetor, 220 °C, temperatura do detector, 240 °C;
temperatura inicial da coluna 40 °C, isotérmica por 4 4 min., seguido de aquecimento a
3°.min?t até 240 °C, permanecendo isotérmica por 15 min., volume de injecdo da
amostra: 1,0 uL (10 mg.mL™* em CHCly); razdo de split, 1:10; pressdo da coluna, 115
kPa. A concentracdo de cada constituinte foi calculada pela porcentagem da area do
pico correspondente em relacdo a area total de todos os picos observados no
cromatograma.

Para a identificacdo dos componentes dos Oleos essenciais, utilizou-se
aparelho Shimadzu GC-17A equipado com coluna de silica fundida RTX-5 (30 m x
0,25 mm, espessura do filme de 0,25 um) e acoplado a espectrdmetro de massas
Shimaduz GCMS-QP5050A. As condicbes cromatograficas foram idénticas as
utilizadas no CG-DIC, e a pressdo da coluna que foi 100 kPa. Com relagdo ao
espectrdometro de massas, 0 processo de ionizacdo foi impacto de elétrons (70 eV) e a
amplitude de varredura foi de 30 a 700 Da.

A identificacdo dos compostos foi realizada pela comparacéo dos espectros de
massas obtidos experimentalmente com os disponiveis na base de dados do
equipamento (Wiley sétima edicdo) e também pela comparacdo do indice de retencdo
calculado a partir da injecdo da mistura de alcanos lineares (Co — Cz6) com aqueles da
literatura (Adams, 1995).

2.4. Andlise estatistica

O delineamento experimental adotado foi o inteiramente ao acaso em esquema
fatorial 3 x 2 (trés temperaturas de secagem e duas velocidades de ar), em quatro
repeticdes, perfazendo o total de 24 unidades experimentais. Os resultados de

rendimentos foram analisados pelo software SISVAR (Ferreira, 2011).
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Durante a realizacdo da secagem a temperatura do ar ambiente se manteve em

25 £ 1,3 °C e a umidade relativa do ar em 81 + 4,5%. O tempo de secagem foi maior

para as menores temperaturas com a velocidade do ar de secagem de 1 m s, como se

observa na Figura 2.
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Figura 2 - Curva de secagem de Hyptis suaveolens submetidas a secagem

Quanto mais elevada a temperatura, mais rapidamente se processou a

secagem. As curvas de secagem (Figura 2) demonstram que o tempo foi maior para a

velocidade de 1 m s em todas as temperaturas, sendo de 26,75 horas a 35 °C, 11,75

horas a 45 °C e 5,75 horas a 55 °C. Enquanto para a velocidade de 2 m s os tempos de

secagem foram de 23,0; 11,0 e 5,5 horas para as temperaturas de 35, 45 e 55 °C,

respectivamente.

A partir das curvas de secagem apresentadas, pode-se verificar que a

velocidade de ar possui influéncia na cinética de secagem das folhas de H. suaveolens,
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principalmente a 35 °C, e se percebe a maior variacdo de tempo de secagem entre as
duas velocidades testadas, com diferenca de 3,75 horas.
A velocidade de ar também foi fator que interferiu nos teores dos Oleos

essenciais obtidos das folhas secas de H. suaveolens, conforme se verifica na Tabela 1.

Tabela 1 - Analise de variancia para o teor de 6leo durante a secagem em folhas de H.
suaveolens.

Fator de Variacédo Grau de Liberdade Quadrado Médio
Velocidade 1 0,000125™
Temperatura 2 0,011037 "™
Velocidade x Temperatura 2 0,003895 "™
Coeficiente de Variagao (%) 37,34

**Significativo a 1% pelo teste F; *Significativo a 5% pelo teste F; ™N&o significativo,

N&o houve efeito da temperatura e também entre a interacdo da temperatura e
da velocidade. O fator velocidade do ar de secagem exerceu influéncia de forma

isolada.
Na Tabela 2, estdo apresentados os valores do teor de 6leo essencial das folhas

de H. suaveolens durante a secagem.

Tabela 2 - Médias do teor de 6leo essencial (% b.s) durante a secagem em folhas de H. suaveolens.

Temperatura (°C) Velocidades (m s?)
1 2
35 0,0380 0,0638
45 0,0316 0,0641
55 0,0473 0,0609
Média 0,0390 A 0,0629 B

Letras iguais na mesma linha ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de significancia

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 2, observou-se que nao
houve diferenca no teor do 6leo essencial para as trés temperaturas analisadas, nas duas
condicdes de velocidade do ar de secagem, separadamente. Entretanto, nota-se que a
velocidade do ar de secagem de 1 m s apresentou menores valores em relagdo a

velocidade de 2 m s™. Estes dados sio semelhantes em partes, aos encontrados por
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Soares et al. (2007), que objetivaram estudar a influéncia de quatro temperaturas de ar
de secagem (40, 50, 60 e 70 °C), em camada fina, e duas velocidades do ar (0,9 e 1,9
m/s) sobre o teor de linalol do manjericdo (Ocimum basilicum L). Observaram
diferenca significativa (p < 0,01 pelo teste de Scheffé), na comparacdo das duas
velocidades em todas as temperaturas, sendo 0s maiores teores encontrados na maior
das velocidades aplicadas. Porém, também verificaram influéncia significativa na
comparacéo de todas as temperaturas, entre si e dentro de cada velocidade.

Na identificacdo dos componentes dos Oleos essenciais usando a
espectrometria de massas, por meio do equipamento CG-EM, foram obtidos diversos
cromatogramas, de acordo com o tratamento dado as folhas durante a secagem. Na
Figura 3, esta apresentado, por exemplo, o cromatograma de andlise do Oleo de H.

suaveolens submetido a secagem na temperatura de 45 °C e 1 m s de velocidade de ar.
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Figura 3 - Cromatograma de andlise do 6leo de H. suaveolens submetido a secagem a temperatura de 45
°C e 1 ms™de velocidade de ar.

Nota-se na Figura 3, que o composto 6xido de cariofileno na condicao de 45
°C e 1 ms? revelou sua maior concentragdo. No decorrer das analises cromatograficas,
observaram diferencas entre os resultados obtidos nos cromatogramas provenientes dos
tratamentos. Em algumas temperaturas e velocidades de ar composto foram

identificados, j& em outras condi¢Ges ndo, conforme demonstra a Tabela 3.
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Tabela 3 - Composi¢do quimica e concentragdo dos constituintes dos 6leos essenciais de Hyptis
suaveolens a 35, 45 e 55 °C e velocidades de arde 1 ms?e 2 ms™.

1mis 2mls

1A
TAB COMPOSTO 35°C 45 °C 55 °C 35 °C 45 °C 55 °C

974 1-Octen-3-ol - - 0,28 0,27
1026 1,8-Cineol - - 041 0,28
1065 Hidrato de Cis-sabineno - - 0,37 0,17
1089 p-cimeneno - - 0,56 £ 0,06 0,38 +0,20
1098 Hidrato de Trans-sabineno - - 0,34 0,10 0,23 +0,05
1141 Camphor 0,84 +0,23 - 0,66 + 0,20 0,18 +0,01
1165 Borneol - - 0,31+0,03 0,30+0,14
1174 Terpinen-4-ol - - 0,34 +0,07 0,30+0,14
1179 Para-cymen-8-ol 3,92 +1,62 12,96 + 6,07 3,31+0,92 191 3,22+154
1186 a-Terpineol 1,39+0,38 1,58 £0,28 1,20 £ 0,42 5,73+5,94 2,92 +3,52
1387 B-Bourboneno 1,53+0,10 1,66+0,21 2,19+0,37 1,69 +0,22 154+0,14
1389 B-Elemeno 0,33+0,00 - 0,33+0,04 0,34 +0,08
1417 E-Cariofileno - 1,31+0,71 0,50 £ 0,10 0,82+0,11
1439 Aromadendreno 0,87 +0,00 - 0,52 +0,14 0,38
1460 Aromadendrano <dehydro-> 0,57 0,00 0,61+0,29 0,35+0,02 0,32 +£0,04 0,37 £0,04
1478 y-Muuroleno 0,57 £ 0,00 - 0,61+0,13 0,43+0,06 0,99 +£0,40
1489 f3-Selineno 1,73 +0,06 0,69+0,18 1,73+0,17 1,79 +0,07
1498 a-Selineno 0,70+0,12 1,83+0,21 - 0,36 0,07

1537 a-cadineno 1,58 +£0,09 1,08 £0,43 - 0,75+0,24 0,75+0,30 0,20+0,03
1577 Espatulenol 45,40+ 4,21 - - -

1582 Oxido de Cariofileno 23,47 £0,00 48,91 +7,64 42,78 £ 8,10 39,77 +3,46 45,60 + 19,85 34,26 £2,85
1592 Viridiflorol 1,80+ 1,26 7,69 + 13,22 1,00£0,12 1,02+£0,03 0,98 + 0,05
1608 Epoxido de Humuleno 3,01+0,26 3,85+ 1,67 2,77 £ 0,46 2,70+ 0,53 2,53+0,33 2,55+0,38
1652 a-cadinol 3,82+1,72 3,71+£2,07 2,65+1,07 269+04 2,54 £ 0,62 291+0,95
1714 Heptadecano 2,01+1,86 1,53 +0,66 1,42 +0,50 1,71+0,35 1,62 + 0,56 1,47 +£0,24
1987 Oxido de Monool 0,70+ 0,20 0,94 +£ 0,26 - 0,43+0,03 0,36 +0,11 0,30 +£ 0,05
2052 Abietatrieno 0,61 0,52 +0,02 - - 0,50 + 0,04

Total identificado 82,4 79,84 69,1 58,71 71,71 57,15

* |A Tab: indice aritmético tabelado.

O O6xido de cariofileno foi apontado como constituinte majoritario, sendo um

composto ja identificado para a espécie H. suaveolens (Asekun et al., 1999; Martins et

al.,, 2006). Em outras espécies da familia Lamiaceae o composto tambeém foi

reconhecido. Luz et al. (2014) avaliaram biomassa, rendimento e a composicao de 6leo

essencial de Melissa officinalis L. submetido as diferentes épocas de plantio, sistemas

de cultivo, e adubac@es e obtiveram Oxido de cariofileno como parte da composicao de

seus Oleos, e 0 mesmo apresentou sua maior concentragdo em condicdes de campo na
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época do inverno. Veloso et al. (2014) avaliaram o teor e a composi¢ao quimica dos
6leos essenciais de quatro acessos silvestres de manjericdo (Ocimum basilicum L.),
provenientes de diferentes regides geograficas, e duas cultivares comerciais cultivados
sob as mesmas condicGes edafoclimaticas e também obtiveram o 6xido de cariofileno
na composigdo. Porém, em nenhum destes estudos o 6xido de cariofileno foi apontado
como o composto majoritario, conforme identificado neste trabalho.

Também ha registros da identificacdo do 6xido de cariofileno como parte dos
compostos majoritarios em 6leos essenciais obtidos em espécies da familia Asteraceae.
Moraes et al. (2011) investigaram a composi¢do quimica do 6leo essencial de duas
populacdes do género Baccharis coletadas Paty do Alferes, visando encontrar novas
fontes de carquejol e acetato de carquejila, para futuras acbes de manejo extrativista e
identificaram 19 compostos nestes Oleos essenciais, sendo 0s principais: trans-
cariofileno, seguido por germacreno-D, biciclogermacreno, ledol, espatulenol e 6xido
de cariofileno.

Os oleos essenciais de H. suaveolens tém sido amplamente estudados e sédo
compostos principalmente de monoterpenos, diterpenos e sesquiterpenos (Martins et
al., 2006; Martins et al., 2007; Barbosa et al., 2013). Observou-se neste trabalho maior
concentracdo de sesquiterpenos, assim como Moraes et al. (2011) e as estruturas das
principais substancias presentes nos 6leos essenciais de H. suaveolens se encontram

representadas na Figura 4.

A B C D E

Figura 4 - Estruturas dos compostos majoritarios de Hyptis suaveolens submetidas a secagem nas
temperaturas de 35, 45 e 55 °C e velocidades de ar de 1 e 2 m s*. A — Oxido de cariofileno, B —
Espatulenol, C — Para-cymeno-8-ol, D — B-bourboneno, E - Viridiflorol

O composto espatulenol foi identificado em concentragdo expressiva conforme
se observa na Tabela 3, porém apenas para a velocidade de 1 m s & 35 °C, que pode

ser justificado pela alta volatilidade, quanto maior a temperatura maior a tendéncia
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deste composto se volatilizar Além da temperatura do ar de secagem, também ha a
influéncia da velocidade do ar que passa através do produto. Segundo Radunz et al.
(2003), 0 aumento ou a reducdo dos compostos pode ser ocasionado por reagdes de
oxidacdo, reducdo e rearranjo durante o processo de secagem pela temperatura ou ao
longo do tempo de secagem.

O espatulenol foi parte dos constituintes majoritarios do 6leo essencial de
amostras de H. suaveolens provenientes do Cerrado Brasileiro, conforme relatado por
Oliveira et al. (2005). Martins et al. (2007) também verificaram que o terpeno
espatulenol foi um dos principais constituintes encontrados no 6leo essencial de H.
suaveolens cultivado em casa de vegetacdo, e que as quantidades deste constituinte
quimico se alteravam de acordo com a disponibilidade de nitrogénio e fésforo durante a
fase juvenil de desenvolvimento da planta e também pode estar relacionado com o
fotoperiodo.

Azevedo et al. (2002) analisaram por CG-MS a composi¢éo de nove amostras
de oleo essencial de H. suaveolens do Cerrado brasileiro de plantas individuais em fase
de frutificacdo e constataram o espatulenol como parte dos principais constituintes,
apontando a variacdo geografica como fator que promove alteracdo na composicao do
6leo essencial, e indicaram que este terpeno é produzido principalmente nas amostras
desenvolvidas em menores latitudes e altitudes. No presente trabalho, a temperatura e a
velocidade do ar de secagem também influenciam a composicdo dos 6leos essenciais,
assim, verificou-se que para a obtencdo do composto espatulenol é ideal trabalhar com
menores velocidades e temperaturas do ar de secagem.

Melo et al. (2004), desmistificaram o paradigma de temperatura maxima igual
40 °C e relataram que temperaturas do ar de secagem entre 50 e 60 °C se mostram
viaveis para secagem de grande numero de plantas medicinais estudadas,
independentemente do método de secagem empregado. Este fato, confirma os dados
obtidos neste estudo, em que as temperaturas de 35, 45 e 55 °C ndo atuaram de forma
expressiva no teor dos 6leos essenciais.

Entretanto, percebe-se que para alguns compostos, o aumento do valor da
temperatura de secagem promoveu reducdo nas concentracfes de alguns compostos. O
composto viridiflorol, apresentou concentracdes de 1,80 £ 1,26 e 7,69 * 13,22% para as
temperaturas de 35 e 45 °C respectivamente e ndo foi identificado a 55 °C a velocidade
de 1 m s, o que provavelmente ocorreu por volatilizagdo pela alta temperatura. Para o

composto B-bourboneno os resultados demonstram comportamento similar em relagdo
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a temperatura. Na condi¢do de 35 °C o composto ndo foi identificado, e pode ser
justificado pelo fato do material vegetal ter permanecido durante maior tempo na
secagem e 0 composto se volatilizou. As concentracdes a 45 e 55 °C foram de 1,53 £
0,10 e 1,66 + 0,21% respectivamente, demonstrando decréscimo com o incremento da

temperatura.

4, Conclusoes

O incremento da temperatura e da velocidade do ar de secagem promoveram
reducdo no tempo de secagem das folhas de H. suaveolens. Os teores de 6leos esséncias
foram influenciados pelas velocidades de ar empregadas durante o processo de
secagem, e 0 composto majoritario 6xido de Cariofileno revelou maior concentracdo na
temperatura de 45 °C a velocidade de 1 m s™*. Dentre os tratamentos realizados, o inico
que viabilizou a obtencdo do composto Espatulenol, foi a 35 °C a velocidade de 1 m s
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CAPITULO Il

Influéncia da secagem sobre o teor e caracterizacdo quimica do 6leo

essencial de Hyptis pectinata

Resumo: O efeito da secagem em diferentes temperaturas (35, 45 e 55 °C) e velocidades
de ar (1 e 2 m s™) sobre o teor e caracterizagdo quimica do 6leo essencial de Hyptis
pectinata foi verificado neste estudo. A secagem procedeu-se em secador de leito fixo,
com temperaturas e velocidades de ar controladas e armazenada pelo sistema de
automacdo. Foram utilizadas 350 + 0,12 g de folhas frescas para cada uma das quatro
repeticdes em cada secador. Do material obtido da secagem, utilizou-se 60 g de cada
repeticdo para a extracdo de 6leo essencial através do método de hidrodestilacéo.
Diclorometano foi utilizado como solvente e sulfato de sodio anidro como agente
dessecante. Adotou-se a cromatografia gasosa através dos cromatégrafos CG-MS e CG-
DIC para a caracterizacdo quimica dos compostos contidos nos 0Oleos essenciais.
Verificou-se redugdes nos tempos de secagem e no teor de Oleo essencial com o
aumento da temperatura. A analise por CG/EM do 6leo essencial de folhas H. pectinata
proporcionou a identificagdo de 19 componentes, sendo o sesquiterpeno Oxido de
Cariofileno, o composto majoritario para todas as condi¢Ges de secagem, com maiores
valores de concentracdo a temperatura de 55 °C variando de 42 a 53%

aproximadamente.

Palavras-chave: Hyptis pectinata, hidrodestilacdo, cromatografia gasosa, o0xido de

cariofileno.
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Drying influence on the content and chemical characterization of the

essential oil of Hyptis pectinata

Abstract: The effect of different drying temperatures (35, 45 and 55 °C) and air
velocities (1 to 2 m s) of the content and chemical characterization of the essential oil
of Hyptis pectinata was observed in this study. Drying held in fixed bed dryer with
temperatures and controlled air velocities and stored by an automation system. We used
350 = 0.12 g of fresh leaves for each of four replicates for each dryer. From the material
obtained by drying process was used 60 g of each repetition to the essential oil
extraction by hydrodistillation method. Dichloromethane was used as solvent, and
anhydrous sodium sulfate as drying agent. The gas chromatography through
chromatographs GC-MS and GC-FID for the chemical characterization of compounds
in essential oils. It was found reductions in drying times and essential oil content with
increasing temperature. Analysis by GC / MS of essential oil from H. pectinata leaves
provides the identification of 19 components, being the sesquiterpene caryophyllene
oxide, the major compound for all drying conditions with higher concentration values at
a temperature of 55 °C ranging from 42 to 53% approximately.

Key words: Hyptis pectinata, hydrodistillation, gas chromatography, caryophyllene

oxide.
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1. Introdugéo

O género Hyptis da familia Lamiaceae inclui cerca de 580 espécies (Barbosa &
Ramos, 1992), distribuidas em todas as Ameéricas, Africa Ocidental, Fiji Island
(Oceania), oeste da India e também no bioma Cerrado brasileiro (Harley, 1988). Os
membros deste género sdo fonte de 6leo essencial aromatico, e também sdo usados para
jardinagem paisagem e culinéria. Plantas de Hyptis spp. possuem propriedades
medicinais e sdo recomendadas na medicina popular para o tratamento de varias
condicBes, tais como distdrbios gastrointestinais, infecgdes de pele, congestdo nasal,
febre, colicas, inflamacéo e dor (Bispo et al., 2001; Bueno et al., 2006; Franco et al.,
2011a, 2011b). Sédo utilizadas ainda para o tratamento de infec¢des nos olhos e
reumatismo (Fragoso-Serrano et al., 2005).

A espécie Hyptis pectinata (L.) Poit, pertencente a familia Lamiaceae é
conhecida como “sambacaitd”" ou "Canudinho" e ¢ amplamente utilizada como erva
medicinal. E utilizada como cha medicinal (infusdo ou decoc¢do) para tratamento de
doencas de pele, doencas gastricas, nasofaringite, congestdo nasal, febre e outras
infeccbes provocadas por bactérias e fungos (Martins, 2011; Nascimento et al., 2008).

O metabolismo especial de plantas do género Hyptis tem uma variabilidade
notavel, demonstrando a predominancia de 6leos essenciais, que tém muito valor com
varias comunidades que utilizam as propriedades terapéuticas (Oliveira et al., 2011).

Alguns estudos tém relatado a composicdo quimica do 6leo essencial de H.

pectinata, como se observa na Tabela 1.
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Tabela 1 - Compostos majoritarios presentes em 6leos essenciais de Hyptis pectinata

Compostos . o
majoritarios Concentragao Local da coleta Referéncia
p-cymene 33,7% Franca
Timol 26% Malan et al. (1988)
B —cariofileno 40% Fiji Island
p-cimeno 33, 7% Oeste da Africa
Sabineno 27,8%
B-cariofileno 17,2% india Pietschmann et al. (1998)
B-pineno 6,7%
Terpinoleno 6,0%
Germacrene D 28% Republica de Tchoumbougnang et al. (2005)
B-cariofileno 22,1% Camardes
Calamusenona, 24,68% Banco de
B-cariofileno 18,34% Germoplasma da Santos et al. (2008)
Oxido de cariofileno 18% UFS
B-pineno 6,95%
Calamusenona 31,0-48,0% Séo Cristovao-SE Arrigoni-Blank et al. (2010)
B-cariofileno 7,0-15,0%
B-cariofileno 40,90% Séo Cristovao-SE Raymundo et al. (2011)
Oxido de cariofileno 38,05%

Vaérios sdo os fatores que podem promover alteracbes na composi¢do quimica
dos Gleos essenciais. Dentre eles, variacdes genéticas, climas, composicdo do solo,
sazonalidade, colheita e pds-colheita (Khan & Azam, 1999; Santos-Gomes e Fernandes-
Ferreira, 2001; Putievsky et al., 1986).

Os procedimentos pos-colheita tém despertado a atencdo de pesquisadores,
segundo Pimentel et al. (2012) os pardmetros essenciais para a qualidade da matéria-
prima podem variar dependendo da procedéncia do material. Assim, procedimentos
como a secagem devem ser conhecidos (Guerra & Nodari, 2007).

A secagem de espécies medicinais € um procedimento que visa minimizar a
perda de principios ativos e retardar a sua deterioracdo, quando ndo é possivel trabalhar
com a planta fresca. O método de secagem, a velocidade e temperatura do ar exercem
influéncia na quantidade e qualidade dos principios ativos, presentes em plantas
medicinais, aromaticas e condimentares (Melo et al., 2004), ou seja, pode ocorrer
aumento ou redugdo do teor do principio ativo. Com a reducdo da quantidade de agua,

aumenta-se, também, a quantidade de principios ativos em relacdo & massa seca.
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A alteracdo na composi¢do quimica ocorre pela grande quantidade de compostos
volateis encontrados nas plantas aromaticas (Von Hertwig, 1991; Silva e Casali, 2000).
Assim a temperatura de secagem deve ser controlada e estudos sobre a sua influéncia
s80 necessarios para obtencdo da temperatura de secagem mais apropriada para cada
espécie, visando assegurar teores e composicdo quimica adequados do 6leo essencial
(Blanco et al., 2000).

E, baseado nesta justificativa, neste trabalho, objetivou-se verificar a influéncia
da secagem no teor e composicdo quimica do Oleo essencial de Hyptis pectinata
submetida a trés temperaturas de secagem (35, 45 e 55 °C) e duas velocidades do ar (1 e
2msh.

2. Metodologia

2.1. Material vegetal
Para a obtencdo de plantas de H. pectinata, foram produzidas mudas na casa de
vegetacdo do Laboratério de Cultura de Tecidos Vegetais (LCTV) do Instituto Federal
Goiano — Campus Rio Verde. Em outubro de 2013, quando atingiram 5 cm de altura
foram transferidas para condi¢cGes de campo no Horto de plantas do Instituto Federal
Goiano — Campus Rio Verde, alinhadas a 20 cm de distancia uma da outra e, distancia

entrelinhas de 1 m, como se pode observar na Figura 1.

A B C D

Figura 1- Producéo vegetal Hyptis pectinata. A — mudas de 5 cm produzidas em casa de vegetacdo; B —
mudas transferidas ao campo com espacamento de 20 cm; C — plantas com 30 dias ap06s a transferéncia ao
campo; D — plantas com 60 dias apo0s a transferéncias
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Partes aéreas das plantas foram coletadas em dezembro de 2013, entre 7h30min
as 8h da manhd. Exemplares foram depositados sob o nimero 492 no Herbério do

Instituto Federal Goiano — Campus Rio Verde.

2.2. Secagem

As plantas foram encaminhas ao Laboratorio de Pos-Colheita de Produtos
Vegetais do Instituto Federal Goiano — Campus Rio Verde, e passaram pelas operacdes
de desfolha e selecdo. Realizou-se a determinacdo do teor de &gua antes e apés a
secagem segundo metodologia da Asae (2000) para forrageiras e similares, em estufa de
circulacéo forcada, durante 24 horas.

Para a secagem das folhas de H. pectinata foram utilizados secadores de leito
fixo, capazes de fornecerem o ar de secagem em condi¢Oes controladas de vazéo e
temperatura, ligado ao sistema de automacdo que gerenciou e armazenou 0s dados
durante a secagem, com temperaturas reguladas para 35, 45 e 55 °C e velocidades de ar
de 1 mste2ms? Cada secador possui um ventilador centrifugo de 1,5 cv e rotagdo de
1.720 rpm, um conjunto de resisténcias elétricas para aquecimento do ar de 1.500 watts,
perfazendo o total de 6.000 watts. O secador foi fabricado com paredes de chapa
metalica nimero 16, cAmara de secagem de volume de 0,216 m® com quatro bandejas
retangulares removiveis, com dimensdes de 0,28 x 0,28 x 0,15m e fundo perfurado. Os
secadores também apresentam 6 sensores de temperatura pendulares posicionados antes
e ap0s as resisténcias e no interior de cada bandeja. As bandejas foram preenchidas com
repeticdes contendo 350 + 0,12 g de folhas para as duas velocidades de ar.

Durante o processo de secagem, as amostras foram pesadas periodicamente até
atingirem massa constante. Ao final de cada processo, parte do material foi
acondicionado em céapsulas de metal e levado para estufa com circulacdo de ar forcado,
a 103 °C, por 24 horas, para determinacdo do teor de agua final. A outra parte do
material foi armazenada em sacos plasticos em B.O.D a 1 °C, até o0 momento da

extracdo do 6leo essencial.

2.3.Analise estatistica
O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente ao acaso em
esquema fatorial 3 x 2 (trés temperaturas de secagem e duas velocidades de ar), em

quatro repeticdes, perfazendo um total de 24 unidades experimentais. Foi utilizado o
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software SISVAR (Ferreira, 2011) e, os dados referentes aos efeitos dos tratamentos
foram submetidos a andlise de variancia e as médias foram analisadas pelo teste de

Tukey a 5% de significancia.

2.4.Extracdo e analises dos 6leos volateis

A extracdo de oOleo foi conduzida no Laboratorio de Cultura de Tecidos
Vegetais, utilizando o método de hidrodestilacdo com aparelho Clevenger adaptado ao
baldo de destilacdo de 3 L e um banho termostatizado. Amostras de 60 g das folhas
secas foram utilizadas e o tempo de extracdo de 50 minutos, contados a partir do inicio
da ebulicdo. Apds a obtencdo do hidrolato, o 6leo foi extraido em funil de decantagéo
com diclorometano em triplicata. As fracbes organicas foram secas com sulfato de sodio
anidro (3,09), deixando-o agir por 24 horas. O sal foi removido por filtragdo simples e 0
solvente evaporado a temperatura ambiente sob capela de exaustdo de gases. Em
seguida, o oleo foi transferido para um frasco ambar, previamente pesado, para calculo
do rendimento do oleo.

As analises quimicas dos 0leos essenciais foram realizadas em cromatografo a
gas Shimadzu GC-17A equipado com detector de ionizagdo em chama (DIC) e coluna
capilar de silica fundida SPB-5 (30 m x 0,25 mm, espessura do filme de 0,25 um) com
gas de arraste He sob fluxo de 1,8 mL min?; temperatura do injetor, 220 °C,
temperatura do detector, 240 °C; temperatura inicial da coluna 40 °C, isotérmica por 44
min., seguido de aquecimento a 3 °C min até 240 °C, permanecendo isotérmica por 15
min., volume de injecdo da amostra: 1,0 uL (10 mg.mL* em CH.Cl,); razdo de split,
1:10; pressdo da coluna, 115 kPa, com tempo total de corrida de 70 min. A
concentracdo de cada constituinte foi calculada pela porcentagem da area do pico
correspondente em relacdo a area total de todos os picos observados no cromatograma.
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Figura 2 - Aparelhos de cromatografia gasosa: A - Cromatografo Shimaduz GCMS-QP5050A; B -
Cromatdgrafo Shimadzu GC-17A equipado com detector de ionizagdo em chama (DIC)

Para a identificag&o, utilizou-se aparelho Shimaduz GCMS-QP5050A , como se
observa na Figura 2 - A, equipado com coluna de silica fundida RTX-5 (30 m x 0,25
mm, espessura do filme de 0,25 pum) com detetor de massas. As condicdes
cromatograficas foram idéntica as utilizadas no CG-DIC e, pressdo da coluna de 100
kPa, processo de ionizacdo de impacto de elétrons (70 eV) e a amplitude de varredura
foi de 30 a 700 Da.

A identificagdo dos compostos foi realizada pela comparacdo dos espectros de
massas obtidos experimentalmente com os disponiveis na base de dados do
equipamento (Wiley sétima edicdo, NIST 08 e NIST 11) e pela comparagdo do indice
de retencéo calculado a partir da injecdo da mistura de alcanos lineares (Co — C26) com
aqueles da literatura (Adams, 1995). As identificagdes foram também confirmadas pelo

estudo dos fragmentos de massa observados em cada espectro.

3. Resultados e Discussdes
As folhas frescas de Hyptis pectinata apresentaram teor de agua de 82,4 + 0,4%
b.u. (base umida). Apbs a secagem os teores de agua foram reduzidos a 9,97; 7,76;
8,09% b.u. a 35, 45 e 55 °C respectivamente, & velocidade de 1 m s™. Na velocidade de
2 m s, os teores de agua foram de 8,97; 8,85 e 9,37% b.u. para as velocidades de 35,
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45 e 55 °C, respectivamente. Os teores de agua finais obtidos se enquadram dentro dos
valores recomendados por diferentes farmacopeias, entre 8 e 14% b.u. (Farias, 2003).
Os tempos de secagem foram reduzidos com o incremento da temperatura e da

velocidade do ar de secagem, conforme observa-se na Figura 3.
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Figura 3 - Curva de secagem de Hyptis pectinata submetida a secagem nas temperaturas de 35, 45 e 55°C
nas velocidades de 1 e 2 ms™.

Os tempos de secagem foram de 22, 13, 6 horas para as temperaturas de 35, 45 e
55°Calmste19 13 e5 horas a2 m s?. Observa-se na Figura 3, que o tempo de
secagem a temperatura de 35 °C foi maior que os tempos das outras temperaturas. Em
termos operacionais, isso pode inviabilizar o processo de secagem com aumento do
gasto com energia elétrica, além de aumentar a possibilidade de desenvolvimento de
microrganismos no material vegetal (Barbosa et al., 2006). Este fator também pode
promover alteracdes nos teores de 6leo e composi¢cdo quimica, pois 0s 6leos essenciais
sdo ricos em compostos volateis, que podem se perder, caso o material vegetal
permaneca por muito tempo submetido a altas temperaturas.

E mostrada na Tabela 2, a analise estatistica para o 6leo essencial obtido das
folhas secas de H. pectinata submetidas as diferentes temperaturas e velocidades do ar

de secagem.



85

Tabela 2 - Analise de variancia para as o teor de 6leo durante a secagem em folhas de
H. pectinata

Fator de Variacédo Grau de Liberdade Quadrado Médio
Velocidade 1 0,000160™
Temperatura 2 0,001747™
Velocidade x Temperatura 2 0,000201 "
Coeficiente de Variacgao (%) 17,29

**Significativo a 1% pelo teste F; *Significativo a 5% pelo teste F; ™N&o significativo

Observando-se a Tabela 2, verifica-se que a velocidade do ar de secagem, bem
como a interacdo entre a velocidade e a temperatura, ndo influenciaram o teor de dleo
essencial. Assim, procedeu-se a analise do efeito da temperatura de forma isolada.
Observou-se que a temperatura de secagem influenciou no rendimento de oOleo
essencial, apresentando reducbes entre as temperaturas de 35 e 55 °C, fato que
corrobora com os resultados obtidos por Pimentel et al. (2012), que relatam em seus
estudos a reducdo do teor de Oleo essencial de Piper piscatorum quando houve
acréscimo na temperatura de secagem de 30 para 40 °C. Barbosa et al. (2006)
realizando secagem de Lippia alba com temperatura do ar variando de ambiente (25 °C)
até 80 °C verificaram a reducdo entre 12 e 17% no teor de 6leo essencial em relagdo ao
obtido para a planta fresca.

As médias observadas na Tabela 3, podem variar em £ 0,02 para a temperatura

de 35 °C e 0,01 para as temperaturas de 45 e 55 °C em ambas as velocidades.

Tabela 3 - Médias do teor de 6leo essencial (% b.s) durante a secagem em folhas de H. pectinata.

Temperatura (°C) Velocidades (m s™) Média
1 2
35 0,1038 0,1197 0,1117 A
45 0,0940 0,0974 0,0957 AB
55 0,0842 0,0803 0,0822 B

Letras iguais na mesma coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de significancia,

As medias obtidas demonstram reducéo do teor de 6leo entre as temperaturas de
35 e 55 °C, conforme se observa na Tabela 3. Radunz et al. (2003), observaram que os

tratamentos de secagem ao ar ambiente (média 25 °C), a 40, 55 e 70 °C influenciaram
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no rendimento de Oleo essencial, apresentando reducdes em relacdo a planta fresca,
exceto na temperatura de 55 °C. Porém, analisando os tratamentos de secagem, o
rendimento aumentou com o incremento na temperatura do ar de secagem.

Estes dados reforcam os relatos de Arrigoni-Blank et al. (2010), que enfatizam a
necessidade de estudos que envolvam técnicas agrondmicas para cada espécie, uma vez
que o comportamento é distinto.

A andlise por CG/EM do 6leo essencial de folhas H. pectinata proporcionou a
identificacdo de 19 componentes. O componente majoritario do 6leo essencial foi o
Oxido de Cariofileno para todas as condices de secagem, com concentracio média de
49 + 5%. Seguem juntos como majoritarios os compostos epdxido de humuleno II, a-
cadinol, calamusenono e [-elemeno, com concentracdes menores que 5%. A
composicao do oOleo essencial de Hyptis pectinata contendo 6xido de cariofileno como
parte dos componentes majoritarios foi observada por outros autores (Santos et al.,
2008; Raymundo et al., 2011).

O composto trans-cariofileno se apresentou com concentracdes acima de 5%,
porém, s6 foi observado a velocidade de 1 m s nas temperaturas de 35 e 55 °C, com
concentragfes de 10,12 +0,79 e 5,89 = 1,09%, respectivamente. Possivelmente, a
temperatura de 35 °C ocasiona menor volatilidade, enquanto a temperatura de 55 °C
permite inferior tempo de exposicdo do material vegetal a secagem, que também pode
proporcionar menor volatilizacdo dos compostos.

A Tabela 4 apresenta a relagdo de compostos identificados e suas porcentagens

em concentracédo a cada tratamento.
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Tabela 4 - Composicao quimica e concentragdo dos constituintes dos 6leos essenciais de Hyptis pectinata
a 35, 45 e 55 °C e velocidades de ar de 1 m s e 2 m s. IA TAB: indice aritmético tabelado, NI: Néo
Identificado.

1ms? 2mst
1A
TAB COMPOSTO 35°C 45 °C 55 °C 35°C 45 °C 55°C
1374 Alpha-Copaene 0,46 +,0,03 - - - -
1387 Beta-bourboneno 1,02 +0,08 - - 1,13+0,18 1,07 +0,07
1389 Beta-Elemene 2,05+0,17 2,02+0,30 2,08 £ 0,22 1,65+0,23 2,63+0,69
1417 Trans-Caryophyllene 10,12 0,79 - 5,89 + 1,09 - -
1452 Alpha-Humulene 1,25+0,27 - - - -
1484 Germacrene D 0,62 + 0,03 - 2,93+0,13 1,00+0,13
1498 Selinene <o-> 0,67 £0,02 - - - -
1559 Germacreno B 2,28 +0,36 - - 2,51+0,19 2,66 + 0,22 2,98 +0,41
1561 Nerolidol <(E)-> 0,33+0,01 - - - -
1571 Apofarnesol <(Z)-dihydro-> - 0,67 +0,04 0,67 +0,01 - -
1577 Spathulenol 0,62 £ 0,07 - - - -
1582 Caryophyllene oxide 42,71 £5,77 46,36 £ 2,71 52,91 +£2,23 46,83 + 3,83 48,00 + 3,88 55,43 +7,78
1608 Humulene Epoxide 11 4,33+0,56 4,52 +0,38 4,53+0,23 4,35+0,43 4,01+0,46 4,31+0,58
1638 Cadinol <epi-a-> (tau.-Cadinol) 0,89 £ 0,02 1,15+0,13 0,94 £0,12 1,06 +0,13 1,67+0,28 0,71+0,04
1652 Cadinol <o-> 2,98 +0,41 1,90+0,28 3,57+0,28 3,02+0,24 3,10+0,33 1,87 +0,19
1676 Calamusenone 3,40+ 0,94 11,06 +1,11 11,31+0,88 2,86 £0,37 3,24+0,18 3,35+0,13
1684 Bisabolone oxide A <a-> 1,50 +0,30 2,18 +0,17 1,93+0,17 1,51+0,19 1,49+0,25 2,78 +0,27
1715 Pentadecanal 2,02+021 1,95+0,18 1,65+0,14 1,96 %0,19 1,64+023 1,98 0,20
1748 NI 1,63+0,39 191+0,11 1,23+£0,16 151+0,26 153+0,12 1,18 £ 0,09
1775 NI 2,78+095 251+0,15 1,55 +0,15 3794058 3534071 2384029
1843 Hexahidrofarnesil-acetona 2,84 +£0,37 2,44 +0,15 1,92+0,10 2,77 +£0,20 2,72+0,19 2,69+0,15
1879 1-Hexadecanol 1,08 £ 0,08 1,72+0,23 1,44 0,24 0,95+ 0,05 2,04£0,39 3,38+0,31
1889 Heptadecadienal 2,01+0,12 1,81+0,34 1,74 £ 0,09
1910 Farnesyl-acetona 1,63+0,19 1,36 £0,11 1,26 £0,11 1,79+0,12 1,49+0,11
1921 Hexadecanoato de metila 1,67 +0,25 1,55+0,12 1,56 +0,13
Total identificado 90,89 83,56 95,81 79,24 83,38 84,78

Observa-se na Tabela 4, que a temperatura de 35 °C foi possivel identificar o
maior numero de compostos. Porém, a temperatura ideal para se obter maiores
concentragfes do composto majoritario foi a 55 °C em ambas as condi¢des de
velocidade de ar de secagem.

Constatou-se que 0s compostos quimicos identificados sdo pertencentes
exclusivamente a classe dos sesquiterpenos. Raymundo et al. (2011) também atentaram
para este mesmo fato e ainda justificaram que haveria a possibilidade da presenca de
monoterpenos no 6leo essencial obtido de Hyptis pectinata, porem em quantidades nao

detectaveis.
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Diferengas na composigdo do dleo essencial da mesma espécie podem acontecer
em decorréncia de varios fatores. Esses resultados estdo de acordo com estudos de
secagem de espécies diferentes como tomilho e salvia, realizados por outros autores,
que também relataram modificagdes nos componentes dos 6leos essenciais de varias
plantas em funcdo da secagem (Venskutonis, 1997). Arrigoni-Blank et al. (2010)
relataram que as diferencas entre a composi¢do quimica podem ser justificadas pelo fato
de cada genotipo responder de forma diferente as condi¢cGes ambientais e também ao
processo de secagem que elimina a agua do material e aumenta o percentual de

principios ativos em relagdo a planta fresca.

4.  Conclusao
O processo de secagem promove redugdes nos tempos de secagem e nos teores
de 6leos essencial de Hyptis pectinata. Os maiores teores de 6éleo foram obtidos na
temperatura de 35 °C, sendo o Oxido de Cariofileno o composto majoritario em todas as
condicdes de secagem, com as maiores concentracdes, 52,91 + 2,23 e 55,43 + 7,78% a

55 °C, respectivamente para as velocidades doarde 1 mste2ms™
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CONCLUSAO GERAL

Os processos de pés-colheita aplicados as espécies Hyptis marrubioides, Hyptis
suaveolens e Hyptis pectinata influenciaram no teor e na composicdo quimica. Para as
trés especies vegetais, observou-se durante a secagem o declinio do teor de &gua das
folhas com o aumento da temperatura. As velocidades de ar empregadas também
intervieram nas trés espécies, e de forma mais relevante para Hyptis suaveolens.

Em Hyptis marrubioides, os compostos majoritarios encontrados foram Cis e
Trans-tujona, com maiores concentracfes a temperatura do ar de secagem de 35 °C
associada a velocidade de 1 m s, e também ocasionou maiores teores de 6leo essencial
de H. marrubioides. O aumento da temperatura e da velocidade do ar de secagem
reduziram o tempo de secagem.

O incremento da temperatura e da velocidade do ar de secagem também
promoveram reducdo no tempo de secagem das folhas de H. suaveolens. Os teores de
6leos esséncias foram influenciados pelas velocidades de ar utilizadas durante o
processo de secagem, e o composto majoritario Oxido de Cariofileno revelou maior
concentracio na temperatura de 45 °C a velocidade de 1 m s™.

O processo de secagem promoveu reducfes nos tempos de secagem e nos
teores de Oleos essencial de Hyptis pectinata. Os maiores teores de Oleo foram
encontrados na temperatura de 35 °C. As andlises quimicas apontaram 0 composto
Oxido de Cariofileno como composto majoritario em todas as condicdes de secagem,
sendo verificadas suas maiores concentracdes, 52,91 + 2,23 e 55,43 + 7,78% a 55 °C.

A busca por informacgdes sobre os procedimentos pds-colheita de plantas
medicinais se torna cada dia mais necessaria. Mesmo para espécies do mesmo género,
0s comportamentos em relagdo a secagem se distinguem. Isto demonstra a necessidade

de realizagdo de estudo individualizado para cada espécie.
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As analises quimicas realizadas para as trés espécies apontaram compostos
quimicos anteriormente identificados, porém em concentracdes diferentes das ja
citadas. Estes resultados contribuem para enfatizar dados da literatura que afirmam que
diversos fatores podem influenciar a composicdo quimica dos metabdlitos secundarios
de uma espécie. Neste estudo, pode-se justificar as variacBes encontradas pela
localizacdo geogréfica, variabilidade genética das espécies coletadas, assim como as
temperaturas e as velocidades de ar aplicadas durante o processo de secagem.

Diante dos resultados encontrados neste trabalho, em comparacdo com dados
da literatura, sugere-se a realizagdo de novas pesquisas sobre as trés espécies de Hyptis
citadas, verificando alteragOes nos fatores temperatura e velocidade do ar de secagem,
bem como a sazonalidade, condicdes de solo e localizacdo geografica, além de tipo de

secador utilizado no experimento.
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Figura 1 - Cromatograma do 6leo essencial de Hyptis marrubioides submetida a secagem a 35 °C e
velocidade de ar de 1 ms™.
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Figura 2 - Cromatograma do 6leo essencial de Hyptis marrubioides submetida a secagem a 45 °C e
velocidade de ar de 1 ms™.
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Figura 3 - Cromatograma do 6leo essencial de Hyptis marrubioides submetida a secagem a 55 °C e
velocidade de ar de 1 ms™.
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Figura 4 - Cromatograma do 6leo essencial de Hyptis marrubioides submetida a secagem a 35 °C e
velocidade de ar de 2 ms™.
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Figura 5 - Cromatograma do 0leo essencial de Hyptis marrubioides submetida a secagem a 45 °C e
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Figura 6 - Cromatograma do éleo essencial de Hyptis suaveolens submetida a secagem a 55 °C e
velocidade de ar de 1 ms™.
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Figura 7 - Cromatograma do 6leo essencial de Hyptis suaveolens submetida a secagem a 35 °C e
velocidade de ar de 2 ms™.
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Figura 8 - Cromatograma do 6leo essencial de Hyptis suaveolens submetida a secagem a 45 °C e
velocidade de ar de 2 m s,
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Figura 11 - Cromatograma do 6leo essencial de Hyptis pectinata submetida & secagem a 45 °C e
velocidade de ar de 1 ms™.
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Figura 12 - Cromatograma do 6leo essencial de Hyptis pectinata submetida a secagem a 55 °C e
velocidade de ar de 1 m s,

height
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Figura 13 - Cromatograma do 6leo essencial de Hyptis pectinata submetida & secagem a 35 °C e
velocidade de ar de 2 m s,
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Figura 14 - Cromatograma do 6leo essencial de Hyptis pectinata submetida & secagem a 45 °C e
velocidade de ar de 2 ms™.
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Figura 15 - Cromatograma do 6leo essencial de

Hyptis pectinata submetida a secagem a 55 °C e
velocidade de ar de 2 ms™.



